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RESUMEN

Globalmente el bosque meséfilo de montafia es un ecosistema con una distribucion limitada. Se
caracteriza por presentar una capa de neblina dominante a nivel del dosel, la cual promueve
condiciones ambientales que favorecen el establecimiento de comunidades vegetales Unicas,
incluyendo arboles, helechos y epifitas. Como en otros ecosistemas forestales, los restos vegetales
derivados de las especies presentes, constituyen el principal aporte de materia organica que es
degradada por la microbiota del suelo, con lo cual se liberan elementos quimicos como el carbono
(C), nitrogeno (N) y fosforo (P) al sistema. Estudios recientes han demostrado que la degradacién
de este ecosistema por actividades antropogénicas afecta propiedades edéaficas tales como la
disponibilidad y concentracion de los nutrientes, asi como la composicion y la actividad de la
comunidad microbiana nativa. Sin embargo, aln se desconoce cémo interacttian los cambios en el
ensamblaje de las comunidades fangicas del suelo con la disponibilidad de nutrientes,
particularmente C y N. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las interacciones entre cuatro
especies de micromicetes pertenecientes a diferentes gremios funcionales (Clonostachys rosea -
fitopatogeno, Trichoderma koningii - micoparéasito y Tolypocladium geodes - entomopatdgeno, y
Diaporthe novem - saprétrofo), bajo concentraciones contrastantes de C y N. Para ello, se
realizaron bioensayos pareados in vitro bajo condiciones contrastantes de C y N organicos y se
estimaron tres indices de interaccion (porcentaje de inhibicion, Overall Antagonism Index, e indice
de dominancia). Los resultados mostraron que C. rosea, D. novem y T. koningii son especies
altamente demandantes de carbono. A diferencia de T. geodes que es una especie altamente
demandante de nitrégeno. Por otro lado, los indices de interaccion para las interacciones in vitro
revelaron asociaciones que favorecian el crecimiento de ambos organismos en co-cultivo, o en
otros casos, los inhibia. Particularmente, las interacciones inter-especificas de antagonismo
podrian ser relevantes para mantener las comunidades vegetales en el BMM, ya que se
identificaron a T. koningii y D. novem como posibles reguladores del fitopatdgeno C. rosea en
condiciones ricas en carbono, ricas en carbono y nitrégeno, y pobres en carbono y nitrégeno. En
conclusion, las condiciones de nutrientes son un factor importante que influye en las interacciones
entre los micromicetes y los mecanismos de antagonismo entre estos, lo cual podria tener

importancia en la estructuracién de las comunidades fungicas del suelo.
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ABSTRACT

Cloud forests represent an ecosystem with a limited distribution worldwide and in Mexico. It is
characterized by a persistent cloud layer at the level of the vegetation, allowing the establishment
of unique plant communities, including trees, ferns and epiphytes. Plant litter is the main
component of the organic matter in cloud forests, being decomposed by soil microbiota, and
releasing nutrients as carbon, nitrogen and phosphorus to the system. Recent studies have
demonstrated that the degradation of cloud forests by anthropogenic activities, affects edaphic
properties such as the nutrient availability and concentration, and these effects modify the native
microbiota composition. However, the effect of these changes in nutrient conditions and the
assembly of soil fungal communities remain unknown. The objective of the present work was to
evaluate the interaction between four microfungal species belonging to different functional guilds
(Clonostachys rosea - phytopathogenic, Trichoderma koningii - mycoparasite, Tolypocladium
geodes - entomopathogenic, and Diaporthe novem - saprotrophic), under contrasting conditions of
nutrients (C y N). Paired in vitro bioassays were conducted under contrasting concentrations of
carbon and nitrogen, and the data obtained were analyzed through three different indexes
(percentage of inhibition, overall antagonism index, and dominance index). We observed that C.
rosea, T. koningii y D. novem were highly carbon-demanding species. In contrast with T. geodes
which strongly demandant of nitrogen for growth. The in vitro interactions showed that these
associations stimulate the growth of both fungi in co-culture. Particularly, the inter-specific
antagonism interactions could be relevant for maintaining plant communities, via the regulation of
phytopathogenic species such as C. rosea by T. koningii and D. novem, under rich in carbon, rich
in carbon and nitrogen, and poor in carbon and nitrogen conditions. In conclusion, the nutrients
conditions are important factors influencing the development of biotic interactions and antagonism

mechanisms, which could be important for the fungal community structure in the soil.
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1. INTRODUCCION

1.1 Bosque mesoéfilo de montafia

El Bosque mesofilo de montafia (BMM) es un ecosistema que se encuentra distribuido en
sistemas montafiosos, en altitudes entre los 500 y hasta los 3500 m.s.n.m (Rzedowski, 1994).
Se caracteriza por presentar un alto porcentaje de humedad relativa atmosférica y una baja
exposicion de luz solar, debido a la recurrente formacion de neblinas (Gual-Diaz y Gonzélez-
Medrano, 2014).

Su distribucion global abarca desde los 23.5° N hasta los 35°S en algunas regiones de
Africa, Asia y América, en paises como México, Guatemala, Colombia, Venezuela, Ecuador,
Perd, entre otros (Bubb et al., 2004; Mulligan, 2010). Se estima que el area potencial del
BMM representa el 0.26% de la cobertura terrestre del planeta (Bubb et al., 2004), mientras
que el porcentaje estimado de los BMM que se ha perdido es del 55% (Mulligan, 2010). A
pesar de su distribucion reducida, estos bosques albergan una alta diversidad de especies
vegetales endémicas (Bubb et al., 2004), y es considerado como un hotspot de diversidad de
especies arboreas, de helechos arborescentes y de plantas epifitas (CONABIO, 2010). Esto,
gracias a factores tales como la presencia de nubes, altitud y patrones de lluvias, que permiten

el establecimiento de la vegetacion caracteristica (Bubb et al., 2004).

En México, el BMM se desarrolla generalmente en un clima templado hiumedo con
lluvias todo el afio en los estados de San Luis Potosi, Veracruz, Oaxaca, Tamaulipas, Nuevo
Ledn, Chiapas, Tabasco y Guerrero (Gual-Diaz y Gonzalez-Medrano, 2014). Este bioma, se
distribuye de forma fragmentada a lo largo de la Sierra Madre Oriental y Occidental, asi
como en el Sistema Volcanico Transversal (CONABIO, 2010; Gual-Diaz y Gonzalez-
Medrano, 2014), y representa menos del 1% de superficie del territorio nacional (Bubb et al.,
2004). Su vegetacion estd compuesta por aproximadamente 6 790 especies de plantas
vasculares (Villasefior, 2010), de las cuales se estima que 2 500 especies son endémicas para
el BMM de México (Rzedowski, 1994). La composicién arbérea esta conformada
principalmente por especies del género Liquidambar (una especie), Quercus (88 especies),
Fagus (una especie) y Pinus (20 especies) (Villasefior, 2010); mientras que, la vegetacion
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del BMM también se caracteriza por presentar una alta abundancia de pteridofitas y plantas

epifitas de la familia Orchidaceae, Bromeliaceae, Piperaceae y Araceae (CONABIO, 2010).

El BMM desempefia un rol importante en la provision de servicios ecosistémicos a
partir de su dindmica con el ciclo hidroldgico. En este sistema, el ciclo del agua inicia con la
transpiracion en las plantas y la condensacion del agua, (proceso conocido como
evapotranspiracion). Posteriormente, ocurre la precipitacion, se produce escorrentia y el agua
es absorbida por el suelo. Las raices de los arboles mantienen la estructura del suelo, mientras
que la cobertura de la vegetacion lo protege de la erosion por la lluvia. Ademas, el suelo
retiene los sedimentos y contaminantes lo que mejora la calidad del agua (Ekhuemelo et al.,
2016).

La deforestacion es una de las principales amenazas que este ecosistema enfrenta a
nivel mundial, debido a la explotacion de los recursos maderables, y el uso de sus suelos para
practicas agricolas y ganaderas (Gual-Diaz, M. y Gonzélez-Medrano, 2014). El cambio del
uso del suelo provoca una serie de consecuencias en su estructura, tales como su erosion y
compactacién (Shestak y Busse, 2005). Ademas, de la pérdida de la materia organica, por
ejemplo, se ha observado que el BMM transformado a pastura presenta menor porcentaje de
materia organica (7.8% = 3.6) comparado con el bosque (16.2% * 2.3) en el horizonte A del
suelo (Tobon et al., 2010), lo cual es relevante ya que el mantillo del BMM puede proveer
nutrientes al suelo como nitrégeno (93 kg haty?), fésforo (6 kg haty?), calcio (115 kg ha-
ly 1), magnesio (15 kg hay?) y potasio (12 kg hay?!) (Nadkarni y Matelson, 1992). Por
otro lado, el carbono almacenado en la vegetacion, puede ser liberado a la atmoésfera en forma
de CO?, lo que tiene una implicacion importante en las reservas de carbono del suelo, ya que,
se ha reportado que la transformacion de un bosque a un cultivo podria disminuir 42% de su

reserva de carbono (Guo y Gifford, 2002).

A su vez, se ha propuesto que el cambio climatico repercutird directamente sobre las
caracteristicas principales del BMM (altitud de la capa de nubes, temperatura, humedad y
patrones de precipitacion) (Campbell et al., 2009; Looby y Treseder, 2018). Se predicen
modificaciones en la estructura y diversidad de las comunidades de plantas, animales y
hongos debido a la proliferacion de especies flngicas patdgenas, alterando los procesos de

descomposicion y liberacion de nutrientes a la solucion del suelo (Campbell et al., 2009;
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Price et al., 2013). Experimentos en campo han confirmado el incremento en la riqueza de
hongos pertenecientes al phylum Ascomycota y grupos funcionales tales como patégenos y
saprétrofos de la madera en condiciones de temperatura mas calidas y de menor humedad del
suelo, con relacion al control (localidad de BMM ubicada a 1850 m.s.n.m). Los autores de
este trabajo concluyen que el incremento en especies saprotrofas podria impactar fuertemente
el ciclo del carbono (Looby y Treseder, 2018). Por lo que se puede inferir que, el cambio

climatico repercutira sobre los ciclos biogeoquimicos en este ecosistema.

1.2 Micromicetes

Los hongos son organismos eucariontes que se caracterizan por presentar estructuras
alargadas conocidas como hifas con crecimiento apical (Herrera y Ulloa, 1990), las cuales, a
diferencia de otros microorganismos, en algunos grupos taxonémicos pueden ser multi-
nucleadas. Son organismos quimiorgandtrofos, presentan una pared celular compuesta por
quitina y polisacéridos, y se alimentan mediante mecanismos de absorcion (Herrera y Ulloa,
1998; Cepero de Garcia et al., 2012). Los micromicetes (hongos microscopicos) se
caracterizan por presentar estructuras reproductoras de tamafio microscopico, y se encuentran
ampliamente distribuidos en todos los ecosistemas, naturales y manejados, explorados hasta
la fecha (Cannon y Sutton, 2004). Son capaces de establecerse en sitios con una gran
diversidad de sustratos, lo cual es facilitado por su capacidad de degradar materiales

recalcitrantes como la lignina (Schappe et al., 2019).

Estos hongos microscépicos se pueden clasificar en gremios o grupos funcionales de
acuerdo con su estilo de vida y el uso de recursos (Faber, 1991), los cuales estan
estrechamente relacionados con las plantas, debido a que participan en procesos de
descomposicion y, les proveen nutrientes a estos organismos (Schappe et al., 2019). Se han
reconocido varios gremios (saprotrofos, patdogenos y simbiontes). Cada uno de estos,
participa en procesos importantes dentro del ecosistema. Por ejemplo: los hongos saprétrofos
degradan la materia organica y compuestos recalcitrantes como la lignina, liberando
nutrientes en el suelo. Los hongos patdgenos, pueden regular las comunidades de diferentes
organismos mediante el establecimiento de interacciones que tienen un efecto desfavorable
para el hospedero. Cabe mencionar, que dentro de este gremio, existen otros subgrupos
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funcionales tales como los fitopatdgenos que se alimentan de los tejidos vivos (biotrofo) o
muertos (necrotrofo) de las plantas, provocando enfermedades a sus hospederos (Herrera y
Ulloa, 1998). También, los hongos entomopatégenos provocan enfermedades a insectos u
otros artrépodos, y durante el proceso de infeccion se pueden alimentar de la cuticula del
hospedero (Chandler, 2017). Por otra parte, los hongos micoparasitos absorben sus nutrientes
del micelio vivo (bidtrofo) o muerto (necrotrofo) de otros hongos y son capaces de inhibir a
los hongos fitopatdgenos (Hiscox et al., 2018). Por altimo, los hongos simbiontes obtienen
sus nutrientes del hospedero y, favorecen la obtencion de recursos como nutrientes y agua
para las plantas. Por lo tanto, en conjunto tienen un papel importante en la estructura del
ecosistema (Davet, 2004; Dirk van Elsas et al., 2006; Thormann, 2006; Burke et al., 2011).

Gran parte de la diversidad taxonémica de hongos a nivel global ain es desconocida.
Actualmente, el estimado global abarca de los 2.2 a los 3.8 millones de especies, calculadas
con base en el numero aproximado de especies que se podrian identificar mediante la
secuenciacion de muestras ambientales, métodos para la delimitacion de especies y, otras
contribuciones, a partir del trabajo de campo. Ademas de la relacion 9.8:1 de hongos: plantas
(considerando que se conocen 380 000 especies de plantas vasculares) (Hawksworth y
Licking, 2017). Sin embargo, a la fecha tal solo se han descrito 120 000 especies de hongos
(Hawksworth y Liicking, 2017), de las cuales la mayoria pertenece a los phyla Ascomycota
y Basidiomycota (Cuadros-Orellana et al., 2013). Por otra parte, Schmit y Mueller (2007)
estimaron que el 82% de las especies de hongos son microscopicas, considerando que el
estimado minimo total que reportan estos autores es de 712 285 especies en el mundo. Como
parte del mismo trabajo, los autores reportaron que el nimero de especies de hongos
microscopicos descritas es de: 3 196 especies para ambientes acuaticos, 2 750 especies de
hongos asociados a insectos, 3 300 especies que habitan en el suelo y 35 000 especies

asociadas a plantas terrestres (Schmit y Mueller, 2007).

Cabe destacar que las caracteristicas metabolicas de los hongos han promovido su
utilizacion en la biorremediacion y biofertilizacion del suelo. Sin mencionar que, debido a la
gran diversidad de compuestos bioactivos y metabolitos secundarios que producen, han sido
empleados para la obtencion de antibioticos (penicilina y cefalosporina) o inmunosupresores

(Dirk van Elsas et al., 2006). Por lo que la investigaciéon de su diversidad y fisiologia es



importante, ya que ampliaria las opciones para tratar enfermedades o restaurar ecosistemas.
Por ejemplo, se ha propuesto a Tolypocladium geodes como posible agente para la
bioremediacion de suelos agricolas contaminados por herbicidas (ej. acetoclor) (Erguven,
2018), y a Trichoderma koningii como agente de biocontrol que inhibe el crecimiento de
Sclerotium rolfsii, que es un hongo fitopatdogeno de diversos cultivos, en la rizdsfera del

tomate (Tsahouridou y Thanassoulopoulos, 2002; Rodriguez et al., 2011).

1.3 Rol de los micromicetes en los ciclos biogeoquimicos

La materia organica es el conjunto de residuos de origen animal, vegetal o microbiano que
se depositan en el suelo (Davet, 2004). Presenta una gran variedad de moléculas organicas
con diferente grado de complejidad como son la lignina, la quitina o la celulosa (Thormann,
2006); las cuales a su vez, estan compuestas de elementos quimicos (carbono, fosforo y
nitrégeno) (Manahan, 2007).

El carbono (C) se encuentra en la atmdsfera en forma gaseosa principalmente como
COo; en la biosfera es un elemento estructural de diferentes biomoléculas (carbohidratos,
lipidos y proteinas); en la pedosfera como parte de la necromasa humus y la biomasa
microbiana en forma orgénica y en forma inorganica como iones HCO3"y CO3 0 COz disuelto
(Bardgett, 2005). Por otro lado, el nitrégeno (N) es uno de los principales gases que
conforman a la atmosfera. Se puede encontrar en forma de N2, el cual posteriormente es
transformado en amoniaco (NHs) mediante la actividad enzimatica de algunas bacterias
fijadoras de nitrdgeno. Algunos de los iones resultantes de los procesos en el ciclo del
nitrégeno (ej. NH4"y NOs") son utilizados por los microorganismos y las plantas para su
desarrollo y crecimiento (Stevenson y Cole, 1999). Finalmente, el fosforo (P) es un elemento
gue Unicamente se encuentra en el suelo (Davet, 2004). Se origina a partir de los minerales,
ya que cuando estos se intemperizan por ciertos procesos, se liberan iones fosfato (Tapia-
Torres y Garcia-Oliva, 2013). El fosforo es escaso en la solucion del suelo, debido a que
interactta con elementos quimicos como el hierro y el aluminio, lo que lo convierte en

inaccesible para otros organismos (Davet, 2004).



Los elementos contenidos en los tejidos vegetales (ej. C, P y N) se liberan hacia la
solucidn del suelo durante las primeras etapas del proceso de descomposicion de la materia
orgénica que llevan a cabo los hongos y bacterias. Estos microorganismos modifican la
estructura quimica de las moléculas mediante el uso de enzimas (despolimerizacion) y una
vez que se ha reducido su peso molecular las vuelven accesibles para otros organismos
(Bardgett, 2005).

Los micromicetes edaficos obtienen sus nutrientes a partir de los residuos vegetales.
Gracias a sus redes de hifas tienen la capacidad de transportar nutrientes de un lugar a otro
(Thormann, 2006), optimizando su uso. Particularmente, el carbono se encuentra en grandes
cantidades en la vegetacion del bosque, la cual es degradada conforme al grado de
complejidad en su estructura quimica (Dighton, 1995; Foster y Bhatti, 2006). Las principales
enzimas que degradan compuestos vegetales como la celulosa son f-1-4-endoglucanasa,
exoglucanasa y B-glucosidasa (van den Brink y de Vries, 2011), mientras que para la lignina
se encuentran la lacasa y peroxidasa (Tsujiyama y Minami, 2005); por otra parte, se
detectaron enzimas involucradas con la liberacion del nitrégeno de la hojarasca como la B-
N-acetilglucosaminidasa y peptidasa y, en el caso del fésforo, la fosfatasa (Romani et al.,
2006). Posteriormente, los carbohidratos y otros compuestos de bajo peso molecular pueden
ser transportados hacia el interior de la célula y formar parte de la biomasa microbiana y sus
componentes celulares o, participar en el proceso de respiracion celular y regresar a la
atmosfera en forma de CO- (Davet, 2004).

Asimismo, los micromicetes pueden obtener nitrogeno a partir de la quitina de los
exoesqueletos de los artrépodos o de proteinas presentes en el suelo. Durante este proceso
utilizan enzimas como quitinasas extracelulares, proteasas y peptidasas. Al final, se obtienen
moléculas mas pequefias como aminoacidos, amonio (NH4") y nitrato (NO3z"), los cuales son
internalizados en la célula mediante proteinas transportadoras (Treseder y Lennon, 2015).

Finalmente, el fésforo, a diferencia del nitrégeno y el carbono, es un elemento poco
disponible en la solucion del suelo, se puede encontrar en forma inorgénica (ortofosfato,
PO.®) u organica (Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013). Los hongos pueden liberar fosfatos a

partir de compuestos organicos con enlaces éster mediante la actividad enzimatica de las



fosfatasas extracelulares. Se tiene el precedente de que los microorganismos son capaces de

secuestrar hasta el 35% de fosforo organico del suelo (Treseder y Lennon, 2015).

1.4 Interacciones microbianas

Las interacciones microbianas modelan la estructura de las comunidades y afectan las tasas
de descomposicion de la materia organica repercutiendo en los ciclos biogeogquimicos.
Involucran una comunicacion mediada por metabolitos extracelulares (ej. metabolitos
secundarios) que, a su vez, pueden promover o inhibir el crecimiento de los interactuantes
(Carreira et al., 2020). Es por ello, que su estudio es crucial para comprender los mecanismos
de ensamblaje y mantenimiento de las comunidades, asi como los procesos ecosistémicos

asociados.

Para estudiar el comportamiento de los microorganismos, se han desarrollado diferentes
modelos y teorias. Una de ellas es la teoria del mercado microbiano. Esta, explica las
interacciones de mutualismo para organismos procariontes, bajo la premisa del intercambio
de productos entre dos comerciantes, en los cuales se consideran diferentes aspectos como la
calidad y la demanda de los productos (Werner, 2014). Otros ejemplos son las hipotesis de
la Reina Roja y la Reina Negra. La Reina Roja explica que la interaccidn entre dos especies
puede ejercer presiones selectivas sobre uno de los organismos, lo cual promovera la
seleccidn de caracteres que le permitan sobrevivir o, de lo contrario, se extinguira, y viceversa
(Bonachela et al., 2017). Al contrario, la hipétesis de la Reina Negra propone que un
organismo sera dependiente de otro, lo cual esta asociado con mecanismos de pérdida de
genes. Esto puede favorecer a que una especie carezca de ciertas caracteristicas y, por lo

tanto, siga dependiendo de otras especies (Mas et al., 2016).

Gracias a los avances tecnoldgicos recientes para la secuenciacion parcial o total de
los genomas, se han desarrollado modelos nulos de interaccion. Por ejemplo, el propuesto
por Mitri y Foster (2013), donde se propone que el genotipo del interactuante, esta
estrechamente relacionado con el tipo de interaccion (cooperacion o competencia) que
presentan los microorganismos, debido a que forma parte clave del fenotipo que adquieran.

La cooperacion se define como un fenotipo que incrementa el fitness o adecuacion



(sobrevivencia y reproduccion) de las células que se encuentran a su alrededor, a diferencia
de la competencia, que se considera un fenotipo que disminuye el fitness de otras células
(Mitri y Foster, 2013). Por lo que se espera, que en parches conformados por
microorganismos con el mismo genotipo desarrollaran cooperacion entre ellos; mientras que
los microorganismos con distintos genotipos, podrian generar una interaccion de
competencia (Mitri y Foster, 2013). También, en las interacciones microbianas se ocupan
otros términos, como antagonismo o neutralismo, para describir el tipo de interaccion entre
dos microorganismos, los cuales se pueden explicar como el impacto de una especie sobre el
crecimiento de otra especie. En el caso de antagonismo indica que la especie dafiada crecera
menos al estar creciendo con otra especie que separadas, por el contrario, cuando una especie
esta proxima a otra, pero no hay algun efecto significativo para ambos en su crecimiento, se

le conoce como neutralismo (Barton y Northup, 2011; Song et al., 2014).

Particularmente, el estudio de las interacciones entre hongos comenzé antes de 1950.
En estos trabajos se identificaron cambios en la morfologia de los hongos interactuantes y la
produccidn de compuestos quimicos que promovian o inhibian el crecimiento del competidor
(Weindling, 1938). Por ejemplo, Nickerson y Jillson (1943) reportaron una interaccion de
antagonismo entre Trichophyton rubrum y Candida albicans, la cual se atribuia a la secrecion
de compuestos quimicos. Posteriormente surgieron algunas aplicaciones de estos trabajos,
como el uso de algunos hongos para controlar hongos patégenos o degradadores de madera,
por ejemplo, Hulme y Shields (1972) observaron que Trichoderma viride tiene la capacidad
de inhibir la actividad celulolitica de algunos hongos degradadores de madera en
descomposicion, lo que muestra su actividad de inhibicion con determinados hongos, asi

como su posible utilizacién como agente de biocontrol.

Experimentalmente, se ha demostrado que en las interacciones entre micromicetes,
durante las etapas iniciales, se desarrolla competencia y, posteriormente, hay una inhibicién
en el crecimiento o dafio celular en uno de los competidores (Snajdr et al., 2011). Se ha
estudiado que esta inhibicion es principalmente debido a la secrecién de compuestos como
los metabolitos secundarios (policétidos) o enzimas (B-1,3 glucanasa, proteasa y lipasa) (Elad
et al., 1982; Fatema et al., 2018; Rodriguez et al., 2011; Tsujiyama y Minami, 2005).



La capacidad de los hongos para producir enzimas y metabolitos secundarios durante
las interacciones, ha sido de gran interés en el sector industrial y farmacéutico. Ya que
facilitan procesos como la fabricacion de papel o la generacién de nuevos medicamentos
como la penicilina, estatina, ciclosporina y acido micofendlico (Hiscox et al., 2018; Keller,
2019). A partir del interés por mejorar la salud humana, se han incrementado los estudios
sobre metabolitos secundarios, de los cuales se conocen méas de 750 metabolitos que poseen
propiedades antifungicas, antibacterianas o antitumorales (Keller, 2019). Por otra parte, el
uso de los micromicetes como agentes de biocontrol ha permitido reducir el uso de pesticidas,
evitar la contaminacion del agua subterraneas y, en ocasiones, promover el crecimiento de
las plantas. Este es el caso del género Trichoderma, el produce metabolitos con propiedades
antifungicas, los cuales inhiben el crecimiento del hongo fitopatoégeno Bipolaris oryzae
(Abdel-Fattah et al., 2007).

2. ANTECEDENTES

2.1  Diversidad de micromicetes en el bosque mesofilo de montafia

Como se menciona brevemente en la seccién introductoria de este trabajo, la diversidad de
hongos se ha estimado entre 0.5 y 9.9 millones de especies en el mundo, la cual depende del
método de estimacion empleado (Cannon, 1997; May, 2000). Uno de los estimados méas
aceptados ha sido el de Hawksworth (1991), en el cual se reporta que, aproximadamente,
existe una diversidad de 1.5 millones de especies de hongos (Figura 1A). Dicho estimado se
basa en la relacion que existe entre la diversidad de plantas y la diversidad de hongos para
una regién determinada (Hawksworth, 2001). A pesar de que ha sido cuestionado por otros
autores, se ha demostrado que la diversidad de plantas y de algunos hongos estan relacionadas
(Mueller y Schmit, 2007). El uso de nuevas metodologias moleculares como la secuenciacion
amplié el panorama sobre la diversidad fungica, por lo que actualmente se estima que la
diversidad de hongos oscila entre los 2.2 a los 3.8 millones de especies, a partir de las cuales
se conocen apenas 120 000 especies de hongos en el mundo (Hawksworth y Liicking, 2017).

Para México se estima que hay alrededor de 200 000 especies (Guzman, 1998), de los cuales



tan sélo 6 500 especies se conocen (Aguirre-Acosta et al., 2014), y por lo tanto, el estado de
conocimiento de la diversidad fungica de México es aproximadamente del 3.25%. Como
parte de la diversidad de hongos conocida (6 500 especies), 4 500 especies corresponden a
macromicetes y 2 000 a micromicetes (Guzman, 1998; Aguirre-Acosta et al., 2014) (Figura
1B).

69%
95%

Especies de hongos Otros hongos de México

[ . -
m Especies descritas Hongos microscopicos

Fig. 1 Estado del conocimiento sobre la diversidad de especies de hongos (A) en el mundo

y (B) en México.

México se considera como el pais con el mayor numero de registros y especies de hongos en
el BMM de la region Neotropical del continente americano (Del Olmo-Ruiz et al., 2017). Se
han reportado un total de 2 289 registros de hongos, a partir de los cuales, se identificaron 1
274 especies (Del Olmo-Ruiz et al., 2017). Sin embargo, el estudio de los hongos en este
bioma se ha enfocado en especies macroscopicas, denotando asi que la clase Agaricomycetes
del phyla Basidiomycota es la mas estudiada en Mesoamérica (Del Olmo-Ruiz et al., 2017).
Por otra parte, la revision de Medel (2013), se enfoca en los Ascomycota de México
registrados hasta el 2010, ya que el BMM es uno de los ecosistemas con mayor nimero de
registros para estos hongos. En total para el BMM mexicano se conocen 107 especies de
Ascomycota, de los cuales sélo 14 especies corresponden a hongos microscopicos, en su

mayoria parasitos de plantas (entre los que destacan especies del género Asteridiella,
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Irenopsis y Meliola). Ademas, el estado con mayor conocimiento sobre hongos en BMM es
Veracruz, seguido de Tamaulipas y Morelos (Medel, 2013); sin embargo, existen algunos
estados de México poco explorados, en cuanto a la diversidad fungica del BMM,

especialmente para los micromicetes, como es el estado de Oaxaca.

Los estudios en Oaxaca se han concentrado principalmente en hongos macroscépicos
(Zamora-Martinez et al., 2014; Villarruel Ordaz et al., 2015; Raymundo et al., 2020).
Aunque, se cuenta con trabajos que evaltan la diversidad de micromicetes edéaficos
cultivables en localidades pristinas (Santiago Comaltepec), reportando hongos del phyla
Ascomycota y Morteriellomycota, algunos de ellos pertenecientes a ciertos grupos
funcionales, por ejemplo: entomopatgenos (Beauveria, Metarhizium y Tolypocladium),
saprobios (Diaporthe novem), micoparasitos (especies del género Trichoderma) y
fitopatdgenos (Clonostachys rosea), los cuales desempefian actividades importantes dentro

del ecosistema del bosque (Leocadio Zarco, 2021).

2.2 Funcion de los micromicetes en los ciclos de nutrientes

El mantillo del BMM es una fuente de materia organica y nutrientes, el cual es triturada por
microartropodos edéaficos y, degradada por hongos y bacterias (Bowes, 2010). Estos
organismos rompen la estructura quimica de los restos vegetales mediante enzimas, lo que
permite a otros organismos el acceso a los nutrientes (Bardgett, 2005). Posteriormente, los
nutrientes son asimilados, y utilizados por microorganismos para su respiracion, mientras
que los residuos del metabolismo excretados como iones inorganicos (ej. NH4"), los cuales

son aprovechados por las plantas (Bowes, 2010).

Los hongos forman parte de la microbiota que participa activamente en los ciclos de
los nutrientes, ya que estos microorganismos producen un conjunto de enzimas extracelulares
(Tabla 1) que degradan compuestos vegetales en moléculas mas simples (Bardgett, 2005;
Nielsen, 2011). Estos nutrientes que se liberan en el suelo, posteriormente son empleados por
otros microorganismos (ej. bacterias) o acumulados como biomasa fungica, la cual

posteriormente formara parte de la reserva de nutrientes en el suelo (Six, 2006).
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Tabla 1. Principales enzimas flngicas presentes en diversos gremios funcionales.

Hongos Enzimas Referencias
Saprotrofos B-1,4-endoglucanasas, exoglucanasasy | van den Brink y de Vries,
B-glucosidasa 2011
xilanasas
Micoparasitos Quitinasas Wood y McCrae, 1982
Trichoderma koningii -1,4-endoglucanasas, exoglucanasas
( gii) | B g g y Stetal., 1996
B-glucosidasa
Entomopat6genos Quitinasas y proteasas Leger et al., 1986
Fitopatdgenos Celulasa, pectinasa, proteasa, lacasa, Esteves et al., 2014

entre otras.

Alrededor del afio de 1950, se realizaron diferentes estudios para evaluar las condiciones
nutricionales asociadas al crecimiento fungico. Dentro de estas, se identificaron elementos
tales como el carbono, nitrégeno, fosforo y azufre (Byrde y Willets, 1977; Moore, 1998).
Mientras que el magnesio, calcio y sodio en altas concentraciones impiden su crecimiento
(Jones y Jennings, 1965). En los ultimos afios, se ha propuesto que los nutrientes como el
nitrégeno y el fosforo estan estrechamente relacionados con la composicion de la microbiota
del suelo. Zhang et al. (2018) observaron que el aumento en la concentracion de nitrégeno
puede disminuir la masa microbiana de los hongos, mientras que el fésforo organico puede
modificar la composicién de las comunidades microbianas (DeForest y Scott, 2010).
También, se han realizado estudios en lugares impactados por la agricultura, en los cuales se

ha registrado una baja abundancia de hongos microscépicos (Fraterrigo et al., 2006).

Existen diferentes factores como la disponibilidad de nutrientes, el agua y los ciclos de
nutrientes que ocurren entre la vegetacion y el suelo, que contribuyen al funcionamiento del
bosque (Sharma y Sharma, 2004), ya que los nutrientes influyen en la productividad primaria
del bosque, y ademas, su disponibilidad depende de la cantidad y la composicion quimica de
la hojarasca que influye en la descomposicion (calidad de la hojarasca) (Chapin Il et al.,

2002; Foster y Bhatti, 2006; DeForest y Scott, 2010).
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La meteorizacion de los minerales, consiste en un conjunto de procesos mecanicos o
quimicos que alteran a las rocas y minerales, el cual también seré esencial, ya que nutrientes
como el fosforo se obtienen principalmente del intemperismo de los minerales primarios
(Foster y Bhatti, 2006; Schlesinger y Bernhard, 2013; Tapia-Torres y Garcia-Oliva, 2013).
De manera general, la disponibilidad de nutrientes se vera influenciada por diversos factores
abioticos tales como la temperatura, debido a que puede promover la actividad microbiana.
También, se ha visto que este factor tiene efectos indirectos sobre la humedad del suelo y la
calidad y cantidad de materia organica, debido a que en un escenario con altas temperaturas,
puede ocurrir una disminucién en la humedad en el suelo y un incremento en la calidad de la
hojarasca (Chapin Il et al., 2002).

Aunado a esto, la humedad del suelo juega un papel importante para los
microorganismos. En esencia es necesaria para que lleven a cabo la descomposicién (Cepero
de Garcia et al., 2012). Sin embargo, cuando hay un exceso de humedad, el agua puede
considerarse un medio limitante para que obtengan oxigeno. Por ultimo, los minerales de
arcilla que se encuentran en el suelo pueden interaccionar quimicamente con la materia
organica, las enzimas producidas por los microorganismos o los productos solubles de la
descomposicion, por lo que puede disminuir la tasa de descomposicion (Chapin Ill et al.,
2002).

Particularmente, el carbono es el elemento mas abundante en los bosques, seguido del
nitrégeno, el foésforo y el potasio (Foster y Bhatti, 2006). Se ha observado que las
concentraciones de estos nutrientes aumentan conforme incrementa la complejidad del tejido
vegetal. Por lo que en un bosque establecido podremos encontrar proporciones de C:N desde
15:1 hasta 500:1, mientras que de C:P desde 25:1 hasta 1850:1 (Dighton, 1995). Esta gran
diversidad y complejidad quimica de sustratos que se encuentran en el bosque, favoreceré el
crecimiento y reproduccion de los hongos. También permitird la coexistencia de estos
microorganismos mediante la reparticion de nutrientes. Sin embargo, es importante tomar en
cuenta la contribucion de otras variables ambientales (temperatura, potencial del agua,
concentracion de O2y COy»), en el resultado de las interacciones entre estos microorganismos
(Magan et al., 2003; Hiscox et al., 2018).
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Se ha observado que los requerimientos nutrimentales varian entre especies fangicas, lo
que depende de su capacidad de utilizar diferentes fuentes de carbono (Marin et al., 1998).
Sin embargo, en ocasiones existen especies que comparten recursos, resultando en
interacciones de competencia (Magan et al., 2003). Por lo tanto, ante una baja disponibilidad
de nutrientes en estudios in vitro, se ha reportado que durante los primeros dias, los
microorganismos (hongos/bacterias) presentan interacciones de cooperacién (Velez et al.,
2018). Posteriormente, estas interacciones tienden a modificarse y prevalecen interacciones
de antagonismo fuertes (LOpez Pacheco, 2019; Marini-Macouzet et al., 2020). Por lo tanto,
se puede inferir que la concentracion y calidad de los nutrientes son un factor importante en

la dindmica entre las comunidades microbianas.

2.3  Fundamentos teodricos para el estudio de las interacciones ecoldgicas en
microorganismos

Las interacciones pareadas entre organismos se comenzaron a estudiar utilizando modelos
matematicos como el de Lotka-Volterra (VVolterra, 1926; Lotka, 1932), el cual se basa en un
par de ecuaciones que consideran el tamafio de las poblaciones, las tasas intrinsecas de
incremento, sus capacidades de carga y coeficientes de competicion, este ultimo es una
relacién que considera el efecto de la especie 1 sobre el crecimiento de la especie 2 v,
viceversa. En general, este modelo junto con los graficos de isoclinas, sirven para predecir el
resultado de una interaccion interespecifica entre dos especies (Neal, 2004; Begon et al.,
2006).

Recientemente, se han empleado dichas bases tedricas para explicar las interacciones
entre micromicetes (Herndndez Monroy, 2019; Lopez Pacheco, 2019). Dentro de estos
trabajos, las principales teorias que se abordan son la Teoria de Genotipos (Mitri y Foster,
2013), la Hipdtesis de la Reina Roja (Bonachela, 2017) y la Teoria del Mercado Microbiano
(Werner, 2014). Se ha propuesto que durante las interacciones intraespecificas (al ser de la
misma especie) pueden ocurrir interacciones de cooperacion, lo cual se explica con la Teoria
del Mercado Microbiano (Werner, 2014) debido al intercambio de bienes o servicios entre
dos especies (Hernandez Monroy, 2019; Lopez Pacheco, 2019). Mientras que, en las

interacciones interespecificas se ha observado que algunos organismos como Penicillium sp.
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y Sordariales sp. tienen la capacidad de mantener su interaccion de competencia durante 14
dias; sin embargo, se desconoce si la interaccion cambio6 posterior al dia 14, ya que fue el
ultimo dia en el que se evaluo el crecimiento de los micromicetes en co-cultivo (Hernandez
Monroy, 2019). Por otra parte, el Efecto Gadgil explica que la interaccion entre hongos
saprotrofos y micorrizicos disminuye la tasa de descomposicion de materia organica, esto lo
comprobaron mediante experimentos en campo en los que emplearon zanjas, lo que
provocaba una exclusion de los hongos ectomicorrizicos, y por ende, se observé que habia
una tasa de descomposicion mas alta que en las parcelas con los se encontraban ambos

gremios funcionales (Fernandez y Kennedy, 2016).

El estudio de las interacciones entre hongos, se han enfocado en aquellos hongos (ej.
Trichoderma sp.) que son considerados como agentes potenciales para el biocontrol por su
capacidad para disminuir las poblaciones de los hongos fitopatdgenos en plantas de interés
comercial (Abdel-Fattah et al., 2007). Con el fin de evaluar las interacciones entre
micromicetes se han propuesto indices que emplean valores cuantitativos (ej. el porcentaje
de inhibicién y el Overall Antagonism Index) que permiten evaluar el porcentaje de
inhibicidn de la colonia de una especie en co-cultivo con referencia a su area en monocultivo
(Asthana y Shearer, 1990; Mishra, 2010). Por otro lado, hay indices como el indice de
dominancia que emplean valores para categorizar las interacciones con base en datos sobre
la inhibicidn de uno 0 ambos competidores y la cercania de las colonias cuando se encuentran
en co-cultivo (Magan y Lacey, 1984). Por ejemplo, Magan y Lacey (1984), identificaron
que Penicillium brevicompactum y Penicillum hordei posiblemente eran las especies
dominantes, usando su categorizacion de tipo de interacciones, dentro del grupo de hongos

aislado de granos de trigo.

2.4 Resumen de las principales interacciones ecoldgicas entre micromicetes.
El estudio de las interacciones entre micromicetes se ha enfocado en aquellas que tienen un
beneficio para el hombre (Elad et al., 1983; Harris, 1999; Rodriguez et al., 2011). Por
ejemplo, se ha evaluado la capacidad de algunos hongos para disminuir la presencia y el
efecto de los hongos patdgenos sobre los cultivos agricolas. El analisis de estas interacciones

en medios so6lidos, ha permitido identificar el tipo de interacciones que se desarrollan, de los
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cuales se ha reconocido principalmente el antagonismo (Tabla 2). Este tipo de interaccion
implican la reduccion del crecimiento del hongo patdgeno, tomando como referencia el
monocultivo o caja control y la produccién de un halo de inhibicién (Rodriguez et al., 2011;
Boughalleb-M"Hamdi et al., 2018).

Por otro lado, se han estudiado aspectos ecoldgicos de un grupo en particular de
hongos degradadores de madera (Basidiomycota), en los cuales se ha observado la influencia
de factores abidticos como la temperatura, el potencial del agua y las concentraciones de O>
y CO:2 en el resultado de las interacciones (Hiscox et al., 2016; Hiscox et al., 2018). Estos
resultados se clasifican, dependiendo del porcentaje del territorio ocupado por ambos hongos,
en: deadlock o remplazo (total, parcial o mutuo), los cuales nos permiten evaluar la capacidad
combativa de los hongos mediada por mecanismos antagénicos (Hiscox et al., 2015; Hiscox
etal., 2018).

Estos mecanismos estan estrechamente relacionados con la produccién de
compuestos volatiles o difusibles y enzimas, los cuales forman parte fundamental de la
proteccion del territorio o, en su defecto, el combate con otros microorganismos (Hiscox et
al., 2018). Sin embargo, conforme transcurre el tiempo de la interaccion los nutrientes se van
agotando, entonces la disponibilidad de nutrientes tienen un papel importante para mantener
estos mecanismos Yy la permanencia del hongo en su espacio (Hiscox et al., 2016; Hiscox et
al., 2018).
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Tabla 2. Ejemplo de los principales tipos de interaccion entre micromicetes reportados en la

literatura.
Organismos en Grupo funcional Tipo de Referencia
interaccion interaccion
Coniothyrium minitans/ | Fitopatogeno/ Fitopatogeno Inhibicion Whipps y
Sclerotinia sclerotiorum Magan, 1987
Clonostachys rosea / Micoparésito/Fitopatdgeno Inhibicion Rodriguez et
Sclerotinia sclerotiorum al., 2011
Trichoderma Micoparasito/Fitopatdgeno Antagonismo Harris, 1999
koningii/Rhizoctonia
solani
Trichoderma hamatum/ | Micoparasito/Fitopatégeno Parasitismo Elad et al,
Rhizoctonia solani 1983
Fusarium solani/ Patégeno/Nematdfago Antagonismo Lopez
Purpureocillium Pacheco,
lilacinum 2019
Tolypocladium Entomopatdgeno/Fitopatégeno | Antagonismo Fryar et al.,
geodes/Fusarium 2005
oxysporum
Monodictys pelagica/ Saprobio/saprobio (se Neutralismo (no Fryar et al.,
Beverwykella encuentran sobre restos afecta su 2005
pulmonaria vegetales bajo el agua) crecimiento
comparando con el
control)

Annulatacus Saprobio/Saprobio A. velatisporus Fryar et al.,
velatisporus / disminuye su 2005
Pleurophragmium sp. crecimiento

En conclusidn, la actividad antagdnica de los hongos es importante para inhibir a los hongos
fitopatogenos (Elad et al., 1983; Harris, 1999; Rodriguez et al., 2011). Actualmente, los
principales estudios sobre interacciones en BMM son entre bacterias, asiladas de la rizdsfera

de algunas especies de arboles que pertenecen a la familia Lauraceae, y hongos fitopatégenos
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como Fusarium solani y Fusarium oxysporum, los cuales se demostré que son inhibidos,
entre el 6 al 31%, por algunos aislados de estas bacterias (Reverchon et al., 2019). Sin
embargo, han sido poco estudiadas las interacciones entre micromicetes del BMM,

especialmente, entre los miembros representativos de diferentes grupos funcionales.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

ElI BMM es un ecosistema constantemente amenazado por actividades humanas como la
agricultura y la ganaderia. Estas actividades alteran las condiciones de nutrientes del suelo;
lo cual potencialmente podria repercutir en la composicién de la micobiota nativa y sus
procesos ecosistémicos asociados. Sin embargo, aun se desconocen las interacciones
ecologicas que se establecen entre los micromicetes edaficos pertenecientes a diversos
gremios funcionales de este ecosistema; asi como su respuesta a cambios en las condiciones
de nutrientes. Es por esto, que la evaluacion del efecto que tienen variaciones en la
concentracion de C y N organicos en el crecimiento e interacciones fangicas, es crucial para
entender y predecir los procesos de estructuracion de las comunidades bajo diversos

escenarios de perturbacion.

4. HIPOTESIS

El crecimiento fangico variard con respecto a las condiciones de nutrientes evaluadas. Es
decir, a mayor concentracion de C y N organicos aumentara la formacion de biomasa. Por lo
que se espera que las interacciones prevalentes sean de antagonismo/competencia bajo
condiciones empobrecidas.

18



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de condiciones contrastantes de carbono y nitrégeno organicos en las
interacciones inter- e intraespecificas entre micromicetes edaficos del bosque mesdéfilo de

montafia (BMM) pertenecientes a cuatro distintos gremios funcionales.

5.2 Objetivos particulares

e Corroborar la identificacion taxonomica de los micromicetes mediante técnicas
moleculares y la evaluacion de caracteres morfoldgicos.

e Evaluar a través de bioensayos in vitro de interaccion pareada, la formacién de la
biomasa flngica bajo concentraciones contrastantes de carbono y nitrogeno
organicos.

e Caracterizar las interacciones mediante el uso de indices especializados.

6. METODO

6.1 Sitio de estudio

El estado de Oaxaca estd ubicado al sureste de México y abarca el 4.8% del territorio
mexicano. Es considerado como uno de los estados con mayor diversidad bioldgica, debido
a su alta heterogeneidad espacial que favorece la presencia de diferentes tipos de climas y de
suelos (Monroy Gamboa et al., 2015). La localidad de estudio se encuentra en el municipio
de Santiago Comaltepec ubicado en la Sierra Norte de Oaxaca, que forma parte de la Sierra
Madre Occidental (H. Ayuntamiento Municipal de Santiago Comaltepec; Ixtlan, Oaxaca,
2010).

Los factores abidticos que caracterizan a esta localidad son la altitud y la precipitacion.
La altitud se ubica entre los 100 hasta 3 200 m.s.n.m., lo que favorece el establecimiento de

diferentes tipos de vegetacion (bosque de pino, bosque tropical perennifolio y bosque
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mesofilo de montafia); la temperatura promedio anual es de 18°C, mientras que, la
precipitacion se ha reportado entre los 2 000 y 4 000 mm anuales, la época de lluvias abarca
desde el mes de junio hasta noviembre. En cuanto a las caracteristicas edaficas, se sabe que
el tipo de suelo predominante en Santiago Comaltepec es el Luvisol (51.83%), sequido del
Cambisol (41.43%), Umbrisol (4.73%), Fluvisol (1.26%) y por ultimo el Acrisol (0.75%)
(INEGI, 2005; H. Ayuntamiento Municipal de Santiago Comaltepec; Ixtlan, Oaxaca, 2010;
Delgado-Serrano et al., 2015). El sitio de estudio se encuentra ubicado dentro del BMM del
Cerro El Reldmpago y gracias al manejo del bosque por las comunidades aledafas a este
ecosistema, este lugar se considera como un bioma conservado (Delgado-Serrano et al.,
2015).

La comunidad de Santiago Comaltepec se basa en un sistema de costumbres, cuya
autoridad méaxima y designada para establecer el uso de recursos y el bosque es la Asamblea
General de comuneros. Se emplea una estrategia conocida como “Community-Based Natural
Resources Management” (CBNRM), cuyo objetivo es la coexistencia entre las personas y la
naturaleza. Ademas, tienen planes de uso de suelo y programas de manejo forestal, asi como
derechos de propiedad otorgados por PROCEDE en 2008. Dentro del territorio se han
delimitado 10 300 ha bajo proteccion forestal, lo que ha promovido el reconocimiento
internacional por su estado de conservacion (Delgado-Serrano et al., 2015). En trabajos
previos, Leocadio Zarco (2021) y Alvarez Lopez (2021) se caracterizaron las condiciones de

nutrientes (totales, disponibles y microbianos) del sitio de estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Valores promedio de los nutrientes del suelo del sitio de estudio, tomado de
Leocadio Zarco (2021) y Alvarez Lopez (2021).

Condiciones Promedio

C:N:P totales 256:18:1
C:N:P disponibles 85:5:1
C:N:P microbianos 75:8:1
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6.2 Identificacion morfolégica y molecular de los micromicetes seleccionados

Los micromicetes seleccionados para el presente trabajo forman parte de la coleccién de
micromicetes del laboratorio C-121 del Instituto de Biologia, UNAM. Por lo que, para
evaluar su viabilidad, los aislamientos fueron transferidos a medio Agar Papa Dextrosa
(PDA). Una vez corroborado su crecimiento activo, se describieron las caracteristicas
macroscopicas de las colonias, considerando: morfologia (plana, agrupada, con pliegues
regulares o irregulares), textura (pulverulenta, vellosa, algodonosa o aterciopelada), asi como
la pigmentacion en el anverso y reverso del cultivo (Garcia y Cordoba, 1988; Sharma y
Pandey, 2010).

Para evaluar caracteres morfologicos de estructuras microscopicas, se utilizo la técnica
modificada de microcultivos en medio PDA (Riddell, 1950) (Figura 2). Esta técnica se realiza
sobre la superficie de un cubo del medio de cultivo, el cual se inocula con esporas o
fragmentos de hifas en los vértices, y finalmente, se coloca un cubreobjetos sobre el cubo.
Los microcultivos fueron incubados a temperatura ambiente durante un periodo de 3 a 14
dias para identificar estructuras fangicas como conidioforos y conidios, los cuales fueron
utilizados como caracteres diagnosticos para corroborar la asignacion taxonémica. A lo largo
de ese periodo, se realizaron preparaciones semipermanentes con glicerina y se observaron
en el microscopio Optico con el objetivo de 40X; ademas, se tomo registro fotografico de las

estructuras fungicas.

Fig. 2. Diagrama de los microcultivos realizados con los micromicetes.

También, se realizo un BLAST de las secuencias de la region ITS (ITS1-5.8S-1TS2; White
etal., 1990) de los aislados fungicos del BMM de Santiago Comaltepec en Oaxaca obtenidos
previamente (Leocadio Zarco, 2021), las cuales se compararon con la base de datos de
referencia UNITE (version v8.2; Nilsson et al., 2019). La asignacion taxondmica molecular

se realizo con base en el porcentaje de similitud entre las secuencias de referencia y nuestras
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secuencias de interes, para asignar a nivel especie se ocup6 un porcentaje entre 98-100%, 94-
97% para genero, y 80-93% para orden (Millberg et al., 2015). Posteriormente, se realiz6 una
reconstruccion filogenética de Diaporthe novem empleando el algoritmo de maxima
verosimilitud del programa MEGA (version 11.0.4, Kumar et al., 2018), cuyo método fue
Bootstrap (500 réplicas), el cual nos permitié conocer el soporte interno, es decir, la
frecuencia con la que se presentd cierto arreglo de las secuencias (Mort et al., 2000), y el
modelo de sustitucion: Kimura 2-pardmetros, con el propdsito de tener una mayor resolucion

a nivel genero y/o especie.

6.3 Organismos de estudio

Como anteriormente se menciond, Leocadio Zarco (2021) evalué la diversidad de
micromicetes en el BMM del municipio de Santiago Comaltepec en Oaxaca. A partir de esta
investigacion se conformd una coleccion de micromicetes provenientes del BMM en el
Laboratorio C-121 del Instituto de Biologia. A partir de esta, se eligieron las siguientes
especies representativas de los grupos funcionales: 1) Clonostachys rosea (fitopatdgeno), 2)
Diaporthe novem (saprétrofo), 3) Tolypocladium geodes (entomopatdgeno), y 4)
Trichoderma koningii (micoparasito). Los ultimos tres micromicetes fueron aislados de la
rizosfera de Alsophila salvinii, mientras que C. rosea se encontraba como fitopatdgeno en las
frondas. A continuacién, se resumen la taxonomia y las caracteristicas bioldgicas de los

micromicetes seleccionados.

Reino: Fungi (Bartling, 1830)

Phylum: Ascomycota (Caval.-Sm., 1998)

Clase: Sordariomycetes (O.E. Erikss. y Winka, 1997)

Orden: Hypocreales (Lindau, 1897)

Familia: Bionectriaceae (Samuels y Rossman, 1999)

Geénero: Clonostachys (Corda, 1839)

Especie: Clonostachys rosea ((Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams, 1999)
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Hongo saprobio que se encuentra distribuido en diferentes regiones del mundo (ej. Tropicales
y templadas), asi como en bosques y en zonas de cultivo (Toledo et al., 2006; Rodriguez et
al., 2011). Se ha empleado como control bioldgico contra hongos fitopatégenos (Sclerotinia
sclerotiorum, Verticillium dahliae y Botrytis cinerea) por su actividad micoparasita (Toledo
et al., 2006; Cota et al., 2008). También, se ha reportado como fitopatdgeno de la haba, la
remolacha azucarera, una especie de orquidea (Gastrodia elata) y la haba de soya,
provocando principalmente pudriciones en sus raices (Bienapfl et al., 2012; Afshari y
Hemmati, 2017; Haque y Parvin, 2020; Lee et al., 2020).

Reino: Fungi (Bartling, 1830)

Phylum: Ascomycota (Caval.-Sm., 1998)

Clase: Sordariomycetes (O.E. Erikss. y Winka, 1997)

Orden: Diaporthales (Nannf., 1932)

Familia: Diaporthaceae (H6hn. ex Wehm., 1926)

Género: Diaporthe (Fuckel, 1867)

Especie: Diaporthe novem (J.M. Santos, Vrandec¢i¢ & A.J.L. Phillips, 2011)

Hongo de importancia agricola, provoca dafios en los cultivos de frijol (F. Huang et al.,
2013). Este hongo desarrolla diferentes roles ecolégicos sobre la planta, en ocasiones se
puede encontrar como patdgeno, en otros como endéfitos, y en la materia organica depositada

en el suelo como saprobio (Danggomen et al., 2013).

Reino: Fungi (Bartling, 1830)

Phylum: Ascomycota (Caval.-Sm., 1998)

Clase: Sordariomycetes (O.E. Erikss. y Winka, 1997)

Orden: Hypocreales (Lindau, 1897)

Familia: Ophiocordycipitaceae (G. H. Sung, J.M. Sung, Hywel-Jones & Spatafora, 2007)
Género: Tolypocladium (W. Gams, 1971)

Especie Tolypocladium geodes (W. Gams, 1971)
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Este género forma parte de los hongos entomopatégenos (Soares Jr. et al., 1985),
particularmente Tolypocladium geodes ha sido reportado en el suelo de bosques de abetos
(Soderstrom, 1975). Ademas, se ha observado que esta especie es antagonica de hongos
fitopatdgenos, saprobios y entomopatdgenos (Lundgren et al., 1978).

Reino: Fungi (Bartling, 1830)

Phylum: Ascomycota (Caval.-Sm., 1998)

Clase: Sordariomycetes (O.E. Erikss. y Winka, 1997)
Orden: Hypocreales (Lindau, 1897)

Familia: Hypocreaceae (De Not., 1844)

Género: Trichoderma (Pers., 1794)

Especie Trichoderma koningii (Oudem., 1902)

Especie considerada micoparasitica de Sclerotinia sclerotiorum (Trutmann y Keane, 1990) y
antagonista de otros hongos patégenos como Rhizoctonia solani (Harris, 1999). Se ha
reportado la presencia de este hongo en el suelo del bosque y en campos agricolas (Trutmann
y Keane 1990).

6.4 Bioensayos pareados in vitro

Para evaluar las interacciones potenciales entre los micromicetes seleccionados, se realizaron
bioensayos in vitro. Los controles se establecieron como monocultivos de cada uno de los
organismos en cada medio (Tabla 4), mientras que en las placas experimentales se inocularon
en co-cultivo fragmentos de micelio. Para el disefio del medio se eligi6é el medio CP, cuya
composicion consiste en 10 g. de extracto de levadura L, 11 g. de D (+)-glucosa L?, 10 g.
de NaCl L y 15 g. de agar L™ (Velez et al., 2018; Marini-Macouzet et al., 2020), ya que
debido a estructura quimica nos permitié modificar las variables que nos interesaban, es
decir, las concentraciones de carbono, o de nitrogeno en el medio. Posteriormente se
escogieron compuestos como la sacarosa (C12H22011; peso molecular 342.30 g/mol; Aguilar
Rivera et al., 2012) y triptona (C3HsNO; peso molecular 71.08 g/mol; Fisher scientific), ya
gue son compuestos usualmente elegidos en las practicas de microbiologia como fuente de

carbono y nitrogeno, respectivamente, para los medios de cultivo. Posteriormente, se
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revisaron algunos manuales de microbiologia, o que nos permitié conocer la cantidad de
sacarosa y triptona que generalmente contienen los medios de cultivo. A partir de estos datos
se decidieron modificar la cantidad de sacarosa, que es nuestra fuente principal de carbono,
y de triptona que provee nitrogeno y carbono, y se calcul6 la relacion C:N, que representa la
proporcion de la cantidad de carbono con respecto a la cantidad de nitrogeno en el medio
(Tabla 4; Brust, 2019). Para cada medio se utilizaron 42 cajas Petri de cristal (12 para
controles y 30 para interacciones pareadas) y, en total para los bioensayos, se elaboraron
cuatro medios de cultivo solido con diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno (Tabla
4).

Tabla 4. Composicion quimica de cada medio de cultivo empleado para los bioensayos in

vitro. Se utiliz6 agar al 1.5% en todos los casos.

Medio Abreviacion Sacarosa (g) Triptona (g) Relacién

C:N

Enriquecido en carbono C+ 15 10 5.80
6.31gC [ 0gN | 506gC [ 1.96gN

Empobrecido en carbono C- 2 10 3.01
0.84gC [ 0gN | 506gC | 1.96gN

Enriguecido en nitrégeno N+ 10 15 3.99
420gC [ 0gN | 759gC | 295gN

Empobrecido en nitrégeno N- 10 2 13.35
420gC [ 0gN | 1.01gC | 039gN

Los bioensayos se desarrollaron en cajas Petri por triplicado. En el envés de la caja se
marcaron dos circulos de un tamafio determinado separados a una distancia de 3mm, que es
la distancia minima estandarizada que permite el crecimiento de los hongos y evita que se
inhiban en una etapa temprana de su crecimiento (Figura 3). Posteriormente, se inocularon
dos fragmentos de micelio de la zona de crecimiento de 25mm? cada uno, de diferentes
especies en las interacciones interespecificas y de la misma especie en las interacciones
intraespecificas, dentro de cada circulo marcado. Las condiciones ambientales a las que
fueron incubados los bioensayos, fueron de acuerdo a la temperatura promedio y humedad
minima reportadas en el BMM. Las cajas se incubaron en camaras ambientales en el Instituto
de Ecologia de la UNAM con ciclos de luz y oscuridad 12 horas cada uno y a temperatura de
18 °C, la cual es la temperatura promedio reportada en BMM de Santiago Comaltepec,
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Oaxaca (Pacheco-Cruz et al., 2020). Tambien se controld la humedad, la cual oscilaba entre
70-75% aproximadamente (porcentaje de humedad minima reportada para el BMM; Pérez
Farrera et al., 2010), y se midi6é con un medidor de humedad y temperatura digital HT-86.
Se realizd un registro fotografico del envés y anverso de las cajas en los dias 3, 5, 7, 10, 12,
14 en condiciones identificas de luz en cada toma. EI nimero de dias que se desarrolld
experimento, se decidio con base en el tiempo que T. koningii y D. novem necesitaban para
crecer sobre todo la superficie del medio de cultivo PDA en las pruebas de viabilidad.

Las fotos fueron procesadas con el programa ImageJ (version 1.52a; Schneider et al.,
2012), para medir el &rea total de los aislados en milimetros. A partir de los datos de éarea
total obtenidos para cada uno de los hongos en las interacciones pareadas y controles, se
promedié el area de las tres replicas para obtener la media de los datos. Posteriormente, se

elaboraron tablas con dichos promedios, se graficaron y se calcul6 la desviacidn estandar.

3mm,

Fig. 3. Diagrama de los bioensayos de las interacciones.

6.5 Analisis estadisticos de los datos

Se calcularon cuatro indices de interaccion para evaluar patrones de crecimiento y diferenciar
los tipos de interaccién entre los micromicetes. Primero, se empleo el porcentaje del area
total (propuesto en el presente trabajo), que compara el area total de un aislado en el medio
rico en carbono (C+), o rico en nitrogeno y carbono (N+) con el area de la misma especie el
medio pobre en carbono (C-), o pobre en nitrégeno y carbono (N-). Por lo que, a continuacion

se muestra y describen las dos formulas ocupadas para obtener este porcentaje:

Pa = (100% _ M)

aC
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Donde Pa es el porcentaje del area total de diferencia entre el medio pobre en nutrientes en
comparacion con el medio rico en nutrientes, ac es el area total del aislado en medio C- y aC,

el area total del aislado en el medio C+.

Pa = <100% - —(an)(100%)>

aN

Donde Pa es el porcentaje del area total de diferencia entre el medio pobre en nutrientes en
comparacion con el medio rico en nutrientes, an es el area total del aislado en medio N- y
aN, el area total del aislado en el medio N+. En ambas formulas, los valores positivos indican
que el porcentaje del area total disminuye en el medio pobre en nutrientes con respecto a uno
rico, y los valores negativos, indican que el area del aislado es mayor en un medio pobre en

nutrientes que en uno rico.

Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de Inhibicion (PIl) de Mishra (2010), que
indica el porcentaje de inhibicién o estimulacion del crecimiento de una determinada especie
de micromicete al estar en co-cultivo con otra especie. En este caso, se empled la siguiente
férmula en la que PII indica el porcentaje de inhibicién; GlI, el area total del hongo en
interaccion; Gc, el area total del control y, ambas, 11y Ic, indican el area del indculo que, en
todos los casos, tenfa un area aproximada de 25 mm?. Los valores obtenidos se interpretaron
de la siguiente manera: los valores negativos representaron las interacciones de cooperacion,
los valores cercanos al cero (del cero al diez) indicaron neutralismo, y los valores positivos,

antagonismo (Marini-Macouzet et al., 2020).

PII—(l GI_H) 100
N Gec—Ic ( )

También, se obtuvieron los valores del Overall Antagonism Index (OAIl) de
resistencia y de antagonismo (Asthana y Shearer, 1990). EI OAI es la suma del porcentaje de

inhibicidn calculado para cada especie en interaccion. EI OAI de resistencia representa la
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habilidad general de una especie para resistir la inhibicion por parte de los demas; mientras
que, el OAI de antagonismo indica la habilidad general de un hongo para inhibir o estimular
el crecimiento de las otras especies (Asthana y Shearer, 1990). Por lo que, los valores
positivos representaron antagonismo, los valores cercanos al cero (del cero al diez) indicaron
neutralismo, y valores negativos, cooperacion (Marini-Macouzet et al., 2020). En ambos

casos, la formula usada para calcular el Overall Antagonism Index (OAl) es la siguiente:
OAI=Y PII

En donde el OAI representa la suma de los porcentajes de inhibicion (PII) y el Pl es el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de un hongo, el cual considera el area del control y

el area total del hongo en interaccion.

Finalmente, se identificaron algunos rasgos morfoldgicos en las fotografias. Por
ejemplo la presencia de exudados, halos de inhibicion y cambio de coloracion del medio, los
cuales nos permitiran identificar patrones que relacionen estas observaciones con
antagonismo hacia la otra especie. Se analizaron las fotografias del ultimo dia de los
bioensayos y los porcentajes de inhibicidn para reconocer si habia antagonismo mientras el
micelio de las especies estaba en contacto, a lo cual llamamos antagonismo con contacto, o
si el antagonismo ocurrid sin contacto entre las especies, denominado como antagonismo a
distancia (Boddy, 2000; Hiscox et al., 2018). Posteriormente, se calculd el indice de
dominancia (Magan y Lacey, 1984), que representa la habilidad de una especie para dominar
en ciertas condiciones ambientales (Marin et al., 1998). Para ello se clasificaron las
interacciones segun Magan y Lacey (1984) en: entrecruzamiento (codificado como 1);
antagonismo mutuo con contacto (codificado como 2); antagonismo mutuo a distancia
(codificado como 3); antagonismo con contacto hacia una especie, en esta categoria una
especie continda creciendo e inhibe a la otra especie, por lo que se le considera a esta especie
como dominante (codificado como 4), mientras que el crecimiento de la otra especie en el
co-cultivo se inhibe (codificado como 0), y la dltima categoria consiste en el antagonismo a
distancia hacia una especie, la especie dominante continda creciendo (codificado como 5),

mientras que la otra especie es inhibida por la especie dominante (codificado como 0).

Indice de dominancia = Z(del valor dado a cada tipo tipo de interaccion )
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En el indice de dominancia se obtiene de la suma de los valores dados para cada tipo de
interaccion especificamente para cada especie en combinacion con las demas especies. Los
valores obtenidos se interpretan de la siguiente manera: si la especie obtiene valores entre 18
y 12 se puede considerar que la especie es la mas competitiva, y ademas, como presento
interacciones con valores de 4 0 5, se podria inferir que esta especie podria dominar entre las
especies evaluadas. Por el otro lado, si las interacciones presentan generalmente valores de 2
0 3 sélo se interpreta que las especies son competitivas y, por ultimo, si los valores son
principalmente de 0, 1, 0 en pocas ocasiones 2 0 3 representa que la especie es poco

competitiva (Magan y Lacey, 1984).

7. RESULTADOS

7.1 Identificacion morfoldgica y molecular de los micromicetes seleccionados

Los micromicetes T. koningii y C. rosea presentaron algunas caracteristicas microscopicas
en comun (Tabla 6), como son las hifas septadas hialinas, asi como estructuras de
reproduccion asexual tales como conidiéforos y sus conidios. En particular, T. geodes y D.
novem no formaron estructuras reproductivas, durante las dos semanas en las que se
analizaron los microcultivos, por lo que la validacion de su determinacion taxonémica
dependid del andlisis de la regién ITS (Figura 4 y Tabla 5).

Diaportne novem 1

Diaporthe novem 2

Diaporthaceae sp T19

Diaporthe nobilis

Diaporthe eres

Diaporthe helianthi

Trichoderma danicum

002

Fig. 4. Reconstruccion filogenética de D. novem creada mediante el programa MEGA
version 11.0.4. Usando el analisis de maxima verosimilitud, el método Bootstrap (500
réplicas) y el modelo de sustitucion: Kimura-dos parametros. Nuestra secuencia
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evaluada fue denominada como Diaporthaceae sp. T19, mientras que el resto de las
secuencias fueron obtenidas de la base de datos UNITE.

Especie: Clonostachys rosea ((Link) Schroers, Samuels, Seifert & W. Gams, 1999)

Descripcion: La colonia tenia un aspecto algodonoso compactado, una coloracion blanca, y
en el envés de la caja se observé una leve pigmentacion de color naranja en el medio PDA
(Figura 5). En este medio se reportd un crecimiento relativamente lento, aproximadamente
el micelio de la colonia tardé dos semanas en cubrir toda la superficie de la caja. En cuanto
a las observaciones microscopicas se reconocieron hifas hialinas con septos; ademas de

conidiéforos y conidios con un aspecto elipsoide.

Especie: Diaporthe novem (J.M. Santos, Vrandeci¢ & A.J.L. Phillips, 2011)

Descripcion: Diaporthe novem desarrollé6 colonias de color blanco y de consistencia
algodonosa. En cuanto las estructuras microscépicas, sélo se observaron hifas septadas y
ramificadas, que a diferencia de las hifas de los deméas hongos (Tolypocladium geodes,

Trichoderma koningii y Clonostachys rosea) son mas gruesas y melanizadas (Figura 6).

Especie Tolypocladium geodes (W. Gams, 1971)
Descripcion: Tolypocladium geodes presenta colonias de color blanco con consistencia
algodonosa compacta. Como parte de las caracteristicas microscopicas Tolypocladium

presenta hifas septadas hialinas (Figura 7).

Especie Trichoderma koningii (Oudem., 1902)

Descripcion: La colonia de esta especie presentd una consistencia algodonosa, el micelio era
de color blanco, presentaba anillos de crecimiento, y en el enves de la caja no se observaba
algin cambio de coloracion del medio PDA. Mientras que, en las observaciones realizadas
con el microscopio optico se identificaron hifas septadas hialinas; ademés de conidiéforos

ramificados con fialides con forma de botella y conidios globosos (Figura 8).
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Tabla 5. Asignacion taxondmica molecular de los micromicetes seleccionados.

Secuencia de % e Nuamero de Identidad Nuamero de
referenciaUNITE | Similitud | value | acceso UNITE acceso NCBI
Clonostachys rosea MN511326
Clonostachys rosea KX421414
Clonostachys sp. 99 0 KP998525 Clonostachys MT109000

rosea
Clonostachys sp. KM265525
Clonostachys rosea MH859090
Diaporthe novem MH864503.1
Diaporthe novem 99 0 MH299960.1 Diaporthaceae MT108997
sp.

Diaporthe novem MH299958.1 P
Diaporthe novem MH020798.1
Phomopsis sp. FN597586.1
Tolypocladium MH859919
geodes
Tolypocladium sp. KU556539 .

99 0 Tolypocladium MT108995
Tolypocladium JX507694 geodes
geodes
Trichoderma 779628
koningii
Trichoderma 100 o | X938 Trichoderma | MT109010
koningii .

koningii

Trichoderma MN516479
koningii
Trichoderma MN516476
koningii
Trichoderma MN516475
koningii
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Fig. 5. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de C. rosea.
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Fig. 6. Caracteristicas macroscopicas y microscéopicas de D. novem.




Fig. 7. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de T. geodes.

Fig. 8. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de T. koningii.
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Tabla 6. Caracteristicas morfologicas de los micromicetes seleccionados.

Prueba de Hifas Estructuras de Estructuras de
viabilidad reproduccion resistencia
T. 4 Hialinas Conidioforos/ Conidios Clamidosporas
koningii Septadas
C. rosea 4 Hialinas Conidi6foros/ Conidios _
Septadas
T. geodes 4 Hialinas _ .
Septadas
D. novem 4 Melanizadas - _
Septadas

7.2 Bioensayos in vitro

7.2.1 Area de los aislados en medios de cultivo con diferentes concentraciones de

carbono y nitrégeno

Dentro de los controles se observé que los medios con diferentes concentraciones de C y N,
tienen efectos heterogéneos en el crecimiento fungico (Figura 9), pero no en las
caracteristicas macroscopicas de las colonias. Al comparar las graficas del medio enriquecido
(C+) y el empobrecido (C-) en carbono, se identificaron diferencias en el area de los controles
de T. koningii, C. rosea y D. novem. Consideramos que, las graficas muestran diferencias
entre si, cuando no se sobrelapan las barras de error con desviacion estandar. Utilizando el
porcentaje del area total, se observd que el area de estos tres hongos anteriormente
mencionados en el medio C-, especificamente el dia 14, disminuye un 73%, 34% y 20%,
respectivamente, comparados con el medio C+. Mientras que, en el caso de T. geodes, el area
de la colonia disminuye un 50%, pero se observa un sobre lape de las barras de error de C+

y C-, por lo que no se considera que haya diferencias.

A diferencia, en los medios con diferentes concentraciones en nitrégeno (N+ y N-), los
hongos que presentaron diferencias notables fueron C. rosea y T. geodes. Este Gltimo hongo
disminuy6 un 46% del area de su colonia en concentraciones pobres en nitrogeno y carbono
(medio empobrecido en nitrogeno), con respecto al medio enriquecido en nitrogeno. Por otro
lado, el porcentaje del area total de C. rosea era negativo, lo que indica que el area total en

medio N+ era menor que en el medio N-.
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Fig. 9. Area promedio de los micromicetes en diferentes condiciones de nutrientes, a-d corresponden
al medio con las concentraciones de C contrastantes (C-=59 g C L?, C+=1137gC L1 ye-h
corresponden al medio de nitrégeno (N-=0.39 g N L?5.21 gC L% N+=295gN L% 11.79g CL™Y).
Controles de T. koningii (a, €), T. geodes (b, f), C. rosea (c, g) y D. novem (d, h). Las barras de error
representan la desviacion estandar de los datos del area total de las réplicas (n=3).
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Resumen (medio empobrecido y enriquecido en carbono)

A continuacion, se presentan los resultados mas relevantes encontrados en los bioensayos in
vitro en el medio empobrecido en carbono (C-), el cual contiene 59 gC L1y 1.96gN L7,
y en el medio enriquecido en carbono (C-) con 11.37 g C Lty 1.96 g N L. En las gréficas,
se observé que T. koningii disminuy6 su &rea al estar en co-cultivo con todos hongos
evaluados en el medio C-, en contraste con el medio C+, en el cual s6lo ocurrio cuando estaba
creciendo en los ensayos pareados con €l mismo y D. novem; ademas, cabe resaltar que, la
presencia de T. koningii disminuyd el area de cada uno de los hongos en el medio C+, lo que
indica que la concentracion de carbono en el medio para que T. koningii es importante para
que inhiba a las demas especies. Por otra parte, los valores obtenidos del indice OAI de
antagonismo mostraron que C. rosea fue la especie con valores mas altos en el medio C-, lo
que se le atribuye al antagonismo hacia T. koningii, D. novem y C. rosea, mientras que, en el
medio C+, T. koningii obtuvo elevados valores de OAI, esto concuerda con los resultados
de las gréficas de area en las que se observé que, T. koningii inhibio a las demas especies.

En el caso de los porcentajes de inhibicion, se identifico un mayor nimero de casos
de cooperacion (cada caso esté representado por una flecha en la Figura 10) el dia 5 en el
medio C-, mientras que, se registraron sélo 9 casos de este tipo de interaccion en el medio
C+. Por otra parte, el nmero de casos de antagonismo fue mayor (13 casos) en el medio C+
que, en el medio C- (8 casos) en el dia 11. Por lo tanto, en ambos medios se observo una
tendencia hacia el incremento de casos de antagonismo conforme avanzaba el tiempo del

experimento.

En cuanto a las observaciones de pigmentacion durante los bioensayos, la presencia
de pigmentacion naranja y amarilla producida por C. rosea y D. novem, respectivamente, se
observo en los medios C+ y C-. Sin embargo, las interacciones que presentaron la
pigmentacion fueron diferentes, por ejemplo, en el medio C-, se observo la coloracion en el
bioensayo entre, T. koningii y D. novem, a diferencia del medio C+. En cuanto al indice de
dominancia, la especie mas competitiva fue C. rosea en el medio C- y, en el medio C+, T.

koningii.
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7.2.2 Medio empobrecido en carbono
Cambio de las interacciones a través del tiempo

Inicialmente, se observd que los tipos de interacciones cambiaron a través del tiempo, ya que
el tipo de interacciones eran diferentes al principio y al final de experimento (Tabla 15); por
lo tanto, se definieron tres puntos en el tiempo (dia 5, 10 y 14) para calcular el porcentaje de
inhibicién. De manera general (Figura 10), se identificO un mayor nimero de casos de
cooperacion (13 casos) que de antagonismo (dos casos) en el dia 5. Después de 5 dias, el
namero de casos de los tipos de interaccion cambid, de manera que se observo un mayor
numero de casos de antagonismo (ocho casos) en el dia 10, que en dias anteriores y, en el dia

14, se reportaron diez casos de antagonismo, dos de cooperacién y uno de neutralismo.

En el dia 5, se obtuvieron valores principalmente negativos, los cuales representan
interacciones de cooperacion entre la mayoria de las interacciones intra- e interespecificas;
con excepcion de algunos bioensayos, en los que se reportaron valores positivos (indicando
antagonismo), por ejemplo, cuando T. koningii estaba en co-cultivo con T. koningii y T.
geodes con D. novem. Por otro lado, se registraron valores entre el 0 y el 10% de PII cuando

D. novem se encontraba en co-cultivo con él mismo, y se interpretaron como neutralismo.

Mientras que en el dia 10, se obtuvieron distintos valores de porcentaje de inhibicion,
a diferencia del dia 5. Con la excepcidn de algunas interacciones de cooperacion de T. geodes
hacia C. rosea, y T. koningii a C. rosea. Ademas, se identificd la presencia de una interaccion
de antagonismo de C. rosea a T. koningii, y C. rosea a D. novem (Figura 10). En el dia 14,
se incrementaron los casos de antagonismo y, ademas, algunos de los antagonismos
identificados en el dia 11 se volvieron méas intensos, por ejemplo, en la interaccion

intraespecifica de T. koningii.
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Fig. 10. Porcentaje de inhibicion en medio C-. Los numeros representan los hongos (1: T. koningii,
2: T. geodes, 3: C. rosea 'y 4: D. novem); el grosor de la flecha indica la intensidad de la interaccion;
las flechas rectas representan las interacciones interespecificas, y las flechas curvas, las interacciones
intraespecificas; los colores significan el tipo de interaccidn (verde: cooperacion, negro: neutralismo
Yy rojo: antagonismo).

Efecto del medio empobrecido en el crecimiento de los hongos al final de las interacciones

En esta seccion, se comparo el area de cada especie en monocultivo con su area en co-cultivo
en el dia 14, con el propdsito de conocer el area total de los micromicetes al final de los
bioensayos. Se observd que el area de T. koningii en interaccion fue menor al estar en co-
cultivo con las demas especies, incluso con él mismo. Mientras que, el area de T. geodes no
muestra diferencias cuando estaba en co-cultivo con otras especies (Figura 11). Por el
contrario, el area de C. rosea fue menor, cuando estaba en interaccion con C. rosea y D.
novem. Por ultimo, el area total de D. novem disminuy0 estando en interaccion con D. novem

y T. koningii.

Entonces, con base en las gréaficas de &rea total y los resultados de OAI de
antagonismo (Tabla 19), como se muestran a continuacién: C. rosea (), PII =131) > T.
koningii (84) > D. novem (30) > T. geodes (-17), se puede inferir que el hongo mas
antagénico en este medio fue C. rosea. Ademas, con base en el resultados del OAI de
resistencia (T. koningii (3 PII =150) > D. novem (124) > T. geodes (55) > C. rosea (-29)),
C. rosea obtuvo valores bajos de OAI debido a la cooperacion de T. koningii y T. geodes
hacia este hongo (Tabla 18).
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Fig. 11. Gréficas del area total promedio de los micromicetes: a) T. koningii; b) T. geodes; c) C. rosea;
d) D. novem, en medio C-. Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos del area
total de las réplicas (n=3). Las iméagenes de la derecha muestran las interacciones representativas en
el medio C- del dia 14, y las etiquetas corresponden al hongo de cada lado de la caja Petri.
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Exploracién de los mecanismos antagdnicos de cuatro micromicetes de diferentes grupos

funcionales

Se observé que los micromicetes que generaron pigmentacién en el medio de cultivo fueron
D. novem (pigmentacion amarilla /negra en la zona de contacto) y C. rosea (pigmentacion
tenue de color naranja). Este fendbmeno se observd principalmente en las interacciones
interespecificas, con la excepcion de la interaccion de C. rosea vs. C. rosea (Tabla 7).
Ademas, se identificd que la pigmentacién de ambos hongos generalmente se observé el

mismo dia que ocurrio la inhibicidn de la otra especie.

Tabla 7. Produccidn de pigmentacion durante las interacciones fungicas.

¢Quién generd la | Caracteristicas  de la | Interaccion en la que se | Porcentaje de

inhibicion hacia

pigmentacién?

pigmentacién y primer dia
en el que se registrd

presentd la pigmentacion
y tipo de interaccion

la otra especie

C. rosea Tenue pigmentacién | T. geodes vs. C. rosea Dia 12: 29% de
naranja (Dia 10) Antagonismo hacia T. | inhibicién hacia
geodes (Dia 12) T. geodes
C. rosea Tenue pigmentacién | C. rosea vs. C. rosea Dia 10: 18% de
naranja (Dia 7) Antagonismo hacia C. | inhibicion hacia
rosea (Dia 10) C. rosea
C. rosea Tenue pigmentacién | T. koningii vs. C. rosea Dia 10: 13% de
naranja casi imperceptible | Antagonismo hacia T. | inhibicion hacia
(entre dia 10 0 12) koningii (Dia 10) T. koningii
D. novem Tenue pigmentacién | T. koningii vs. D. novem | Dia 14: 19% de
amarilla en la zona de | Antagonismo hacia T. | inhibiciobn hacia
contacto entre micelios (Dia | koningii (Dia 14) T. koningii
12)
D. novem Pigmentacion amarilla (Dia | T. geodes vs. D. novem Dia 10: 49% de
10) Antagonismo hacia D. | inhibicién hacia
novem (Dia 10) D. novem
D. novem Pigmentacion amarilla (Dia | C. rosea vs. D. novem Dia 14: 31% de

10)

Antagonismo hacia D.
novem (Dia 14)

inhibicion hacia
D. novem

Tomando en cuenta el andlisis de las fotografias y valores de los porcentajes de

inhibicién, se identificd antagonismo por contacto en siete interacciones intra- e
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interespecificas. Por otro lado, el antagonismo a distancia fue identificado gracias a la
presencia de un halo de inhibicién y la falta del contacto del micelio entre ambas colonias.
Este tipo de antagonismo Unicamente se reportd en un bioensayo entre T. geodes y T.
koningii. En el medio C-, el hongo mas competitivo fue C. rosea ya que desarrollé una
interaccion de antagonismo hacia T. geodes y T. koningii, y continu6 creciendo, por lo que
se podria inferir que es la especie dominante en este medio; la segunda especie mas
competitiva fue T. geodes, y por ultimo, las especies menos competitivas fueron T. koningii,

y al final D. novem (Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion del tipo de interacciones y resultados del indice de dominancia en medio C-,
donde 1 = entrecruzamiento del micelio entre ambas especies; 2 = antagonismo mutuo con contacto;
3 = antagonismo mutuo a distancia; 4 = antagonismo con contacto hacia una especie; 5 = antagonismo
a distancia hacia una especie. En estas ultimas dos categorias, la especie antagdnica continla
creciendo y el O representa a la especie inhibida. NA = no hay informacién, y CD = no se detectd

antagonismo y ambas fragmentos de la misma especie continuaron creciendo a distancia.

C. rosea D. novem T.geodes | T.koningii | Indice de
dominancia
C. rosea 3 2 4 13
T. geodes 0 5 C.D. 8
T. koningii 0 N.A. 3 5
D. novem 2 2 N.A. 4
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7.2.3 Medio enriquecido en carbono
Cambio en las interacciones a través del tiempo

En los porcentajes de inhibicion (Tabla 16), se identificaron seis casos de antagonismo, nueve
de cooperacion y un caso de neutralismo en el dia 5, a diferencia del dia 10, en el que los
casos de antagonismo incrementaron a 13, mientras que los de cooperacion disminuyeron a
dos casos. Finalmente, el dia 14 observamos 12 casos de antagonismo, dos de cooperacion y

dos neutralismos (Figura 12)

Cabe resaltar que en el dia 5 de los bioensayos de T. koningii y T. geodes con su
contraparte y con los demas micromicetes se registraron valores negativos en la mayoria de
sus combinaciones, indicando que posiblemente haya cooperacion. En cambio, T. koningii y
D. novem tienen un efecto negativo sobre el &rea de C. rosea cuando se encuentran en co-
cultivo (Figura 14), por lo que los valores de PII indican que hay antagonismo por parte de

estos hongos.

Durante el dia 10 se obtuvieron valores positivos y altos de PII durante la interaccion
entre T. koningii con todos los hongos del estudio, incluyéndose él mismo. Mientras que en
el dia 14 C. rosea aparentemente tuvo un efecto neutral sobre el crecimiento de T. koningii y
D. novem. Ademas de que T. koningii y D. novem tuvieron un efecto negativo sobre el

crecimiento de C. rosea por medio de una interaccion de antagonismo.

Dia 5 Dia 10 Dia 14

Fig. 12. Porcentaje de inhibicion de las interacciones en medio C+. Los numeros representan los
hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem); el grosor de la flecha indica la
intensidad de la interaccion; las flechas rectas representan las interacciones interespecificas y las
flechas curvas, las interacciones intraespecificas; los colores significan el tipo de interaccion (verde:

cooperacion, negro: neutralismo y rojo: antagonismo).
42



Fig. 13. Interaccion entre T. geodes/D. novem durante 14 dias en medio de carbono enriquecido y

empobrecido.

Fig. 14. Interaccion entre T. koningii/C. rosea durante 14 dias en medio de carbono enriquecido y

empobrecido.
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Efecto del medio enriquecido en el crecimiento de los hongos al final de las interacciones

El area de los hongos en el medio enriquecido fue diferente al medio empobrecido (Figura
15). Al comparar el area total del control con el area total de las especies en interaccion, se
observé que T. koningii y C. rosea mostraron ser afectados por los mismos hongos, por
ejemplo, cuando ambos hongos estan en co-cultivo con T. koningii y D. novem disminuye su

area total.

Por otro lado, el &rea de T. geodes en interaccion se ve afectado negativamente por T.
koningii. También, el area de D. novem disminuye con la presencia de T. geodes (Figura 13
y 15), T. koningii, C. rosea o D. novem. Debido a la ocurrencia de que en los bioensayos en
los que las demaés especies crecen en co-cultivo con T. koningii y D. novem, estas dos especies
se podrian considerar los micromicetes mas antagonicos de este medio. Sin embargo, los
resultados del OAI de antagonismo (T. koningii (3, P11 =270) > D. novem (194) > C. rosea
(77) > T. geodes (34)) muestran que, ante concentraciones ricas en carbono, T. koningii es el
hongo més antagonista (Tabla 19). Mientras que, en los resultados de OAI de resistencia (T.
geodes (3, P11 =169) > C. rosea (159) > D. novem (156) > T. koningii (94)), se observo que
T. koningii fue el hongo con valores mas bajos de OAI, debido a que, las demas especies
presentaron interacciones de cooperacion, neutralismo o antagonismo (con valores bajo de
porcentaje de inhibicion (32%) hacia él) (Tabla 18).
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Fig. 15. Graficas del area total promedio de los micromicetes en medio C+. a) T. koningii; b) T.
geodes; c) C. rosea; d) D. novem. Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos
del area total de las réplicas (n=3). Las imagenes de la derecha muestran las interacciones
representativas en el medio C+ del dia 14, y el nombre de la especie se ubica del lado del hongo al
que corresponde.
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Mecanismos antagonicos de micromicetes representantes de diferentes grupos funcionales

En el anverso de los co-cultivos, se observo una pigmentacion de color naranja y amarillo
intenso, es decir, facil de identificar a simple vista, producida por C. rosea y D. novem,
respectivamente. EI mismo dia que se observo la pigmentacion, se identifico interacciones
de antagonismo hacia la otra especie, y el grado de inhibicion varié dependiendo de la especie
(Tabla 9).

Tabla 9. Produccidn de pigmentacion durante las interacciones fungicas.

¢Quién generé
la

pigmentacion?

Caracteristicas de la
pigmentacion y

primer dia en el que

Interaccion en la que se
presentd la pigmentacion
y tipo de interaccion

Porcentaje de inhibicion
hacia la otra especie

amarilla con franja

negra (Dia 7)

Antagonismo hacia C.

rosea (Dia 5)

se registrd
C. rosea Pigmentacion C. rosea vs. T. koningii Dia 10: 65% de
naranja (Dia 7) Mutuo antagonismo (Dia | inhibicion hacia C. rosea
10) y 16% de inhibicién
hacia T. koningii
C. rosea Pigmentacion T. geodes vs. C. rosea Dia 10: 11% de
naranja (Dia 5) Antagonismo hacia T. inhibicién hacia T.
geodes (Dia 10) geodes
C. rosea Pigmentacion C. rosea vs. C. rosea Dia 5: 16% de inhibicion
naranja (Dia 5) Antagonismo hacia C. hacia C. rosea
rosea (Dia 5)
D. novem Pigmentacion T. geodes vs. D. novem Dia 12: 17% de
amarilla (dia 7) con Mutua inhibicién (Dia 12) | inhibicion hacia T.
franja negra (dia 10) geodes 'y 44% de
inhibicion hacia D.
novem
D. novem Pigmentacion D. novem vs. C. rosea Dia 5: 51% de inhibicion

hacia C. rosea
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Con base en el analisis fotografico y los porcentajes de inhibicion, se observo que todas las
interacciones al final del experimento presentaban casos de antagonismo por contacto, a
diferencia del medio C-. Una vez clasificadas las interacciones en antagonismo a distancia o
con contacto, se observd que los indices de dominancia cambiaron respecto al medio
empobrecido. En el medio enriquecido en sacarosa, la especie dominante y mas competitiva
fue T. koningii, a comparacion de D. novem que fue menos competitiva. Las especies poco

competitivas fueron C. rosea y D. novem (Tabla 10).

Tabla 10. Clasificacion del tipo de interacciones y valores del indice de dominancia en medio C+,
donde 1 = entrecruzamiento del micelio entre ambas especies; 2 = antagonismo mutuo con contacto;
3 =antagonismo mutuo a distancia; 4 = antagonismo con contacto hacia una especie; 5 = antagonismo
a distancia hacia una especie. En estas ultimas dos categorias, la especie antagdnica continla

creciendo y el 0 representa a la especie inhibida.

C. rosea D. novem T. geodes T. koningii indice de
dominancia
T. koningii 4 2 4 2 12
D. novem 4 2 2 2 10
C. rosea 2 0 4 0 6
T. geodes 0 2 2 0 4
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Resumen (medio empobrecido y enriquecido en nitrégeno)

En el caso del nitrégeno, se ocupd el medio empobrecido en nitrégeno (N-), que contenia
521gCL'y0.39gN L1y, el medio enriquecido (N+), que estaba conformado por 11.97
gCL'y295gNL? loque muestra que en ambos medios se modificé la concentracion de
nitrégeno y carbono. Ademas, se observo que durante las interacciones T. koningii disminuyo
el area de todas las especies en ambos medios, esto concuerda con los resultados del OAI de
antagonismo en el que se identifico que T. koningii presentaba altos valores, los cuales
indicaban antagonismo, en ambos medios (Figura 21). Por otra parte, a diferencia de T.
koningii, D. novem inhibi6 a todas las especies en el medio N+; mientras que en el medio N-
, S6lo disminuyo el area de dos de las cuatro especies evaluadas. En el caso de los porcentajes
de inhibicidn, se observo que los casos de antagonismo disminuyeron de 10 a 9 casos, en el
dia 5 y 11, respectivamente, en el medio N-, mientras que en el medio N+, los casos de
antagonismo se incrementaron de 11 (en el dia 5) a 13 (en el dia 11). También se identifico
que en el OAI de resistencia, que es la suma de los porcentajes de inhibicion de todas las
especies hacia una especie en particular, los valores eran positivos (indicando antagonismo),
y ademas, similares para cada uno de los hongos en el medio N+, lo que representd que hay
un marcado antagonismo hacia cada una de las especies representantes de los grupos

funcionales.

Por otra parte, se observd una pigmentacion naranja y amarilla en el medio de cultivo,
producida por C. rosea y D. novem en ambos medios y en las mismas interacciones. Esta
produccidn de pigmento coincidié con el antagonismo mutua entre C. rosea/ T. koningii y C.
rosea/ D. novem a partir del dia 5 en el medio N-; mientras que, en el medio N+ se identificd
este tipo de interaccién entre T. koningii /C. rosea'y D. novem /T. geodes. Tomando en cuenta
el indice de dominancia, la especie dominante y mas competitiva fue T. koningii en el medio
N-, y en el medio N+, T. koningii y D. novem, lo que concuerda con lo observado en las

gréficas del area total de los micromicetes en interaccion.
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7.2.4 Medio empobrecido en nitrégeno

Cambio de las interacciones a través del tiempo

En el medio enriquecido y empobrecido en triptona como fuente de nitrégeno, se eligieron
dos puntos en el tiempo (dia 5 y 11) para evaluar el tipo de interacciones entre los cuatro
micromicetes (Tabla 17). De manera general, se identificaron diez casos de antagonismo,
cuatro de cooperacion y uno de neutralismo en el dia 5 y, posteriormente, nueve casos de

antagonismo, dos de cooperacion y cuatro de neutralismo en el dia 11 (Figura 16).

En el dia 5, se identificaron interacciones de antagonismo entre la mayoria de los
micromicetes; con la excepcion de la interaccion entre T. geodes y C. rosea, la cual se reportd
como neutralismo. Cabe resaltar que las interacciones de T. koningii, C. rosea y D. novem
hacia T. geodes fueron de cooperacion. Mientras que en el dia 11, se identificaron algunos
cambios en los tipos de interacciones, por ejemplo, las interacciones que se desarrollaron de
T. geodes, C. rosea y D. novem a T. koningii, cambiaron de antagonismo a neutralismo
(Figura 16); mientras que T. koningii incrementa su antagonismo hacia los demas

competidores. Por otra parte, se observo un incremento en el antagonismo de D. novem a C.

rosea.
Dia 5 Dia 11
1 ) 1 2
‘ | |A
| '
g e i B ompmren R

Fig. 16. Porcentaje de inhibicion de las interacciones en medio N-. Los nimeros representan los
hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem); el grosor de la flecha indica la
intensidad de la interaccion; las flechas rectas representan las interacciones interespecificas y las
flechas curvas, las interacciones intraespecificas; los colores significan el tipo de interaccion (verde:

cooperacion, negro: neutralismo y rojo: antagonismo).
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Efecto del medio empobrecido en el crecimiento de los hongos al final de las interacciones

En el dia 11 del experimento, se reportd que el area de algunos micromicetes habia sido
afectada por su competidor (Figura 17). Este es el caso de T. koningii, el cual al estar en co-
cultivo disminuyo el area de cada uno de las especies, incluyéndose a él mismo. Por otro
lado, D. novem sélo fue antagonista de C. rosea y D. novem. Ademas, se observo en los
gréficos que el unico hongo que no mostrd diferencias en su area al estar en co-cultivo fue

C. rosea.

Se considera a D. novem como el micromicete mas susceptible en este medio, ya que
la interaccion con los otros micromicetes afectaron su crecimiento. Por ejemplo: el area de
D. novem disminuy6 cuando se encontraba en co-cultivo con T. koningii, D. novem y T.
geodes. Los resultados del OAI de antagonismo (T. koningii (3. PII =264) > D. novem (121)
> T. geodes (80) > C. rosea (31)) muestran que, en concentraciones pobres de carbono y
nitrégeno, T. koningii permanece siendo en el hongo méas antagonista (Tabla 19). Mientras
que los resultados de OAI de resistencia (D. novem (), PII =181) > C. rosea (171) > T.
geodes (73) > T. koningii (69)), se observd que T. koningii fue el hongo con valores mas
bajos de OAI, debido a que, las demas especies presentaron interacciones de neutralismo
hacia él, mientras que en la interaccion intraespecifica, T. koningii inhibié 47% a su

contraparte (Tabla 18).
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T. koningii vs. T. koningii

T. geodes vs. T. koningii

C. rosea vs. T. koningii

D. novem vs. T. koningii

Fig. 17. Graéficas del &rea total promedio de los micromicetes en medio N-. a) T. koningii; b) T. geodes;
c) C. rosea; d) D. novem. Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos del area
total de las réplicas (n=3). Las imagenes de la derecha muestran las interacciones representativas en
el medio N- del dia 11, el nombre de la especie se ubica del lado del hongo al que corresponde.



Mecanismos antagonicos de micromicetes representantes de diferentes grupos funcionales

Se observo pigmentacion negra producida por D. novem y pigmentacion naranja por C. rosea
(Tabla 11). Ademas, se identificd que el antagonismo hacia la otra especie, en algunos casos
se presentd antes de la produccion de pigmentacion en el medio. También, cabe resaltar que
en algunas interacciones, por ejemplo, T. koningii vs. C. rosea y, T. geodes vs. D. novem, se

presentaron altos valores de inhibicion, en el dia 5 de los bioensayos.

Tabla 11. Produccién de pigmentacion durante las interacciones fungicas.

¢Quién generd la | Caracteristicas de la Tipo de Porcentaje de
pigmentacién? pigmentacién y dia en el que se | interaccién inhibicién hacia la
registro otra especie
C. rosea Pigmentacion naranja (Dia 7) T. koningii vs. C. Dia 5: 39% de
rosea inhibicion hacia
Mutuo T. koningii y 25%
antagonismo (Dia | de inhibicién hacia
5) C. rosea
C. rosea Pigmentacion naranja (Dia 7) T. geodes vs. C. Dia 7: 24% de
rosea inhibicion hacia
Antagonismo C. rosea
hacia C. rosea
(Dia7)
C. roseay Pigmentacion naranja (C. C. rosea vs. D. Dia 5: 18% de
D. novem rosea) y pigmentacion negra novem inhibicién hacia
(D. novem), ambas el dia 11 Mutuo C.roseay 27% de
antagonismo (Dia | inhibicién hacia
5) D. novem
D. novem Tenue pigmentacion negra (Dia | T. geodes vs. D. Dia 5: 72% de
11) novem inhibicién hacia
Antagonismo D. novem
hacia
D. novem (Dia 5)

Con base en el andlisis fotografico y los porcentajes de inhibicion, el principal tipo
de antagonismo que se identificé en el medio enriquecido es antagonismo por contacto, con

un solo caso de antagonismo a distancia entre T. geodes y D. novem. En este medio se
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identificaron algunos casos, en los que la inhibicién ocurre desde el dia 3; por ejemplo, en el
bioensayo entre T. koningii y D. novem se inhibié primero el crecimiento de D. novem
durante el dia 3y, el dia 5 hubo una inhibicion del crecimiento de ambos hongos. Este mismo
caso se identificd durante la interaccion entre D. novem vs. D. novem y D. novem vs. T.
geodes. El indice de dominancia nos permitio identificar que en el medio empobrecido de
nitrégeno T. koningii es la especie mas competitiva, y debido obtuvo altos valores, 14, que
incluye interacciones en las que esta especie domina por la inhibicion del &rea de la otra
especie y sigue creciendo, se podria inferir que esta especie domina en este medio.
Posteriormente identificamos que T. geodes también es una especie competitiva, pero menos
que T. koningii, y por Gltimo, las especies poco competitivas son C. rosea y D. novem. (Tabla
12).

Tabla 12. Clasificacion de las interacciones y valores del indice de dominancia en medio N-, donde
1 = entrecruzamiento del micelio entre ambas especies; 2 = antagonismo mutuo con contacto; 3 =
antagonismo mutuo a distancia; 4 = antagonismo con contacto hacia una especie; 5 = antagonismo a
distancia hacia una especie. En estas Ultimas dos categorias, la especie antagonica continla creciendo
y el O representa a la especie inhibida. NA = no hay informacidn, y CD = no se detectd antagonismo

y ambas fragmentos de la misma especie continuaron creciendo a distancia.

C.rosea | D.novem T.geodes | T. koningii Indice de dominancia
T. koningii | 4 4 4 2 14
T. geodes 4 5 CD 0 9
D. novem 2 2 0 0 4
C. rosea NA 2 0 0 2
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7.2.5 Medio enriquecido en nitrégeno
Cambio de las interacciones a través del tiempo

Para este medio también se esquematizaron las interacciones entre los micromicetes de los
dias 5y 11 (Figura 18). En el dia 5, se identificaron 11 casos de antagonismo, mientras que
en dia 11, el namero incrementd a 13 casos. Especificamente, en el dia 5 las interacciones
fueron principalmente de antagonismo; con la excepcién de algunas interacciones, por
ejemplo: de T. geodes y D. novem a C. rosea, en la cual se reportaron valores negativos
(indicando una posible cooperacion), y de C. rosea a T. geodes en donde aparentemente no

afecta su crecimiento (neutralismo) (Tabla 17).

Las principales diferencias en las interacciones entre el dia 5 y 11 fueron aquellas que se
desarrollaron de T. koningii y D. novem a C. rosea, ya que al final del experimento se
desarrollaron antagonismos muy marcados hacia este hongo (Figura 19). Mientras que, la

interaccion de C. rosea a T. koningii y D. novem cambi6 de antagonismo a neutralismo.

Dia 5 Dia 11
Cimecslf f—
§i ! ’.
‘ E , :
3 < 4 3 h 4
u— v v v

Fig. 18. Esquema de los valores de indice de porcentaje de inhibicion de las interacciones en medio
N+. Los numeros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem); el
grosor de la flecha indica la intensidad de la interaccion; las flechas rectas representan las
interacciones interespecificas y las flechas curvas, las interacciones intraespecificas; los colores

significan el tipo de interaccion (verde: cooperacién, negro: neutralismo y rojo: antagonismo).
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Fig. 19. Interaccién entre T. koningii/C. rosea durante 11 dias en medio de nitrégeno enriquecido y

empobrecido.

Efecto del medio enriquecido en el crecimiento de los hongos al final de las interacciones

El dia 11 de las interacciones, al comparar el area del control con el area de la especie en
interaccion, se observé que el area de todos los hongos fue afectado negativamente por la
presencia de un competidor. En este medio enriquecido, se identifico que la presencia de T.
koningii y D. novem afectan el area total de hongos como T. koningii, T. geodes, C. rosea o

D. novem cuando se encuentran en co-cultivo.

Ademaés de que el grado de inhibicion varia dependiendo de la especie. En la Figura
20, se observé que cuando T. koningii o D. novem se encontraba en co-cultivo con T. koningii,
ambos hongos disminuyeron su area total a un tamafo similar. Mientras que el area de C.
rosea y D. novem disminuyd mas cuando estaban en co-cultivo con T. koningii que con D.
novem. Segun los resultados de OAI de antagonismo (T. koningii (3, PII = 223)> D. novem
(184) > C. rosea (53) > T. geodes (38)), se identificé a T. koningii como la especie méas
antagonista en este medio (Tabla 19). En cambio, con base en los resultados de OAI de
resistencia (C. rosea (3. PII = 133) > T. koningii (126) > D. novem (123) > T. geodes (115)),
se observad que los cuatro hongos presentaron valores similares de OAI, lo que podria indicar

gue se presentd antagonismo entre los representantes de los grupos funcionales (Tabla 18).
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Fig. 20. Gréaficas del area total promedio de los micromicetes en medio N+. a) T. koningii; b) T.
geodes; c) C. rosea; d) D. novem. Las barras de error representan la desviacién estandar de los datos
del area total de las réplicas (n=3). Las imagenes de la derecha muestran las interacciones
representativas en el medio N+ del dia 11.
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Mecanismos antagonicos de micromicetes representantes de diferentes grupos funcionales

Se observo una tenue pigmentacion de color naranja producido por C. rosea, y pigmentacion
amarilla por D. novem (Tabla 13). En la mayoria de las interacciones se observo que la
pigmentacion y el antagonismo se presentaron el mismo dia, con la excepcion de la

interaccion D. novem vs. T. geodes, en la que el mutuo antagonismo ocurri6 primero.

Tabla 13. Produccion de pigmentacion durante las interacciones fungicas.

¢Quién generd la
pigmentacion?

Caracteristicas de la
pigmentacion y primer
dia en el que se registrd

Interaccion en la que se
presento la
pigmentacion y tipo de
interaccion

Porcentaje de
inhibicién hacia la otra
especie

con franja negra (Dia 7)

Mutuo antagonismo
(Dia5al1l)

C. rosea Pigmentacion naranja- | T. koningii vs. C. rosea | Dia 5: 20% de
amarillo (Dia 5) Mutuo antagonismo inhibicion hacia T.
(Dia 5) koningii y 17% de
inhibicion hacia C.
rosea
C. rosea Pigmentacion tenue T. geodes vs. C. rosea Dia 11: 20% de
naranja (Dia 11) Antagonismo hacia T. inhibicion hacia T.
geodes (Dia 11) geodes
C. rosea Pigmentacion naranja C. rosea vs. C. rosea Dia 11: 21% de
(Dia 11) Antagonismo hacia C. inhibicion hacia C.
rosea (Dia 11) rosea
C. roseay D. Pigmentacion tenue C. rosea vs. D. novem Dia 5: 30% de
novem naranja (Dia 5) y Antagonismo hacia D. inhibicién hacia D.
pigmentacién amarilla novem (Dia 5) novem
(Dia7) Antagonismo hacia C. | Dia 7: 34% de
rosea (Dia 7) inhibicién hacia C.
rosea
D. novem Pigmentacion amarilla D. novem vs. T. geodes | Dia 5: 12% de

inhibicion hacia T.
geodes y 39% de
inhibicion hacia D.
novem

Con base en los porcentajes de inhibicion y el registro fotografico, se detectaron diez
interacciones con antagonismo por contacto. En las que destaca la inhibicion de T. koningii

con T. geodes y C. rosea desde el dia 3, y la inhibicion mutua de estas interacciones a partir
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del dia 5. Cabe resaltar que las especies mas competitivas fueron D. novem y T. koningii, por
el contrario, se identifico que las especies menos competitivas eran C. rosea y T. geodes
(Tabla 14).

Tabla 14. Clasificacion del tipo de interacciones y valores del indice de dominancia en medio N+,
donde 1= entrecruzamiento del micelio entre ambas especies; 2= antagonismo mutuo con contacto;
3= antagonismo mutuo a distancia; 4= antagonismo con contacto; 5= antagonismo a distancia. En
estas Ultimas dos categorias, la especie antag6nica continta creciendo y 0 representa a la especie
inhibida.

C. rosea D. novem T. geodes T. koningii | Indice de
dominancia
D. novem 4 2 2 2 10
T. koningii 4 2 2 2 10
T. geodes 0 2 2 2 6
C. rosea 2 0 4 0 6
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Fig. 21. Representacion grafica de las interacciones entre micromicetes de cooperacion vy

antagonismo que impactan sobre el hongo fitopatégeno C. rosea el dia 14 en los medio C-y C+, y el
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dia 11 en los medios N- y N+. Los valores indican los porcentajes de inhibicion obtenidos
anteriormente; el signo “+” representa la especie mas competitiva, segun el indice de dominancia
(Magan y Lacey, 1984) y, el signo “*” indica cual es la especie més antagonica, segun el OAI de
antagonismo (Asthana y Shearer, 1990).

8. DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos de los bioensayos in vitro, se acepta la hipétesis del
presente trabajo, ya que se identificaron interacciones de antagonismo entre especies
representantes de diferentes gremios funcionales en los medios empobrecidos (C- y N-). Este
resultado concuerda con lo reportado previamente, (Harris, 1999; Fryar et al., 2005;
Rodriguez et al., 2011), sobre el reconocimiento de actividad antagonica de algunos de los
micromicetes empleados en este estudio (T. geodes, T. koningii y C. rosea), aungue éstos se
encontraban en co-cultivo con diferentes competidores (C. rosea vs. Sclerotinia
sclerotiorum; T. koningii vs. Rhizoctonia solani; T. geodes vs. Botrytis cinerea) y en
diferentes medios de cultivo. Se sugiere que esta interaccion antagonista se produjo debido a
que estos hongos son capaces de producir metabolitos secundarios con propiedades
antifangicas (Reino et al., 2008; Vinale et al., 2014; Fatema et al., 2018). Entonces, al
reconocer la presencia de un competidor, posiblemente los produjeron como método de
defensa y/o ataque (Hynes et al., 2007).

Se observo que el crecimiento de los hongos estuvo influenciado por la concentracion
de nutrientes que se encuentran en el medio. En los controles, se identificd que T. koningii,
D. novemy C. rosea disminuyen su area en el medio empobrecido en carbono. Este resultado,
concuerda con lo que reportan Gao et al. (2007), quienes demostraron experimentalmente
que los hongos utilizados como agentes de biocontrol necesitan una cantidad especifica de
carbono en el medio para que su crecimiento sea 6ptimo, ya que los carbohidratos tienen un
papel importante en el metabolismo primario para la obtencion de energia y respiracion
celular (Samsudin et al., 2016); por ejemplo, se ha reportado que Metarhizium anisopliae

(hongo entomopatdgeno) necesita entre 6 — 8 g C L™ (Gao et al., 2007). Esto es consistente
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con lo observado en los resultados obtenidos, ya que T. koningii crecié hasta la capacidad
maxima de la caja en el medio enriquecido en carbono con 15g. de sacarosa L™ el cual es
equivalente a 6.31 g C L%, a diferencia del medio empobrecido el cual fue adicionado s6lo
con 2g de sacarosa L equivalente a 0.84 g C L%, por lo que se concluyé que el crecimiento
de T. koningii disminuye 73% de su area en el medio C-, tomando como el 100% al medio
C+. En la literatura, se ha reportado que T. koningii tiene capacidades metabdlicas para
degradar compuestos de la pared celular de las plantas como la celulosa (polisacérido
compuesto de glucosa), también puede utilizar distintos monosacaridos (ej. D-xilosa, D-
ribosa), disacaridos (ej. sacarosa, D-celobiosa) y algunos aminoacidos que contienen carbono
en su estructura como son L-alanina, L-acido aspartico, L-acido glutamico, entre otros
(Danielson & Davey, 1973). Por lo que se puede inferir que, debido a la ocurrencia de los

carbohidratos en su dieta, esta especie es altamente demandante de carbohidratos.

Por otro lado, las especies que disminuyeron su formacion de biomasa en el medio
enriquecido (2.95 g N L) y empobrecido (0.39 g N L) fueron C. rosea y T. geodes,
respectivamente. Esto podria estar relacionado con requerimientos nutrimentales especificos
durante su proceso de crecimiento o desarrollo. Por ejemplo, para los hongos fitopatégenos
el nitrdgeno juega un papel importante para que su estilo de vida se vuelva parasitario, ya
que se ha observado que la limitacién de nitrégeno puede favorecer la expresion de genes de
virulencia, y la adicion de amonio (50 mM N4NO3) como fuente de nitrogeno puede inhibir
funciones de virulencia como el crecimiento invasivo y la adhesion al hospedero que estan
involucradas con la via en MAPK de patogenicidad (Lépez-Berges et al., 2010; Deng et al.,
2015); mientras que, en el caso de los hongos entomopatégenos, el nitrégeno es uno de los
principales nutrientes liberados mediante las quitinasas durante la degradacion de quitina del
exosqueleto de los artropodos (Treseder y Lennon, 2015). En conjunto estos datos sugieren

que este Ultimo gremio funcional requiere nitrdgeno para su desarrollo 6ptimo.

En este trabajo, Unicamente se evalué una fuente de carbono (sacarosa) y una de
nitrégeno (triptona) para los bioensayos de interaccion, los cuales se incubaron a una
temperatura de 18°C y humedad del 70- 75% durante 14 dias. Sin embargo, existen otros
trabajos en los que se ha identificado que el numero de fuentes de carbono que pueden

metabolizar es dependiente de la especie y de las condiciones abidticas como la temperatura

60



y el potencial del agua (Lee y Magan 1999; Samsudin et al., 2016; Arroyo et al., 2018).
Especificamente, se ha observado que C. rosea tiene la capacidad de metabolizar un nimero
alto de carbohidratos (ej. sacarosa, dextrina, D-Melibiosa, D-Glucosa, entre otros) (Samsudin
et al., 2016). Esta plasticidad metabolica potencialmente le podria conferir una serie de
ventajas frente a sus competidores para colonizar y explorar diversos sustratos ricos en

carbono.

Algunos autores han considerado el nimero de fuentes de carbono como un aspecto
importante para evaluar su competitividad con otras especies de micromicetes (Lee y Magan,
1999; Arroyo et al., 2008), asi como otros aspectos de los hongos como la tasa de
crecimiento, la produccién de metabolitos y las interacciones (Lee y Magan, 1999). Estos
ultimos dos procesos, se han considerado importantes para el establecimiento de la
comunidad fungica, y por eso se analizaran en las siguientes secciones. Los resultados del
presente trabajo, sugieren que T. koningii es el hongo mas competitivo, debido a que se
observd que tiene ciertas caracteristicas que le brindan una ventaja sobre los otros hongos
como un crecimiento rapido, desarrolla interacciones fuertes de antagonismo y al parecer
tiene una fuerte defensa o poca susceptibilidad a los mecanismos antagénicos de los otros

hongos.

8.1 Cambios en las interacciones en una escala temporal

Durante los bioensayos in vitro, se observaron cambios en el tipo e intensidad de las
interacciones a través del tiempo. Especialmente en el medio empobrecido en carbono, en el
cual se detectaron principalmente interacciones de cooperacion durante los primeros cinco
dias del experimento y, posteriormente, interacciones de antagonismo (Figura 10). Las
interacciones de cooperacién se han observado en otros estudios sobre interacciones entre
hongo-hongo y hongo-bacteria (Velez et al., 2018; Lopez Pacheco, 2019). Tedricamente
concuerda con la hipétesis de gradiente de estrés, en la cual se propone que los procesos, en
este caso las interacciones de cooperacién, que faciliten el establecimiento de las
comunidades ocurren en condiciones estresantes (Kawai y Tokeshi, 2007). Por lo que se
infiere que la falta de carbono en el medio es una condicion estresante para los micromicetes

estudiados.
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Por otra parte, las interacciones de antagonismo, posiblemente, se establecieron por la
interaccion constante de los micromicetes después de 10 dias. Ya que como se menciond en
los antecedentes, y de acuerdo con la hipdtesis de la Reina Roja (Bonachela, 2017), la
interaccion constante entre dos organismos puede generar presion sobre alguno de los
competidores, en este caso por la deficiencia de nutrientes y la limitacion de espacio en el
medio. Por ende, la influencia del entorno y la presencia de otra especie posiblemente
influyeron en la respuesta de la especie, provocando un cambio en su comportamiento y, por
lo tanto, en la estrategia empleada (Hiscox et al., 2018; Martin et al., 2019).

En contraste, en el medio enriquecido en carbono las interacciones de cooperacion
disminuyeron al principio del experimento, y posterior al dia 10, mostraron un fuerte
antagonismo. Esto concuerda con la literatura, en la que se menciona que los mecanismos
utilizados para inhibir a otros microorganismos necesitan suficientes nutrientes para
mantenerse durante la interaccion (Hiscox et al., 2016; Hiscox et al., 2018), ya que los
nutrientes como el carbono y, en ocasiones el nitrégeno son necesarios para la formacion de
los precursores de los metabolitos secundarios (Miller y Greenhalgh, 1985; Pan et al., 2019).
Sin embargo, aun faltan estudios sobre cémo influye el carbono especificamente en la
produccién de metabolitos, enzimas o sustancias toxicas de los micromicetes estudiados.

A diferencia del medio C-, en el medio empobrecido en nitrégeno se identificaron
principalmente interacciones de antagonismo entre los micromicetes al principio de las
interacciones (Figura 16). Este resultado es diferente a lo que se propone en la teoria del
gradiente de estrés (Kawai y Tokeshi, 2007), y lo que anteriormente habia reportado Velez
et al. (2018) para microorganismos provenientes de un sistema oligotréfico. Al analizar el
trabajo citado, se identificé que el medio minimo (MM) contiene diferentes fuentes de
nitrégeno como son la peptona, extracto de levadura y NHsNO3.

Cabe mencionar que el trabajo anteriormente mencionado de Velez et al. (2018) se llevd
a cabo con micromicetes aislados de las pozas de Cuatro Ciénegas, que se caracterizan por
ser un sistema oligotrofico en fésforo. Se ha propuesto que estos hongos tienen diferentes
adaptaciones como caracteristicas morfolégicas y un ciclo de vida en el que predomina la
fase asexual. También, presentan diferentes requerimientos nutricionales, y se ha propuesto
que durante su ciclo de vida hay una posible alternancia entre el ecosistema acuatico y el

terrestre, lo cual les permitiria obtener suficientes nutrientes para sobrevivir en este
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ecosistema (Velez et al., 2016). A diferencia de un ecosistema como el bosque, en el cual
encontramos una gran variedad de materia organica que acta como sustratos que pueden ser
degradados por los microorganismos. En particular, los hongos han desarrollado amplias
capacidades enzimaticas y habilidades combativas que les permiten formar parte de la
micobiota del suelo. Ademas, pueden poseer otras estrategias que les confieren la capacidad
de sobrevivir y adaptarse ante posibles eventos de disturbio o estrés, por ejemplo, tienen la
capacidad de resistir a condiciones estresantes y producir enzimas que les permite obtener
nutrientes de compuestos recalcitrantes (Magan y Aldred, 2007; Boddy y Hiscox, 2016).

Finalmente, al comparar los esquemas de los medios empobrecidos de nitrégeno y
carbono, se identificd que la deficiencia de carbono favorece el desarrollo de interacciones
de cooperacién, lo cual podria estar involucrado con los productos del metabolismo
secundario de estos micromicetes. Se ha estudiado que los metabolitos secundarios pueden
estimular o inhibir el crecimiento de los hongos (El Ariebi et al., 2016; Meisner y de Boer,
2018; Hiscox et al., 2018). Ademas, en la literatura se menciona que los microorganismos
podrian estar involucrados en un intercambio de productos (teoria del mercado microbiano),
en este caso los metabolitos secundarios, que promueven la formacion de interacciones de
cooperacion (Werner, 2014; Herndndez Monroy, 2019; Lopez Pacheco, 2019). Se sabe que
los microorganismos que se investigaron en el presente trabajo producen una gran variedad
de metabolitos secundarios, tales como policétidos (C. rosea); péptidos y efrapeptinas (T.
geodes) y koninginin y peptaibols (T. koningii) (Tsantrizos et al., 1996; Reino et al., 2008;
Vinale et al., 2014; Kebede et al., 2017; Fatema et al., 2018). Estos compuestos, en su
estructura estan enriquecidos en C o N (depende el caso). Por lo que es factible que su
biosintesis se vea inhibida/favorecida con la presencia/ausencia de C o N.

8.2 Efecto de los nutrientes en las interacciones al final de los experimentos
Los nutrientes afectan el crecimiento de los hongos durante las interacciones (Figuras 11, 15,
17 y 20). Esto, debido a que afectan negativamente las estrategias que utilizan estos hongos
para obtener nutrientes. Por ejemplo: disminuyen la tasa de crecimiento y, al parecer, alteran
los mecanismos de antagonismo que emplean. Como primer punto, se identifico que T.

koningii y D. novem son hongos que utilizan estrategias combativas, ya que tienen la

63



capacidad de crecer rapido y emplear mecanismos antagonicos contra los demas hongos
(Magan y Aldred, 2007). Sin embargo, la disminucion de nutrientes, como el carbono, afectd
su crecimiento y su actividad combativa, de manera que provocOd que la especie mas
antagoénica fuera C. rosea en el medio empobrecido en carbono.

En cambio, al crecer en el medio enriquecido en carbono, tenian las condiciones
Optimas nutricionales para desarrollarse y mantener sus mecanismos antagonicos, lo que
promovié que T. koningii fuera la especies méas antagonica en estas condiciones. En forma
similar este resultado se habia observado en Badalyan et al. (2004), en donde ocuparon un
medio rico en carbono (Potato Dextrose Agar) e identificaron que algunas especies del género
Trichoderma eran el doble de antagdnicas que C. rosea, tomando de referencia los resultados
del indice de antagonismo.

En segundo lugar, el nitrégeno es un nutriente importante que influye en el resultado
de las interacciones (Figuras 17 y 20). Como parte de los resultados se identificaron a T.
koningii y D. novem como los hongos mas antagonistas en el medio enriquecido en nitrégeno.
Sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos en el medio N-, se observa que
D. novem necesita el nitrégeno para llevar a cabo sus mecanismos de antagonismo e inhibir
a los demés competidores, esto podria estar relacionado algunos metabolitos secundarios que
contienen nitrégeno, por ejemplo, algunas citocalasinas aisladas de Diaporthe sp. tienen
actividad antifangica contra hongos fitopatdgeno (Alternaria oleraceae, Pestalotiopsis theae,
Colletotrichum capsici, Ceratocystis paradoxa) (X. Huang et al., 2019). Esto podria tener
una implicacion importante en el ecosistema, ya que las condiciones de carbono en la
solucidn del suelo podrian ser un factor importante para que determinados hongos del suelo
inhiban a hongos fitopatdgenos, protegiendo asi a las comunidades vegetales. En la literatura
se menciona que las interacciones juegan un papel principal para evitar que los hongos
patdgenos predominen en la rizésfera de las plantas, especialmente por la secrecion de
metabolitos secundarios volatiles que tienen actividad antifingica (Meisner y De Boer,
2018).

64



8.3 Mecanismos antagonicos entre micromicetes de diferentes grupos funcionales

Durante los bioensayos, se observaron algunos rasgos como la pigmentacion del medio de
cultivo por C. rosea y D. novem, halos de inhibicidén generados por T. geodes y en menor
proporcién, algunos exudados sobre las colonias de T. geodes y T. koningii. Estas
caracteristicas se asocian en la literatura con la produccion de metabolitos secundarios, los
cuales pueden influir en el crecimiento fungico y en el desarrollo de estructuras reproductoras
(Fatema et al., 2018) La pigmentacion del medio de cultivo se ha observado durante otras
interacciones interespecificas entre micromicetes y se ha relacionado con la produccion de
metabolitos secundarios volatiles (VOCs) (Hynes et al., 2007; EI Ariebi et al., 2016; Fatema
et al., 2018). Este tipo de metabolitos pueden poseer propiedades antifungicas y/o
antibidticas, y llegan a desemperiar un papel importante durante las interacciones antagonicas
(Hynes et al., 2007; EI Ariebi et al., 2016). Por lo que se sugiere, como perspectiva de este
trabajo, evaluar dichos compuestos durante las interacciones para identificar a las moléculas
bioactivas implicadas.

Uno de los mecanismos antagdnicos mas conocidos de C. rosea es la produccion de
metabolitos secundarios. En la literatura se reporta que este hongo sintetiza una gran variedad
de metabolitos dentro de los que destacan los metabolitos compuestos por nitrégeno
(ciclopeptidos, piperazinas, verticillina D, clonostalactam) y los policétidos (pirenoides y
sorbicilinoides) (Demissie et al., 2018; Fatema et al., 2018; Han et al., 2020; Demissie et al.,
2020). Particularmente, se han considerado a los policétidos como una clase de metabolitos
importante para el desarrollo de los hongos, y en las interacciones microbianas debido a sus
propiedades antifungicas (Fatema et al., 2018). Por lo tanto, se puede inferir que C. rosea
dejo de ser el hongo mas competitivo y dominante, segun el indice de dominancia, debido a
que posiblemente los metabolitos con propiedades antifingicas que impactaban sobre el
crecimiento de las otras especies no se produjeron en los demas medios. Se tiene el
precedente de que C. rosea expresa diferentes genes de enzimas que estan involucradas en la
produccién de metabolitos secundarios (ej. policétidos) en diferentes medios de cultivo,
algunas de estos genes presentaron una alta expresion durante la produccion de pigmento,
mientras que en algunos casos no se observd la pigmentacion, pero se identificaron
interacciones de antagonismo, lo que se debe a la sintesis de metabolitos con propiedades

antifangicas como la Clonorosein Ay B (Fatema et al., 2018). Actualmente, se conoce que
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la relacion C:N, y la fuente de carbono y nitrogeno influyen en biosintesis de metabolitos
secundarios (Pan et al., 2019; Yu y Keller, 2005).

Por otra parte, T. geodes también es conocido por producir metabolitos secundarios
como péptidos, efrapeptinas, piridoxatina y terricolina (Tsantrizos et al., 1996; Kebede et al.,
2017). Durante los bioensayos de este trabajo se observd que, generalmente, T. geodes
formaba halos de inhibicion, los cuales son conocidos por generarse por la produccion de
metabolitos secundarios (difusibles o volatiles) (Hiscox et al., 2018). Particularmente, la
actividad antagonica de T. geodes fue identificada durante la interaccion con D. novem en los
medios de cultivo C+, C-, N- y N+, posiblemente, por la susceptibilidad de este hongo a los
metabolitos producidos por T. geodes. Cabe resaltar que este hongo tuvo el segundo valor
mas alto en el indice de dominancia en el medio empobrecido en nitrégeno, lo cual sugiere
una elevada capacidad de inhibir a sus competidores a distancia (antagonismo a distancia).
Badalyan et al. (2004) proponen que la concentracidn de los metabolitos podria ser un factor
que promueva el antagonismo a distancia.

Trichoderma koningii es un hongo conocido por ser micoparéasito de especies como
Sclerotinia sclerotiorum (Trutmann y Keane, 1990). Aunque también es reconocido por su
amplia produccion de metabolitos secundarios con propiedades antibioticas o antifungicas,
entre los que destacan los pirenos simples, pirenos complejos (koninginin A-B), metabolitos
isocianato (dermadina, tricoviridina isonitrilo y ciclopentenos) y peptaibols (Trichokonins V-
VII) (Reino et al., 2008; Vinale et al., 2014). En el indice de dominancia, T. koningii presentd
los valores mas altos en el medio C+, N- y N+, lo muestra su alta competitividad sobre las
otras especies. En la naturaleza, el aislado de T. koningii obtenido del suelo ha mostrado
sintetizar principalmente koninginin D, el cual se ha caracterizado por presentar propiedades
antifangicas contra hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y

Bipolaris sorokiniana (Reino et al., 2008; Vinale et al., 2014).

Para el BMM, un componente importante son las condiciones climaticas
(temperatura, humedad y patrones de precipitacion) que permiten el establecimiento de las
comunidades vegetales que aportan materia organica al suelo (Campbell et al., 2009; Looby
y Treseder, 2018). Por lo que, ante un evento de cambio de uso del suelo, es posible que
disminuya la proporcién de materia organica y por lo tanto, las condiciones de nutrientes (C

y C:N), asi como lo reporta Trivedii et al. (2016). Por lo tanto, con base en los resultados

66



obtenidos en el presente trabajo, se puede inferir que ante un evento de deforestacion podrian
predominar interacciones antagonicas entre los micromicetes en la rizésfera del helecho,
mientras que la poblacion de micromicetes dominantes seria la de hongos fitopatdgenos
promoviendo la disminucidn en la abundancia de los helechos, o en caso de que sean talados,
y el area se empleara para cultivos, existe la posibilidad de que C. rosea causara
enfermedades a los cultivos, ya que se conoce que este hongo es fitopatogeno de cultivos
como la haba, la remolacha azucarera y la haba de soya (Bienapfl et al., 2012; Afshari y
Hemmati, 2017; Haque y Parvin, 2020)

Entonces debido a las implicaciones que tienen las actividades de los diferentes
grupos funcionales de hongos sobre el ecosistema podriamos especular, con base en los
resultados obtenidos, que en un escenario de cambio de uso de suelo C. rosea podria
disminuir el crecimiento de los hongos con diferentes roles ecoldgicos, lo que podria tener
repercusiones sobre su actividad dentro del ecosistema. Esto podria derivar en la alteracion
en la tasa de descomposicion y liberacién de nutrientes en el suelo. Ademas de que disminuya
la actividad micoparésita y entomopatdgena de T. koningii y T. geodes, respectivamente.
Promoviendo asi, que aumente la abundancia de organismos que pueden ser potencialmente

patdgenos y, por lo tanto, provocando un desequilibrio en el ecosistema.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron interacciones de antagonismo Yy cooperacion entre los micromicetes
seleccionados de diferentes gremios funcionales, aislados del bosque mesofilo de montaria.
También se registraron neutralismos en algunos casos particulares. Por lo que se puede
concluir que la presencia de estos hongos en el BMM tiene un papel importante en la
estructuracion de las comunidades fungicas del suelo, ya que hongos como T. koningii y D.
novem presentaron un fuerte antagonismo hacia C. rosea, por lo que se podrian considerar
como potenciales reguladores de este hongo fitopatégeno. Mientras que por otro lado las
interacciones de cooperacion promueven el crecimiento de otros hongos, de manera que

podrian favorecer momentaneamente su permanencia en el ecosistema.

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que los hongos estudiados tienen
un crecimiento 6ptimo en diferentes concentraciones de C y N, y se asocia con la plasticidad
metabolica y la presencia de estos nutrientes en la dieta de los hongos, por lo que se rechaza
la hipotesis que plantea que a mayor concentracion de C y N orgéanicos aumentara la
formacion de biomasa. Por otra parte, las interacciones en los medios de cultivo
empobrecidos en C y N principalmente fueron de antagonismo, de acuerdo con la hipétesis
planteada. Sin embargo, es importante resaltar que en los medios enriquecidos en C y N se
presentaron un mayor nimero de casos de antagonismo, lo que muestra que las condiciones
de nutrientes son un factor importante en las interacciones entre micromicetes y en los

mecanismos antagonicos que emplean estos hongos.
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11. APENDICES

Tabla 15. Porcentajes de inhibicion del &rea de los micromicetes en el medio C-. El orden de las
interacciones (especie A vs. especie B) indica que la especie A es impactada por la especie B. Los

nameros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem).

HONGO 1

Interaccion PIl (Dia 5) PII (Dia 10) PIl (Dia 14)
lvs. 1 28,194084 30,23387834 52,14703492
lvs.2 -117,0038663 6,722496041 33,42804838
1vs.3 -129,730152 12,87093448 45,69137175
lvs. 4 -246,7442138 | -32,58866621 | 18,99594097
HONGO 2

2vs. 1 -87,2522118 24,4470016 19,5180141
2Vvs. 2 -112,57006 -8,1687789 N/A

2vs. 3 -176,444379 4,71224644 35,6825097
2vs. 4 -182,7102824 -26,85863957 N/A
HONGO 3

3vs. 1 -64,63281936 -42,00902033 -34,95599481
3vs. 2 -147,0826838 -50,83709706 -23,00502617
3vs.3 -55,62462102 | 18,12660643 22,52143959
3vs. 4 -134,2100418 -27,06283314 6,227114712
HONGO 4

4vs. 1 -6,780494466 55,78815991 54,86049018
4vs. 2 59,02281283 49,00646678 N/A

4vs. 3 -27,31158144 33,99667079 31,3346043
4vs. 4 9,975130943 43,30254684 38,26046885
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Tabla 16. Porcentajes de inhibicién del area de los micromicetes en el medio C+. El orden de las

interacciones (especie A vs. especie B) indica que la especie A es impactada por la especie B. Los

nameros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4. D. novem).

HONGO 1
PII (Dfa 5) PII (Dia 10) PII (Dia 14)
Tvs.1 -46,93562074 51,83900291 52,82172455
1vs. 2 -66,07554169 -6,661574153 -1,358244665
1vs. 3 -1,35447822 16,46584556 10,2942731
HONGO 2
2vs. 1 -291,055936 70,65713497 83,16022633
2vs. 2 -280,5534673 -8,523155057 11,26411172
2vs. 3 -486,0393766 11,34464242 41,30014025
2vs. 4 -324,2527988 8,383514064 32,8535641
HONGO 3
3vs. 1 43,97505073 65,41173603 76,20475953
3Vs. 2 -38,19511726 -26,40149557 -13,1825366
3vs. 3 17,21867498 35,40637667 16,34789693
3vs. 4 56,95853934 70,97114492 80,06037764
HONGO 4
4vs. 1 13,99947613 58,25218698 56,13400789
4vs. 2 39,07061843 37,61073456 43,85902619
4vs. 3 3,680429524 9,03617125 7,433890365
4vs. 4 33,89706756 50,78855536 49,34231364
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicidn del area de los micromicetes en el medio N- y N+. El orden de

las interacciones (especie A vs. especie B) indica que la especie A es impactada por la especie B. Los

numeros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem)

N- N+
HONGO 1 PII (Dfa 5) PII(Dia 11) PII (Dfa 5) PII(Dia 11)
Tvs.1 51,65244619 | 47,47548261 | 42,52628511 | 48,85624239
1vs.2 4154227959 | 10,32418732 | 34,29248576 | 21,33325495
1vs. 3 39,5731939 7,783711078 | 20,67757776 | 8,889187929
1vs. 4 2937415406 | 3,651191871 | 27,91838394 | 47,39079213
HONGO 2
2vs. 1 -12,83220487 | 72,66477285 | 26,40457137 | 44,32207099
2Vs. 2 -3,957440929 | -3,569399485 | -11,63852956 | 12,39288337
2vs. 3 -51,52963935 | 9,35456167 -7,726741212 | 20,47036848
2vs. 4 -48,35244807 | -5,303120389 | 12,42737338 | 38,11355141
HONGO 3
3vs. 1 2463602384 | 72,16403268 | 17,42367009 | 68,07743167
3vs. 2 0,761754958 | 27,70331148 | -38,97563187 | -12,94037117
3vs. 3 N/A N/A -7,642045553 | 20,8994422
3vs. 4 17,97073132 | 71,87213311 | -1,05514116 | 56,57812257
HONGO 4
4vs. 1 6582471589 | 71,37661659 | 50,9333109 61,45403609
4vs. 2 72,90771658 | 4528580532 | 38,75554486 | 17,03218061
4vs. 3 26,96418047 | 14,27023795 | 29,60618685 | 2,651324613
4vs. 4 41,23549993 | 50,574792 26,51530083 | 41,68002464
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Tabla 18. Valores de OAI de resistencia para cada hongo en los cuatro medios de cultivo. Los

nameros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem).

MEDIO C-

Hongo OAI(Dia 5) OAI (Difa 10) OAI (Dfa 14)
1 -465 17,23864265 150,262396
2 -558,9769334 -5,857952478 55,20052385
3 -402 -102 -29,21246667
4 34,90586786 182,0938443 124,4555633
MEDIO C+

Hongo OAI(Dia 5) OAI (Difa 10) OAI (Dfa 14)
1 -243,6482232 99,78265786 93,71155774
2 -1381,901579 81,86213639 168,5780424
3 80 145 159

4 90,64759165 156,7692381 155,6876481
MEDIO N-

Hongo OAI (Dia5) OAl (Dia 11)

1 162,1420737 69,23457288

2 -116,6717332 73,14681465

3 52,36851012 171,7394773

4 206,9321129 181,5074519

MEDIO N+

Hongo OAlI (Dia5) OAl (Dia 11)

1 125,4147326 126,4694774

2 19,46667398 115,2988742

3 -30,24914849 132,6146253

4 145,8103434 122,817566
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Tabla 19. Valores de OAI de antagonismo para cada hongo en los cuatro medios de cultivo. Los

numeros representan los hongos (1: T. koningii, 2: T. geodes, 3: C. rosea y 4: D. novem).

MEDIO C-

Hongo OAI (Dia 5) OAI (Dfa 11) OAI (Dfa 14
1 -130,4714416 75,51304504 84,51651888
2 -317,6337977 24,55515775 -17,40904868
3 -389,1107333 74,11150925 130,8350922
4 -553,689407 -9,917644228 30,19357668
MEDIO C+

Hongo OAI (Dia 5) OAI (Dfa 11) OAI (Dfa 14)
1 -280,2381033 243,7999538 270,2058969
2 -346,0155396 2,147866953 34,23878526
3 -466,5494186 70,61488309 76,93961102
4 -357,8355949 168,2006392 194,1854826
MEDIO N-

Hongo OAI (Dia5) OAl (Dia 11)

1 129,280981 263,6809047

2 120,2543102 79,74390464

3 15,00773502 31,4085107

4 40,22793725 120,7949966

MEDIO N+

Hongo OAlI (Dia5) OAl (Dia 11)

1 137,2878375 222,7097811

2 22,4338692 37,81794776

3 34,91497785 52,91032323

4 65,805917 183,7624907
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