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RESUMEN

Los bordes forestales, naturales y antrépicos, se caracterizan por flujos alterados de
materia y energia, con efectos de extension variable en direccion al interior de la
floresta. El borde afecta de forma directa e indirectamente a los organismos tanto a
nivel de individuo como de comunidad. El entendimiento de los efectos que el borde
genera sobre las comunidades de hongos, organismos con un papel fundamental en
el ciclado de carbono y otros nutrientes, es limitado. A pesar del conocimiento del
efecto que el borde tiene sobre factores bidticos y abidticos que influencian a los
hongos, existen pocos estudios, desarrollados sélo en determinadas formaciones
forestales, evidenciando efectos algunas veces contrarios del borde sobre las mismas
comunidades de estos organismos descomponedores. Este estudio evaluo el efecto
de un borde artificial en un bosque estacional semideciduo, sobre la riqueza y
composicion de hongos de la materia vegetal en descomposicion y de los hongos con
potencial ligninolitico, aislados a través de técnica dependiente de cultivo. Se
evidencio un efecto negativo del borde sobre la riqueza y neutro sobre la composicidn
en la comunidad de hongos. Los hongos con potencial ligninolitico, constituyeron una
mayor proporciéon de la comunidad total de hongos en el interior forestal.

Palabras clave: ciclo de carbono, guayacol, hojarasca, ligninolitico, método
dependiente de cultivo
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Semidecidual. 2016. 52 paginas. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagao em
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RESUMO

As bordas das florestas, naturais e antropicas, séo caracterizadas por fluxos alterados

da matéria e energia, com efeitos de extensdo variavel na diregdo do interior da
floresta. As bordas afetam direta e indiretamente aos organismos, tanto no nivel
individual como da comunidade. O conhecimento dos efeitos que a borda gera sobre
as comunidades de fungos, organismos com um papel chave no ciclo do carbono e
outros nutrientes, é limitado. Embora se conheca o efeito que a borda tem sobre
fatores bidticos e abidticos que influenciam os fungos, existem poucos estudos,
desenvolvidos apenas em determinadas formacoes florestais, que evidenciam efeitos
algumas vezes contrarios, da borda, sobre as comunidades desses organismos
decompositores. O presente estudo avaliou o efeito de uma borda artificial, em uma
floresta estacional semidecidual, na riqueza e composicdo de fungos da
decomposigcdo de matéria vegetal bem como de fungos como potencial ligninolitico,
isolados através de técnica dependente de cultivo. Foi evidenciado um efeito negativo
da borda sobre a riqueza e neutro sobre a composi¢cdo da comunidade de fungos. Os
fungos com potencial ligninolitico constituiram uma propor¢ao maior da comunidade
fungica no interior da floresta.

Palavras-chave: ciclo do carbono, guaiacol, ligninolitico, método dependente de
cultivo, serapilheira.
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1 INTRODUCCION

Los ecotonos representan zonas de transicion abruptas entre
comunidades diversas, como es el caso de bordes entre bosques y formaciones
vegetales abiertas (LUCZAJ; SADOWSKA, 1997). Estos bordes, se distinguen por
flujos alterados de energia y materiales entre los ambientes adyacentes, que son
influenciados por el nivel de contraste entre los alrededores y la estructura de la
vegetacion del borde en si (HARPER et al., 2005). Los flujos de energia incluyen luz
solar y vientos, los flujos de materiales comprenden materiales abioticos y bidticos
(CROCKATT, 2012).

El efecto de borde es el conjunto de cambios estructurales en
poblaciones y comunidades que se da en los ecotonos (LEVIN et al., 2009). Una de
las tendencias asociadas al efecto de borda es el incremento en la riqueza, en razon
de la presencia de especies de cada una de las comunidades adyacentes (ODUM,;
BARRETT, 1971). Sin embargo, esta vision ha sido criticada ya que,
operacionalmente, el contraste entre dos habitats depende de la respuesta o
reconocimiento de la transicidn de ambientes por parte de los organismos en estudio
(WIENS, 1969) y de caracteristicas poblacionales que pueden ser influenciadas por la

biologia y ecologia de los organismos (WIENS, 1976).

El estudio del efecto de borda en organismos como los hongos, que
cumplen un rol central en el ciclado del carbono en los bosques, es esencial para
comprender la dinamica de funciones ecosistémicas en estos ecotonos (CROCKATT,
2012).

Los hongos son organismos eucariontes, que se reproducen por
esporas de forma sexual y asexual (ALEXOPOULOS, 1996, ARIAS; PINEROS, 2008),
todos son heterotréficos y absorbentes (ULLOA, 1991) y constituyen un grupo
hiperdiverso, con un numero global de especies estimado de 1,5 a 3,3 millones
(HAWKSWORTH, 2012). Sélo 70 000 especies de hongos han sido descritas, es decir,
menos del 5% de la estimativa mas conservadora (MONKAI et. al., 2012). Los hongos
cumplen un papel crucial en el ciclado de nutrientes de los ecosistemas, establecen
asociaciones simbiéticas con plantas e interacciones con insectos (PAULUS et al.,



2006), ademas poseen un vasto potencial para investigacion biotecnologica
(ZHIGIANG, 2005, KAVANAGH, 2011).

En su papel central en el ciclado de nutrientes y carbono, los hongos
participan en la descomposicion de materia en la hojarasca y el suelo (KJGLLER;
STRUWE; 1982). La descomposicion implica un complejo conjunto de procesos que
incluye agentes fisicos, quimicos y biolégicos, actuando sobre una amplia variedad de
sustratos organicos que son modificados constantemente (LUNGHINI et al., 2013).
Existe gran variedad de hongos y otros microrganismos capaces de catabolizar
celulosa y hemicelulosa (DAVILA; VAZQUEZ-DUHALT, 2006). Después de la
celulosa, la lignina es el segundo compuesto de carbono mas abundante en la biosfera
(BAUTISTA; PALACIO, 2005, JOUANIN; LAPIERRE, 2012) y al ser un heteropolimero
recalcitrante solo consigue ser mineralizado (transformado hasta diéxido de carbono
y agua) en forma limitada por algunas bacterias y extensivamente por algunos hongos
(KIRK; FARRELL, 1987). Se presume que la degradacion selectiva les permite a los
hongos tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales finalmente representan
su fuente de carbono y energia (HAVE; TEUNISSEN, 2001). Los hongos ligninoliticos,
en su mayoria Basidiomicetos, secretan enzimas extracelulares que son esenciales
para la transformacion inicial de la lignina y permiten su posterior mineralizacion
(KIRK; FARRELL, 1987, DAVILA; VAZQUEZ-DUHALT, 2006). La dindmica de la
descomposicion de hojas de especies particulares y la comunidad de
descomponedores asociada, ha sido ampliamente estudiada (HEILMANN-CLAUSEN,;
CHRISTENSEN, 2003, MONKAI et al., 2012). No obstante, la materia no se
descompone de forma segregada en los ecosistemas y debido a efectos no aditivos,
los patrones de descomposicidon no siempre son predecibles a partir de la dinamica
de una sola especie. Debido a esto, estudiar la descomposicidén de la hojarasca como

conjunto, se presenta como una tematica relevante (GARTNER; CARDON, 2004).

Se conoce que el microclima y la deposicion de compuestos como el
nitrégeno tienen efectos sobre los hongos (PROGAR et al., 2000, LILLESKOV et al.,
2002, KAUSERUD et al., 2010, VICENT; BASSIMBA; INTRIGLIOLO, 2011), no
obstante, el conocimiento sobre el efecto de borde en los hongos es escaso (LUCZAJ;
SADOWSKA, 1997). La limitada evidencia disponible muestra que las respuestas de

la rigueza de especies de hongos a los bordes pueden ser negativas (KIGLLER,;



STRUWE, 1982, tUCZAJ; SADOWSKA, 1997), positivas (RUETE; SNALL;
JONSSON, 2016) y neutras (SAARI, 1993), con los efectos siendo modificados de

acuerdo al rango de caracteristicas del borde evaluadas (CROCKATT, 2012).

La diversidad de hongos en ambientes naturales es poco conocida en
Brasil (FORZZA et al., 2010) y publicaciones sobre estudios realizados en el Bosque
Estacional Semideciduo son escasas (WRIGHT; WRIGHT, 2005). Ademas, entre los
pocos estudios conducidos sobre el efecto de borda en hongos, hasta el momento no

se reporta ninguno realizado en esta formacion forestal (CROCKATT, 2012).

La Mata Atlantica, un bioma de bosque neotropical presente en Brasil,
Paraguay y Argentina, es considerada uno de los mas importantes hotspots de
biodiversidad mundial, debido a su elevada riqueza y endemismos (MYERS et al.,
2000). Este bioma fue reducido a menos del 16% de su extension original y la mayor
parte de remanentes corresponde a fragmentos pequefos, aislados, alterados y sin
ninguna proteccion efectiva (SILVA; TABARELLI, 2000, DI BITETTI; PLACCI; DIETZ,
2003, RIBEIRO et al., 2009). ElI Parque Nacional do Iguagu (PNI) constituye el
fragmento de Bosque Estacional Semideciduo, una de las formaciones de Mata
Atlantica (RIZZINI, 1963, VELOSO; RANGEL FILHO; LIMA, 1991), mas grande de la
region Sur de Brasil (IBAMA, 2000). En este sentido, este estudio constituye uno de
los primeros esfuerzos por evaluar la riqueza y composicion de la comunidad de
hongos en el PNI, el primero en estudiar el efecto de borda sobre estos organismos
en el Bosque Estacional Semideciduo y también, el primero en estudiar el efecto de
borda sobre hongos con potencial para degradar compuestos recalcitrantes como la

lignina.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CICLADO DE NUTRIENTES Y HONGOS DESCOMPONEDORES

La descomposicién de la hojarasca, que representa la mayor fuente
de carbono organico en los suelos forestales, es un proceso complejo que implica
mineralizacién y transformacion de materia organica (NOVARA et al., 2015). La
descomposicidon de la hojarasca es un paso clave en el ciclado de nutrientes, ya que
la mayor parte del carbono derivado de la biomasa es mineralizado en ella, haciendo
necesario entender el proceso y los microorganismos involucrados (VORISKOVA;
BALDRIAN, 2013).

Hongos descomponedores de madera son ampliamente usados para
caracterizar el grado de perturbacion en bosques boreales, pero pocos estudios han
sido publicados sobre su repuesta al efecto de borde (CROCKATT, 2012). Los hongos
indicadores de bosques antiguos son, de forma general, altamente especializados
respecto a las especies de arboles, diametro y tipo de decaimiento; la forma en la que
el proceso de decaimiento inicia e incluso a especies predecesoras de hongos.
Ademas, algunos hongos parecen dispersarse pobremente (SIITONEN; LEHTINEN;
SIITONEN, 2005).

La descomposicion bioquimica de la hojarasca es un proceso que
inicialmente involucra la perdida de compuestos poco recalcitrantes como
oligosacaridos, acidos organicos, hemicelulosas y celulosas, seguido de la
degradacion de los compuestos recalcitrantes restantes como lignina y suberina
(BERG; JOHANSSON; MEENTEMEYER, 2000). La calidad del material varia a lo
largo de la descomposicion y esto es acompafiado por los organismos asociados
(DILLY et al., 2001), observandose un proceso de sucesion de microorganismos
descomponedores que refleja la variedad de capacidades catabdlicas que son
requeridas para completar el proceso de descomposicion de la hojarasca
(VORISKOVA; BALDRIAN, 2013). Este proceso lleva teéricamente a dos escenarios:
la formacion de nuevos habitats y un potencial incremento de la diversidad de hongos

o la creacion de un ambiente mas homogéneo con una potencial disminucién de la
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diversidad, ambos escenarios han sido reportados tanto para hojas como para madera
(MELILLO et al., 1989, DICKIE et al., 2012). Sin embargo, el panorama sobre el
desarrollo de la comunidad de hongos en la hojarasca es bastante desconocido aun
(VORISKOVA; BALDRIAN, 2013).

La descomposicion del material vegetal no se limita a lo que sucede
en la capa de hojarasca, en el caso de las hojas de las plantas, por ejemplo, el proceso
de descomposicion inicia tan pronto como la hoja es formada, ya que los hongos de
la filosfera, establecidos en el interior de la hoja, tienen la ventaja del acceso a los
nutrientes en las hojas vivas y mas tarde, después de la senescencia, a la biomasa
de la hoja muerta (STONE, 1987).

2.2 LIGNINAY HONGOS LIGNINOLITICOS

La lignina es el material aromatico renovable mas abundante del
mundo (KIRK; FARRELL, 1987). La lignina es degradada por un menor numero de
microorganismos que otros grandes polimeros como la celulosa (DAVILA; VAZQUEZ-
DUHALT, 2006). La degradacién de la lignina es central en el ciclo de carbono del
planeta pues el segundo compuesto mas abundante, tras la celulosa vy, tal vez mas
significativo, ya que la lignina protege fisicamente la mayor parte de la celulosa y
hemicelulosa del mundo de la hidrdlisis enzimatica (KIRK; FARRELL, 1987).

La lignina es un polimero heterogéneo que ocurre en tejidos lefiosos
y vasculares. Es formada por una reaccién de polimerizacion al azar de alcohol p-
cumarilico, 3-(4- hydroxifenil) propen-1-ol, radicales, y sus derivados metoxi-
sustituidos (KIRK; FARRELL, 1987, HAVE; TEUNISSEN, 2001). La copolimerizacion
por radicales libres de estos alcoholes, iniciada por peroxidasas vegetales, da lugar al
polimero de lignina, quimicamente heterogéneo, amorfo, épticamente inactivo, y

altamente ramificado (Figura 1).

Los hongos que degradan lignina son clasificados de acuerdo con el
modo de ataque a la molécula de lignina durante el proceso de degradacion como:

hongos de la pudricion blanda (soft-rot fungi), hongos de la pudricion marrén (brown-
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rot fungi) y hongos de la pudricion blanca (white-rot fungi) (ARORA; SHARMA, 2010).
Los hongos de la pudricion blanca estan entre los mejores degradadores de lignina,
nombrados de esta forma por el proceso especifico de blanqueamiento que ocurre
durante la degradacién fungica de la madera (HAVE; TEUNISSEN, 2001). La lignina
forma una matriz alrededor de la celulosa en las paredes celulares, este conjunto es
llamado holocelulosa. Los hongos de la pudricion blanca son los unicos organismos
conocidos que pueden mineralizar la lignina, es decir, degradarla completamente a
agua y dioxido de carbono. Sin embargo, la lignina no puede ser degradada como
unica fuente de carbono y energia (DAVILA; VAZQUEZ-DUHALT, 2006). La
degradacion de la lignina, les permite a los hongos de la pudricién blanca acceder a
la celulosa, su fuente de carbono y energia, siendo este, presumiblemente, el real
proposito de la degradacion de lignina por parte de los hongos (HAVE; TEUNISSEN,
2001).

H‘?=n [CH:OH]

Figura 1. Estructura Parcial de la lignina. Fuente: Davila y Vazquez-Duhalt (2006).



12

La naturaleza compleja de la lignina requiere un conjunto de enzimas
oxidativas para su completa degradacion, siendo las principales la lignina peroxidasa
(LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa, con variaciones en sus
caracteristicas relacionadas con la fuente microbiana (NILADEVI, 2009). A parte de
estas tres enzimas existe una enorme variedad de enzimas que se cree actuan en la
degradacion de la lignina, como la veratril alcohol oxidasa (BOURBONNAIS; PAICE,
1988), la aril alcohol deshidrogenasa, la quinona oxidoreductasa, la reductasa
aromatica acida, la valinato hidroxilasa dioxigenasa y la catalasa (LEISOLA;
FIETCHER, 1985), pero estas enzimas son consideradas de menor importancia pues
actuarian como mediadoras de la degradacion de lignina por la producciéon del

peréxido de hidrogeno requerido por la peroxidasa (NILADEVI, 2009).

La lignina peroxidasa (LiP), una glicoproteina descubierta en 1983 en
Phanerochaete chrysosporium, es una de las enzimas mas importantes involucradas
en la degradacion de la lignina (SCHMIDT et al., 1990). Otras lignina peroxidasas han
sido posteriormente encontradas en varios organismos como hongos de la pudricidn
marrdn, hongos de la pudricion blanda y bacterias filamentosas (NILADEVI, 2009).
Por su alto potencial redox, las LiPs consiguen oxidar compuestos fendlicos y no
fendlicos como los del sistema ligninolitico, usando radicales libres para romper la
cadena lateral propilica de las estructuras de lignina (SCHOEMAKER et al., 1985).
Las LiPs tienen la inusual habilidad de romper las unidades no fendlicas recalcitrantes
que comprenden aproximadamente el 90% de la lignina (GLENN et al., 1983). Esta
hemi-peroxidasa posee el mecanismo clasico de la catalisis por peroxidasas para el
que requiere peroxido de hidrogeno (H202); la enzima es oxidada por el H202 y genera
un compuesto con deficiencia de electrones. Este compuesto deficiente de electrones
puede oxidar un compuesto y ser reducido a un segundo compuesto con deficiencia
de un electrén. La oxidacién posterior de otra molécula por el segundo compuesto,

devuelve la peroxidasa a su estado inicial (NILADEVI, 2009).

La manganeso peroxidasa (MnP) es también una hemi-peroxidasa
que requiere H20:2 para su actividad, el potencial redox de la MnP es menor que el de
la LiP, normalmente no oxida compuestos no fendlicos de la lignina y muestra una

fuerte preferencia por Mn (II) como substrato para reduccion (GLENN; GOLD, 1985).
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La lacasa es una polifenol oxidasa que debe su nombre a que fue descubierta, hace
mas de un siglo, en el arbol japonés de la laca: Rhus vernicifera (YOSHIDA, 1883) y
que cataliza la oxidacion de cuatro moléculas concomitantemente (PIONTEK;
ANTORINI; CHOINOWSKI, 2002). Esta enzima contiene atomos de cobre y se
encuentra ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas clases de
hongos y algunas bacterias (GIANFREDA; XU; BOLLAG, 1999). La lacasa fungica
(bencendiol: oxigeno oxidorreductasa, E.C. 1.10.3.2) es una fenol oxidasa extracelular
producida por el micelio de basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetos (BOLLAG;
LEONOWICZ, 1984). Los mejores productores de esta enzima son los hongos
ligninoliticos (LEONOWICZ et al., 2001). Diferenciandose de la LiP y la MnP en que
no requieren H202 para oxidar sus sustratos (NILADEVI, 2009), las lacasas pueden
oxidar una variedad de compuestos aromaticos (p-difenoles) y se caracterizan por
poseer 3 centros cataliticos: un centro T1, mononuclear, se encarga de la oxidacion
del sustrato, mientras que dos centros T2 y T3, forman un centro trinuclear, el cual se
encarga de reducir el oxigeno molecular a agua (ALCALDE; BULTER, 2003, ARIAS et
al., 2003). La lacasa oxida un amplio espectro de compuestos fendlicos y aminas
aromaticas utilizando el oxigeno molecular como aceptor de electrones, reduciéndolo
a agua (GIANFREDA; XU; BOLLAG, 1999). A través de la utilizacion de ciertos
compuestos redox, la lacasa puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos,
logrando asi la oxidacién de porciones no fendlicas de la lignina (CAMBRIA et al.,
2008). Algunos trabajos sugieren la presencia de isoenzimas de lacasa de respuesta
diferencial ante iones metalicos. Yaver et al. (1995), han reportado dos isoenzimas
correspondientes a lacasa, de unos 63 kDa, una de expresion constitutiva y la otra de
expresion inducible, es decir, una expresada de forma constante y otra expresada sélo

bajo la presencia de un sustrato particular.

2.3LOS HONGOS Y EL EFECTO DE BORDE

A pesar del papel clave de los hongos en los ecosistemas forestales
por su papel en el ciclado de nutrientes, como ingenieros de ecosistemas de madera
muerta y como fitopatdgenos, existe un vacio en el conocimiento de como estos

organismos responden a los bordes, que constituye a su vez, una brecha en el
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conocimiento de la funcion ecosistémica de los bosques (MURCIA, 1995). El
conocimiento de los factores que regulan la actividad fungica y de factores bidticos y
abidticos del borde pueden dar claves para la comprension de la influencia de esta
zona sobre los hongos (CROCKATT, 2012).

Los ecotonos constituidos por el borde de florestas y formaciones
vegetales abiertas, se caracterizan, de forma general, por una mayor radicacion solar
y viento, respecto al interior del bosque (HARPER et al., 2005). Estas condiciones
resultan en mayor temperatura, aire mas seco y suelo con mayor fluctuacion de
temperatura y humedad en el borde respecto al interior (YOUNG; MITCHELL, 1994).
La deposicion de materiales es mayor en los bordes de los bosques debido a su
fisionomia, lo que resulta en muchos bordes forestales excediendo cargas criticas de
nitrogeno y de deposicion de acidificantes (SCHRIJVER et al., 2007). Estos efectos
del borde que influencian directamente los organismos, nombrados como efectos de
borde directos o primarios, probablemente influencian a los hongos tanto a nivel de
individuo como de comunidad (LINDENMAYER; FISCHER, 2013).

Los efectos de borde de la radicacién solar pueden alcanzar 10 m a
20 m desde el borde hacia el interior forestal, mientras que los efectos de borde de la
humedad y la temperatura alcanzan tipicamente los 50 m y se sabe que ambos
influencian los hongos (MATLACK, 1993, YOUNG; MITCHELL, 1994). En este sentido,
la distribucién de algunos hongos puede estar influenciada por la radiacion solar
(NEWSHAM et al., 1997), generar impactos en la proteccion contra patégenos de las
plantas y en procesos como la tasa y la ruta de descomposicion de la hojarasca
(OSONO, 2006). La exposicion solar esta relacionada de forma positiva con la
conversion de ergosterol a vitamina D2 (ROBERTS; TEICHERT; MCHUGH, 2008) y
la produccion de cuerpos de fructificacion en algunos hongos patogénicos y sapréfitos
(JENNINGS; LYSEK, 1996, KUES; LIU, 2000). La temperatura y la humedad regulan
procesos autoecoldgicos como la tasa de descomposicion, fases del ciclo de vida
como la produccién de cuerpos de fructificacion (KAUSERUD et al., 2010), extension
del micelio, liberacion y germinacion de esporas (VICENT; BASSIMBA; INTRIGLIOLO,
2011). Interacciones interespecificas como competencia entre hongos también
pueden ser afectadas por la temperatura y la humedad (MCCRACKEN, 1970). Las

fluctuaciones microclimaticas aumentadas en el borde también pueden significar que
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el borde es mas adecuado para especies que se adapten rapidamente a ambientes
cambiantes (LANDESMAN; DIGHTON, 2011).

Se ha reconocido que la eutrofizacién por deposicion de nitrogeno en
el borde tiene un enorme impacto sobre los hongos, al punto de ser un factor
importante en la pérdida de hongos micorrizicos en Europa (ARNOLDS, 1991).
Ademas, el nitrdgeno puede alterar la tasa de descomposicion de madera y hojas y
cambiar la composicion de las comunidades (LILLESKOV; FAHEY; LOVETT, 2001).

Debido a que los vientos son generalmente mas fuertes en el borde
forestal, las esporas de los hongos podrian viajar mas lejos que en los interiores del
bosque, lo que podria influenciar su genética de poblaciones (SLATKIN, 1987).
Adicionalmente la vegetacion del borde podria actuar como un filtro para especies que
dispersan a largas distancias aumentando su establecimiento en el borde mas que en
el interior del bosque (CROCKATT, 2012).

Ademas de los efectos primarios del borde, los posibles mecanismos
y resultados de efectos secundarios de borda, mediados a través del efecto de la
borda sobre otros organismos, son: i) calidad y cantidad de recursos alterados como
un efecto directo del borde, como en el caso de mayor almacenamiento de carbono
en las raices aumentando la colonizacién y riqueza de hongos ectomicorrizicos
(TURNER et al., 2009); ii) cambios indirectos en la calidad y cantidad del recurso, por
cambios en otros organismos, como el efecto de borda alterando la tasa y trayectoria
de la descomposicion de restos lefosos y por ende la sucesion de saprofitos
(RAYNER; BODDY, 1988); iii) distribucion y comportamiento alterado de otros
organismos con los que los hongos tienen contacto directo, como el aumento de la
humedad aumentando la movilidad y actividad de depredaciéon de algunos
invertebrados micéfagos como Collembola (KANEDA; KANEKO, 2011).

La profundidad del efecto de borde para hongos patégenos,
micorrizicos, sapréfitos y algunos no definidos se ha reportado variando de O ma 3 m
hasta 150 m, siendo su alcance influenciado por las variables usadas en su
determinacién. (CROCKATT, 2012).



16

Se debe tener presente que el efecto de borde es influenciado ademas
por una serie de factores espaciales y temporales. Los factores espaciales incluyen el
aspecto del borde (CHEN; FRANKLIN; SPIES, 1995), la orientacion relativa respecto
a la direccion prevalente del viento (WUYTS et al., 2009), el clima regional (HARPER
et al.,, 2005) y la matriz habitat (CHEN; FRANKLIN; SPIES, 1995). Los factores
temporales incluyen cambios diarios y estacionales y alteraciones del borde a lo largo
del tiempo (SIITONEN; LEHTINEN; SIITONEN, 2005, CROCKATT, 2012).

A pesar de que la mayoria de los estudios se realizan en una direccion
desde el ecotono, estudios mostrando un doble efecto de borde son un argumento de
peso para la realizacién de mas estudios a través del ecotono, no sélo en una direccion
(LUCZAJ; SADOWSKA, 1997).

2.4 EVALUACION DE LA DIVERSIDAD DE HONGOS

En la evaluacion de la diversidad de hongos, los abordajes
dependientes de cultivo son tipicamente selectivos porque soélo una fraccion de los
taxones crece bajo las condiciones usadas para el aislamiento (COSTA; PEIXOTO;
GUSAMAO, 2015). Métodos independientes de cultivo como técnicas de
secuenciacion de nueva generacion, son usadas para el estudio de la composicién de
la comunidad de hongos durante el proceso de sucesién en la descomposicion
(VORISKOVA; BALDRIAN, 2013), aunque se pueden presentar alteraciones en la
riqueza y abundancia debido a los métodos para extraccion de ADN y otras técnicas
moleculares (ANDERSON; CAIRNEY, 2004). Ademas, como los organismos no son
aislados ni preservados para uso posterior, los métodos independientes de cultivo,
representan una desventaja para la realizacién de estudios taxonémicos, fisioldgicos,
genéticos y biotecnoldgicos (COSTA; PEIXOTO; GUSAMAO, 2015).

Para el aislamiento y cuantificacion de hongos saprofitos pueden ser
usados métodos con abordaje directo e indirecto (BOOTH, 1971). En el método directo
se detecta la presencia de hongos en su estado vegetativo pudiendo llevar a la
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subestimacion de la diversidad en los sustratos, ya que los cuerpos de fructificacion
de los hongos pueden no estar presentes en el tiempo del estudio, al no depender de
estas estructuras, el método indirecto puede potencialmente registrar una mayor
riqueza de hongos (PAULUS; GADEK; HYDE, 2003).

Comprender los factores que influencian las asambleas de hongos es
esencial para disefar estrategias eficientes de muestreo (LODGE; CANTRELL, 1995).
Estos factores pueden incluir competencia por los recursos, el estado nutricional del
sustrato y condiciones climaticas y microclimaticas. Evidencia empirica también
sugiere que algunos hongos saprofitos estan restringidos a ciertos hospederos y en
alguna medida a ciertos tejidos. Algunos estudios también han mostrado diferencias

en las abundancias de especies entre sustratos (PAULUS et al., 2006).

Estudios realizados en litterbags con mezclas de hojarasca han
reportado que el material de diferentes especies y las variaciones en la calidad del
recurso afectan la tasa de descomposicion y el ciclado de nutrientes (CHAPMAN et
al., 2013). Se ha formulado que la explotacion preferencial de material de alta calidad
por los descomponedores lleva a una alta disponibilidad de nutrientes y permite la
transferencia de nutrientes por difusién pasiva y/o a través de las hifas, a hojarasca
de baja calidad, que a su vez se descompone mas rapido en la mezcla (LUCZAJ;
SADOWSKA, 1997). Sin embargo, la comprensiéon de cémo la estructura de la
comunidad afecta la funcién ecosistémica continua siendo un desafio por el limitado
poder predictivo que se tiene sobre esta relacion (FUKAMI et al., 2010, MCGUIRE et
al., 2012).

2.4.1 Medios generales para el cultivo de hongos: Agar Extracto de
Malta

Los medios de cultivo constituyen sustratos naturales o artificiales empleados en el
cultivo de microrganismos como hongos. Existe gran variedad de medios para atender
las exigencias nutricionales de las diferentes especies, pero de forma general los
medios pueden ser clasificados en: naturales, semi-sintéticos y sintéticos. Los medios

naturales son constituidos por materiales naturales de composicion desconocida como
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extracto de levadura, avena, maiz, entre otros. Los medios semi-sintéticos son
constituidos por materiales de composiciéon conocida y materiales de composicion
desconocida, como Agar Papa Dextrosa, Agar Extracto de Carne Dextrosa, entre
otros. Los medios sintéticos son constituidos de materiales de constitucion conocida
como los medios liquidos de Czapek, Armstrong y Toshinai. Los medios también
pueden ser clasificados en funcidn de la gama de microrganismos cuyas exigencias
consigan atender, como medios generales; utilizados por una amplia gama de hongos
para su crecimiento y reproduccion y medios selectivos; sustratos especificos para el

crecimiento y reproduccion de algunos hongos (MENEZES; ASSIS, 2004).

Elementos esenciales, presentes en cualquier medio de cultivo son: fuente de
carbono, fuente de nitrégeno, iones fosfato y sulfato y iones metalicos (MADIGAN et
al., 2010).El Agar Extracto de Malta es un medio natural general, contiene una alta
concentracion de maltosa y otros sacaridos como fuentes de energia. Dextrina y
glicerina constituyen la fuente de carbono, peptona es la fuente de nitrégeno. Posee
un pH acido, por lo que promueve el crecimiento de levaduras y hongos mientras
restringe el crecimiento bacteriano, a este medio también pueden ser agregados
agentes selectivos de crecimiento (MENEZES; ASSIS, 2004).

2.4.2 Uso de Guayacol como Sustrato Selectivo para Hongos

Ligninoliticos

Los hongos de la pudricién blanca, son capaces, de forma amplia, de
degradar y mineralizar aerdbicamente la lignina, un heteropolimero recalcitrante
(KIRK; FARRELL, 1987), a través de enzimas extracelulares como la lacasa (DAVILA;
VAZQUEZ-DUHALT, 2006). Las lacasas son enzimas degradadoras de lignina con
gran potencial de aplicacion industrial (NILADEVI, 2009) y una alternativa promisoria
para procesos biotecnolégicos con aplicaciones ambientales como el blanqueo de la
pulpa de papel (BOURBONNAIS et al., 1995), la decoloracion de colorantes textiles
(RODRIGUEZ; PICKARD; VAZQUEZ-DUHALT,1999) y la oxidacién de hidrocarburos
polinucleoaromaticos (PICKARD, 1999). Un compuesto capaz de desencadenar la

produccion de enzimas capaces de metabolizarlo es denominado inductor (LEWIN;
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LOPEZ, 1993), varios compuestos han sido utilizados como inductores de la
produccion de lacasa, los mejores resultados se han obtenido con sulfato de cobre
(CuSOs4) y guayacol, este ultimo un fenol derivado de la benzina, utilizado a una
concentracion de 1 mM (D’SOUZA et al., 2006). La adicion de estos compuestos al
medio de cultivo, se presenta como una alternativa para seleccionar hongos
productores de lacasa con capacidad de descomponer lignina (OKINO et al., 2000).
Adicionalmente, la presencia de guayacol en el medio puede ser usada como
indicador de la presencia de fenol-oxidasas, una vez que la formacion de un
compuesto de color marron (tetraguayacoquinona), indica la accién de estas encimas
durante la reaccion ligninolitica (MORAIS, 2015).

2.4.3 Conservacion de Hongos Filamentosos

La conservacion de aislados propios dentro de una coleccion es
necesaria para su uso en la confirmacion de resultados, estudios futuros y para ser
usados como referencia (KOLKOWSKI; SMITH, 1995). La conservacién de
especimenes vivos es de especial interés en estudios ecoldgicos, en los que se
guardan especimenes con fines comparativos y para trabajos futuros,
recomendandose su depdsito en colecciones publicas de microorganismos para su
libre acceso (SMITH; ONIONS, 1983).

Las colecciones de microorganismos han tomado importancia tras el
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, pues aseguran la conservacion de la
biodiversidad microbiana fuera de su habitat natural (GLOWKA, 1996).

El mantenimiento de cultivos de una coleccidén implica mantenerlos
viables, puros y sin cambios genéticos (GRACA; BARLOCHER; GESSNER, 2005).
Esto puede alcanzarse mediante la reduccidn o incluso suspension del metabolismo
fungico. No existen métodos universalmente aplicables para todos los
microorganismos y como regla general se deben emplear métodos que permitan la
conservacion del micelio no esporulado (KOLKOWSKI; SMITH, 1995). Para todas las
formas de conservacién, se deben usar -cultivos saludables, vigorosos vy
preferiblemente en fases tempranas o intermediarias de crecimiento (GRACA;
BARLOCHER; GESSNER, 2005).
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El método de conservacibn a metabolismo reducido en agua
desionizada (Proceso de Castellani) fue usado por primera vez por Castellani para
hongos patogénicos humanos, fue adoptado con éxito para otros grupos de hongos
como deuteromicetos, zigomicetos y ascomicetos, con viabilidad de los cultivos
variando de 2 a 5 afios, siendo “moderados” los resultados en cuanto a la estabilidad
genética de las muestras (CASTELLANI, 1939). Este método presenta la ventaja de
evitar el desarrollo de acaros y es de facil realizacion, pero logra una subsistencia
corta de los cultivos cuando es comparado con otras técnicas (RODRIGUES; LIRIO;
LACAZ, 1992, GRACA; BARLOCHER; GESSNER, 2005).

El metabolismo reducido de los hongos durante el almacenamiento,
se debe probablemente a las bajas concentraciones de nutrientes en el medio y la
restringida disponibilidad de oxigeno en condiciones de sumersion (GRACA;
BARLOCHER; GESSNER, 2005). Algunas de las ventajas de este proceso es que
requiere es que los equipos son economicos, los cultivos requieren poco espacio para
su almacenamiento, la morfologia y la capacidad de esporulacién son usualmente bien
preservadas y la transferencia a medio fresco es generalmente suficiente para
reactivar el cultivo (CAPRILES et al., 1989, RODRIGUES; LIRIO; LACAZ, 1992).
Algunas de las desventajas incluyen el riesgo de cambio genético y/o contaminacién
durante el almacenamiento (GRACA; BARLOCHER; GESSNER, 2005).

La técnica de criopreservacion en glicerol al 20% permite el
almacenamiento de aislados por largos periodos de tiempo (GRACA; BARLOCHER,;
GESSNER, 2005). Para evitar que durante la criopreservacién se generen dafios a
los tejidos y células, por el choque térmico de la ultracongelacion, se usan
crioprotectores como el glicerol (PAUL; TIWARI; JADHAYV, 2015).

2.4 4 Caracterizacion Taxondmica de Hongos Filamentosos

En la evaluacién de la diversidad de hongos aislados, los estudios
morfolégicos consisten en la caracterizacion del crecimiento del micelio, color,
contenido celular (AL-HINDI; AL-NAJADA; MOHAMED, 2011). Se usan caracteres
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macroscopicos como el crecimiento de la colonia del hongo, tamafio, color, textura,
forma, color inverso, exudados, y el borde de la colonia (SHANAKHT; SHAHID; ALI,
2014). Para la caracterizacion microscopica de los aislados fungicos se preparan
laminas y microcultivos, estos ultimos siendo idoneos para la identificacion de
estructuras fungicas al permitir visualizar al microscopio el micelio en su conjunto,
ambos preparados pueden ser tefidos con colorantes como azul de lactofenol
(MENEZES; ASSIS, 2004). Las caracteristicas encontradas son utilizadas en llaves
de identificacion (DOMSCH; WALTER; TRAUTE-HEIDI, 1980).

La clasificacion de los hongos, se ha basado histéricamente en
caracteristicas morfolégicas (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999). Debido a que el
estado sexual del hongo, denominado teleomorfo y sus estados asexuales,
denominados anamorfos (HENNEBERT, WERESUB, 1977), se desarrollan
generalmente en diferentes tiempos y sustratos, se suele disponer de los caracteres
de uno solo de sus estados para la identificacién (GUARRO; GENE; STCHIGEL,
1999). Un factor que dificulta aun mas la identificacién de los hongos aislados, es que
muchas veces so6lo se cuenta con la fase vegetativa, es decir, hifas (ausencia de
esporulacion) y a pesar que las caracteristicas de estas, como pigmentacion, forma 'y
presencia o ausencia de septos, den una idea de su identidad, otras caracteristicas
como el tipo de conidios y la conidiogénesis (proceso de formacion de los conidios) se

requieren para una identificacion morfolégica mas exacta (COLE; SAMSON, 1979).

Aunque los datos morfologicos posean un papel de gran importancia
en la taxonomia de los hongos filamentosos, el uso adicional de datos moleculares se
ha vuelto cada vez mas comun (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999). La informacién
derivada de &cidos nucleicos presenta alta sensibilidad y especificidad, pudiendo ser
empleada en la clasificacion de linajes microbianos en diversos niveles taxondmicos,
desde el establecimiento de relaciones infraespecificas hasta supragenéricas
(STACKEBRANDT; LIESACK, 1993).
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2.5 PARQUE NACIONAL DO IGUACU

El Parque Nacional do Iguagu (PNI), se localiza en la regién oeste del
estado de Parana, comprendido entre 25°05’ y 25°41’ de latitud sur y 53°40’ a 54°38’
de longitud oeste, tiene una superficie de 185.262,5 hectareas y 420 km de perimetro
(IBAMA, 2000). ElI PNI es una unidad de conservacion brasilera, administrada por el
Instituto Chico Mendes de Conservacioén de la Biodiversidad (ICMBio), fue declarada
Patrimonio de la Humanidad por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) por poseer fenbmenos naturales
superlativos y de excepcional belleza natural, las cataratas del lguazu, ademas de
contener habitats naturales importantes para la conservacion in situ de la diversidad
biolégica (UNESCO, 2016).

El clima, segun la clasificacion de Koppen, es Cfa- climatica
subtropical humedo mesotérmico, con veranos calientes y heladas poco frecuentes
(CAVIGLIONE et. al., 2000). Existen en el parque tres formaciones vegetales: Bosque
Estacional Semideciduo, sub-formaciones montana y sub-montana; Bosque Mixto
Ombrdfilo, sub-formacién montana; Formaciones Pioneras de Influencia Pluvial
(IBAMA 2000).Se reconocen en el parque cuatro grandes grupos de suelos: Latosol
Rojo, Tierra Roja, Suelos Hidromoérficos y Suelos Litdlicos (EMBRAPA, 1981). Los
latosoles en la region del PNI, de tres tipos, son muy profundos, formados a partir de
rocas eruptivas basicas, tienen coloracion rojiza, son muy porosos, muy friables y
acentuadamente drenados. La tierra roja tiene algunas caracteristicas en comun con
los latosoles rojos ademas de ser arcillosa y bien drenada. Los suelos hidromorficos
son suelos de tierras inundables, tierras bajas y fondos de valles, tienen el manto
freatico a baja profundidad y estan permanente o estacionalmente saturados de agua,
siendo de color blanco o amarillo (IBAMA 2000).

La diversidad de hongos en el parque es practicamente desconocida,
en un estudio realizado por Wright y Wright (2005) en el Parque Nacional de Iguazu,
homdlogo argentino del PNI, fueron encontrados alrededor de 375 especies. En este
mismo estudio se hace referencia a la carencia de informaciéon sobre microhongos,

uno de los objetivos del presente estudio.
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3 OBJETIVO

El objetivo general de este estudio es evaluar el efecto de borde en la
rigueza y composicion de hongos y hongos potencialmente descomponedores de
lignina en un Bosque Atlantico Semideciduo. Para tal fin, se establecen los siguientes

objetivos especificos:

I.  Preservar y caracterizar los hongos aislados de la materia
vegetal en descomposicion del borde y del interior del
bosque.

ii. Determinar y comparar la riqueza y la composicion de la
comunidad de hongos del borde y del interior.

iii.  Determinar y comparar la rigueza de hongos con potencial

ligninolitico.
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4 METODOLOGIA

4.1 LUGAR DE ESTUDIO Y RECOLECCION DE MUESTRAS

Los tres senderos de 200 m, separados entre si por 200 m, estan
ubicados perpendicularmente en la region Oeste del Parque Nacional do Iguacu, a lo
largo de la via antigua de Guarapuava (Figura 2) (sendero 1 de 25°32’42.5”S y
54°24'58.1"W a 25°32'49.5”’S y 54°24'56.1”"W; sendero 2 de 25°32'41.5”S vy
54°24’50.6"W a 25°32'47.9”S y 54°24’49.2”W; sendero 3 de 25°32'40.6’S y
54°24°43.3"W a 25°32’47.0”S y 54°24’41.9”W), en una region con bosque estacional
semideciduo formacion submontana (altitud entre 251 m y 284 m) y suelo de tipo
latosol rojo (IBAMA, 2000). El lugar, un borde artificial, esta separado de la matriz
agricola por una carretera con un ancho de entre 6 m y 7 m. Las colectas fueron

realizadas en el mes de agosto de 2016, durante el invierno.

Figura 2. Ubicacion de los senderos (1, 2 y 3) en los que se realiz6 el estudio, en la region
Oeste del Parque Nacional do Iguagu (PNI), un borde forestal artificial.

En cada sendero fueron establecidas dos areas de muestreo, con una
distancia desde el borde de la carretera de 8 m (Borde) y 108 m (Interior). En cada
areas se delimité un radio de 5 m y fueron colectadas, al azar y excluyendo la zona
del sendero, 5 submuestras de hojarasca. Cada submuestra consistio en la hojarasca

colectada en parcelas circulares de 100 cm de perimetro (aproximadamente 31,83 cm
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de diametro). El total de la hojarasca colectado en las 5 submuestras de cada area se
depositd en un saco estéril y fue homogenizado. Los sacos fueron sellados, rotulados,

transportados, almacenados a 4 °C y procesados en el laboratorio.

La cobertura de dosel, pH, temperatura y humedad, fueron
determinados tanto en el borde como en el interior de cada sendero (Tabla 1). Para
todos los senderos el borde tuvo mayor temperatura y menor humedad que el interior,
la cobertura de dosel en el borde fue mayor, respecto al interior, en los senderos 2 y
3.

La cobertura de dosel de cada punto fue determinada como la
cobertura media de cada uno de los sitios donde se colectaron submuestras, mediante
registro fotografico y tratamiento de las imagenes con uso del software “Imagen
Processing and Analysis in Java” (ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004). El pH fue
determinado en el laboratorio con una muestra compuesta de suelo del borde y del
interior tomada el dia de las colectas de material vegetal, utilizando pHmetro digital
TECNOPON modelo PA210. La temperatura y humedad fueron determinadas
mediante termohigrometro digital J-Prolab 1566-1 SH-122, durante la toma de

muestras del material vegetal.

Tabla 1. Temperatura, Humedad, Cobertura de Dosel y pH determinados para cada punto de

colecta de muestras en el borde y el interior de cada sendero.

Borde Interior
Temperatura | Humedad Cobertura pH Temperatura | Humedad Cobertura pH
Sendero (°C) (%) Media de medio (°C) (%) Media de medio
Dosel (%) del Dosel (%) del
suelo suelo
1 28.1 60 88 24 83 90
2 28,5 58 95 5,93 27 75 90 5,39
3 33,5 30 96 30,8 48 91

4.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Con el fin de remover particulas de suelo y otros organismos que se
encontraran en la superficie del material, se aplicé a las muestras un proceso de

desinfeccion superficial (PAULUS et al., 2003); aproximadamente 20 g de hojarasca
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de cada punto se lavaron tres veces con 400 mL de agua destilada estéril, agitando

por 2 minutos en frascos estériles.

A seguir, se aplicé el método de filtracion de particulas (BILLS;
POLISHOOK, 1994, COSTA; PEIXOTO; GUSAMAO, 2015); el material de cada punto
fue homogenizado usando una licuadora industrial a alta velocidad en 400 mL de agua
destilada por aproximadamente 2 minutos. Aproximadamente 600 mL de agua fueron
aplicados para lavar la suspension de particulas a través de 5 tamices de acero
inoxidable, con tamafios de malla de 600 ym, 450 ym, 300 ym, 150 ym y 75um,
esterilizados en estufa. Las particulas retenidas en el ultimo tamiz fueron suspendidas
en 40 mL de agua destilada esterilizada para realizar cuatro diluciones seriadas.
Alicuotas de 100uL de las diluciones 102 y 10 fueron transferidas y homogenizadas
con la ayuda de un asa de Drigalsky por triplicado en placas de Petri conteniendo
medio de cultivo.

Para determinar el medio de cultivo y las diluciones que serian
utilizadas en el estudio fue realizado un piloto en el que muestras de materia vegetal
de la regidon del parque fueron preparadas siguiendo el método de desinfeccion
superficial y filtracion de particulas y alicuotas de 100uL de diluciones 101,102,103y
10 fueron inoculadas en placas de Petri con Agar Extracto de Malta y Agar Papa
Dextrosa. El crecimiento de colonias fue mayor en el medio en el Agar Extracto de
Malta por lo que fue elegido este medio, ademas fueron elegidas las diluciones que

permitian un mejor aislamiento de colonias.

4.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Para el aislamiento de los hongos se utilizaron simultaneamente Agar
Extracto de Malta 2% (MA) y Agar Extracto de Malta 2% con Guayacol (MA+G), este
ultimo como medio indicador de hongos con potencial ligninolitico. Como medida
adicional para impedir el crecimiento de bacterias, todos los medios fueron preparados
con 100 mg/L de cloranfenicol. El cloranfenicol es un antibidtico resistente a
temperaturas de esterilizacion en autoclave, que inhibe la sintesis proteica de
bacterias (MADIGAN et al., 2010). Ya que el guayacol es sensible a la temperatura,

se adicion6 en cabina de seguridad al medio estéril, fundido y tibio, en una



27

concentracion de 1mM. Las placas fueron incubadas a 28 °C después de ser
transferida la suspension de particulas. El crecimiento de los hongos fue observado
diariamente por aproximadamente 30 dias y una vez verificada la presencia de hifas,
estas fueron transferidas a placas de Petri conteniendo sus respectivos medios para
purificacion y preservacion de las muestras (COSTA; PEIXOTO; GUSAMAO, 2015).

4.4 PRESERVACION

Cada aislado fue preservado usando dos métodos: conservacion a
metabolismo reducido en agua desionizada conocida como “proceso de Castellani” y
criopreservacion en glicerol al 20%. Para ambas técnicas se tomaron en torno a 6
fragmentos cuadrados de aproximadamente 0.5 cm de lado del cultivo axénico en el
medio MA o MA+G y se depositaron en microtubos con agua desionizada, para el
proceso de Castellani y con una solucion acuosa de glicerol al 20% v/v, para la
criopreservacion. Los microtubos del proceso de Castellani fueron almacenados a
4 °C, los microtubos criopreservados fueron almacenados a -80 °C. Todos los
preservados fueron conservados en la coleccion micoldgica de la Universidad Federal

de Integracion Latinoamericana.

4.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Los cultivos axénicos fueron utilizados para la caracterizacion de los
morfotipos (COSTA; PEIXOTO; GUSAMAO, 2015). La morfologia de los hongos fue
examinada macroscopicamente por observacion de caracteristicas de la colonia,
como forma, color, textura y borde (HERRERA; ULLOA, 2013). La caracterizacion
microscopica, se realiz6 mediante la preparacion de laminas coloreadas con azul de
metileno e imagenes capturadas en el microscopio Axio Lab.A1, objetivo 40X/0,65
«/0,17, con captura mediante sistema Axiocam 105 color, 60N-C 2/3” 0,5X y software
ZEN 2012 (blue edition). Todas las imagenes fueron guardadas para el mantenimiento

de la coleccion micologica de la Universidad Federal de Integracion Latinoamericana.
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4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se determind la riqueza y abundancia de hongos aislados en cada
borde e interior, asi como la riqueza de hongos ligninoliticos y el porcentaje que estos
representan dentro de la comunidad. El efecto de borda sobre la riqueza de hongos y
de la riqueza de hongos con potencial ligninolitico, se evalué mediante analisis
comparativo de la rarefaccion basada en individuos del borde y el interior (KRAKER,;
COBAR, 2011). La evaluacion del efecto de borda en la composicion de hongos, se
realizd por escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (GOTELLI; ELLISON,
2011), usando el entorno y lenguaje para graficos y computacion estadistica R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009). Se realizé un analisis comparativo del

porcentaje de hongos con potencial ligninolitico del borde y de interior.

Los conteos de riqueza de especies son sensibles al numero de
individuos muestreados (GOTELLI; COLWELL, 2011). Debido la pérdida de
informacion que provoca el uso de medidas ampliamente utilizadas como indices de
diversidad, pues combinan variables como la riqueza de especies y la abundancia
relativa en un “solo estadistico” que no permite asegurar el efecto relativo de
una u otra, un mismo valor para un indice puede ser resultado de distintas
combinaciones de estas variables, por lo que no son idoneas para realizar
comparaciones en lariqgueza de especies entre sitios con diferencias en el
tamafio de muestra (KRAKER; COBAR, 2011). El método de rarefaccion fue propuesto
para comparar el numero de especies cuando los muestras diferian en tamafo
(GOTELLI; COLWELL, 2011), pues estima la rigueza de especies en funciéon de
tamanos de muestra mas pequenos (GOTELLI; ENTSMINGER, 2011).

La rarefaccidén es considerada un método de interpolacion, ya que
calcula el numero esperado de especies de cada muestra, si todas fueran reducidas
a un tamano estandar, mediante sub-muestreos conservando la proporcion advertida
entre las especies (GOTELLI; ENTSMINGER, 2011). Presenta ventaja frente a
modelos de extrapolacion, que al ser usados cuando solamente una pequefia
proporcion de la comunidad ha sido muestreado produce grandes errores (COLWELL;
CODDINGTON, 1994) y presenta desventaja al desaprovechar informacion, ya que
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toma como medida general para todas las muestras el tamafo de muestra mas
pequefio (MORENO, 2011), ademas de no distinguir entre patrones de riqueza
distintos, ante tamafos de muestra muy pequenos, ya que todas las curvas convergen
en abundancias bajas (GOTELLI; COLWELL, 2011).

Para la exploracién de una eventual ordenacion en la composicion de
la comunidad de hongos entre las unidades de muestreo del borde y del interior, se
uso el escalamiento multidimensional no métrico (NMDS). EI objetivo del NMDS es
generar un grafico en el que objetos diferentes son posicionados de forma distante en
el espacio de ordenacion, mientras objetos similares son posicionados proximos. Al
ser basado en rangos, solo el orden de clasificacion de las distancias o disimilitudes
originales se mantiene, una ventaja del NMDS frente a otras técnicas de ordenacion
es que, al estar basada en rangos de distancias, tiende a linealizar la relacién entre
las distancias ambientales y las distancias bioldgicas, una desventaja de la técnica es

la dificultad para alcanzar una solucion estable unica.

EI NMDS, inicia con la generacién de una matriz de disimilitud, en este estudio
se utilizé para generarla el indice de similitud de Morisita-Horn, seguidamente, se
asignan los sitios (unidades de muestreo) a una configuracion inicial aleatoria en un
espacio n-dimensional (donde n corresponde al numero de especies). Se calculan las
distancias sobre este nuevo espacio geométrico y se calcula una segunda matriz de
distancia. Seguidamente se comparan las matrices de distancia (la original y la creada
a partir del espacio n-dimensional) y se determina la bondad del ajuste entre ellas
como (estrés). A partir de la configuracion inicial, se reasignan los sitios (unidades de
muestreo) para reducir las distancias con la matriz original y se repite este proceso de
manera iterativa hasta que se consigue una solucién 6ptima en donde la matriz de
distancias generada en el espacio n-dimensional es muy parecida a la matriz de
distancias original (lo que minimiza el estrés) (GOTELLI; ELLISON, 2011).



5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 HONGOS AISLADOS DE LA MATERIA VEGETAL EN DESCOMPOSICION
BORDE Y DEL INTERIOR FORESTAL

DEL

Fueron aislados y preservados 366 morfotipos (ANEXO 1); 55,5%

presentes exclusivamente en el interior, 39,1% presentes exclusivamente en el b

orde

y 5,4% presentes tanto en el borde como en el interior (Figura 3). No pudieron ser

identificados 316 morfotipos (86,3%), pues estos no presentaron estructuras utilizadas

en la identificacién microscopica. Utilizando caracteres morfoloégicos macroscopicos y

microscopicos, 46 morfotipos fueron identificadas a nivel de género (Trichode
Penicillium, Cladosporium, Fusariumy Neurospora), tres fueron identificadas a

de familia (Sclerotiniaceae) y una a nivel de division (Zygomycota) (Figura 4 y 5).

143 20 203

Borde " Interior

Figura 3. Morfotipos de hongos exclusivos del borde, del interior del bosque y de

encontrados en ambos locales.
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Figura 4. Riqueza de hongos identificados a nivel de género (Trichoderma, Penicillium,

Cladosporium, Fusarium y Neurospora), familia (Sclerotiniaceae), division (Zycomycota)

morfotipos no identificados.
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Figura 5. Algunos aspectos morfoldgicos usados en la identificacion: a. Conidias y
Clamidiosporas de Trichoderma, b. Conidioforos y conidias de Penicillium, c. Hifas
vegetativas, conididéforos y conidios pigmentados de Cladosporium, d. Macroconidios de

Fusarium.

Por medio del método de rarefaccion, usado para analisis comparativo
de riquezas en los que solo se dispone del listado de especies y sus abundancias,
para una muestra estandar de 295 individuos, no hay superposicion de los intervalos
de confianza de 95% del borde y del interior, en la curva de rarefaccion, por lo tanto,
la diferencia en la riqueza de morfotipos es significativa con 163 morfotipos en el borde

y 185 morfotipos en el interior (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de la riqueza morfotipos de hongos en el borde y el interior forestal

mediante rarefaccion individual.

Con el fin de analizar los cambios de composicion entre puntos de
colecta del borde y el interior, se utilizd el escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), un analisis indirecto de gradiente, que colapsa la informacién de multiples
dimensiones, como comunidades y lugares, en pocas dimensiones, buscando
representar, lo mas fielmente posible, la disimilitud entre los objetos en el espacio. Al
ser un abordaje basado en rangos, la distancia relativa entre los objetos es mas
informativa que los valores numéricos asignados, en esa medida, no es posible
establecer una tendencia marcada en las distancias entre los puntos ubicados en el

borde y el interior (Figura 7).
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Figura 7. NMDS evidenciando la heterogeneidad de las comunidades de hongos (no existe

agrupamiento entre comunidades del borde y del interior).
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5.2 HONGOS CON POTENCIAL LIGNINOLITICO

Fueron identificadas 69 morfotipos (19% de los aislados) como
potenciales degradadores de lignina por reaccién positiva con el guayacol (Figura 8).
Fueron encontrados 48 morfotipos exclusivos del interior y 21 exclusivos del borde.
Entre las especies de potenciales ligninoliticos se hallaron una especie de
Trichoderma y una especie de Fusarium, siendo la mayoria de los morfotipos no

identificados (97% de los morfotipos potencialmente degradadores de lignina).

Figura 8. Verso de placas de hongos reactivos al
guayacol: a) Morfotipo no identificado reactivo
desde etapas iniciales de crecimiento, b) Hongo
del genero Fusarium reactivo en etapas
avanzadas de crecimiento, ¢) Morfotipo no
identificado con patron de reaccién en anillos

(alternado durante el crecimiento)
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No existe diferencia significativa de hongos con potencial ligninolitico
entre el borde y el interior; para una muestra estandar de 24 individuos, hay
superposicion de los intervalos de confianza de 95% en la curva de rarefaccion (Figura
9), por otro lado, el porcentaje que representan los morfotipos con potencial
ligninolitico dentro de la comunidad total aislada en cada punto, es mayor en el interior

que en el borde (Figura 10).
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Figura 9. Comparacion de la riqueza morfotipos de hongos con potencial ligninolitico en el

borde y el interior forestal mediante rarefaccion individual.
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Figura 10. Porcentaje de morfotipos con potencial ligninolitico (respecto al total de morfotipos

de cada punto).
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El método de rarefaccidon permitio establecer que la riqueza de
morfotipos de hongos es significativamente mayor en el interior forestal pero que la
comunidad de hongos con potencial ligninolitico, pequefa cuando comparada con el
total de la comunidad de hongos, no presenta diferencias significativas de riqueza

entre el borde y el interior.

En este estudio, la baja dispersion de los puntos de la linea en el plot
de estrés, sugiere que las diferencias originales se conservan bien en el numero
reducido de dimensiones (Figura 10) y que no existe una ordenacion entre las

comunidades de hongos del borde y del interior (Figura 7).
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Figura 10. Medida de bondad del ajuste para el NMDS como plot de estrés.

Los 366 morfotipos encontrados con el método de aislamiento
indirecto, superan los cerca de 330 registros de taxones especificos e infraespecificos
reportados en el Catalogo de hongos del Parque Nacional de Iguazu (Argentina) por
Wright y Wright (2005), siendo que establecer un analisis comparativo entre estos
registros se dificulta debido a la disparidad de las metodologias y el esfuerzo de
muestreo (aislamiento indirecto de hongos en tres senderos de un area vs recopilacion
de los todos los registros, principalmente de macromicetos, en todas las colecciones
disponibles) y que significa un avance en el registro de microhongos en esta unidad

de conservacion, cuya riqueza apenas ha sido explorada.

El borde artificial mostré tener un efecto negativo sobre la riqueza de
especies de hongos en la hojarasca en este bosque semideciduo y un efecto neutro
sobre la composicion de la comunidad de hongos. Aunque la comparacion cuantitativa
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con otros estudios de efecto de borde sobre comunidades de hongos no es viable
debido a la amplia gama de parametros que se estudian y la metodologia usada
(comparar muestras en sitios definidos a priori como borde e interior,) efectos
negativos y neutros del borde ya fueron registrados para estudios con hongos
patdogenos en bosques templados deciduos (ICHIHARA; YAMAJI, 2009), con
micorrizas en bosques templados humedos y bosques boreales (EDMONDS et al.,
2000; KJGLLER et al., 2012), con saprofitos en bosques boreales (SNALL;
JONSSON, 2001) y otros estudios con hongos no especificos, como hongos del suelo
y hongos macroscopicos en bosques boreales y boques templados deciduos
(KAGEYAMA et al., 2008; tUCZAJ; SADOWSKA, 1997; MALMIVAARA-LAMSA et al.,
2008; SAARI, 1993), constituyendo uno de los primeros analisis del efecto de borde

sobre la riqueza y composicion para un bosque subtropical semideciduo.

El borde artificial estudiado, presente algunas de las caracteristicas
abidticas descritas de forma general para estas zonas de transicion (CROCKATT,
2012); mayor temperatura y menor humedad, respecto al interior forestal. La cobertura
media del dosel no presentd una tendencia marcada entre borde e interior, aunque se
debe considerar lo limitada de esta medida para determinar la incidencia solar,
principalmente en el borde, donde la formacion abierta adyacente, hace que se pueda
subestimar la radiacion solar total que incide. La mayor deposicién de nutrientes como
nitrdgeno y la acidificacion del suelo, son efectos asociados a los bordes forestales
(CROCKATT, 2012), sin embargo, en este estudio, el pH del borde fue ligeramente
menor que el pH del interior, siendo que no fueron determinadas las variaciones en
nutrientes para ambos lugares. Ambos valores de pH se encuentran dentro del rango
optimo de 4 a 6 (KAVANAGH, 2011; DIEMER, 1996); lo suficientemente bajo para no
afectar el desarrollo de los hongos por solubilizacién de metales y lo suficientemente

alto para no afectar los sistemas enzimaticos (COCHRANE, 1963).

Los hongos géneros identificados (Trichoderma, Penicillium,
Cladosporium, Fusarium y Neurospora), son ubicuos, abarcando especies
comunmente identificadas en muestras de suelo y de materia vegetal (MAYEA; NOVO,;
VALINO, 1991, GIRI et al., 2005), la limitacion en la identificacion en la mayoria de los
morfotipos que no desarrollan caracteristicas morfolégicas importantes para su

identificacion en el medio utilizado (Agar Extracto de Malta), puede ser mejorada con
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el uso de medios que induzcan su desarrollo (MIER; TORIELLO; ULLOA, 2002).
Llevando en consideracion que la certeza taxondmica en estudios con
microorganismos requiere de abordajes de taxonomia polifasica, donde son
integradas al analisis caracteristicas moleculares (RODRIGUES, 2010). Entre los
morfotipos no identificados, muchos mostraron algunas caracteristicas de hongos del
filo Basidiomycota, que en las condiciones de cultivo usadas no desarrollaron
estructuras sexuales, solo crecimiento vegetativo, siendo necesarias condiciones de
cultivo diferenciadas para la estimulacion de la esporulacién o la implementacion de
analisis moleculares (MADIGAN et al., 2010).

En la lignina, la escision del grupo funcional OH unido a la cadena
lateral alifatica, la ruptura de la cadena lateral de alquilo, el éter de arilo y el enlace
entre los anillos aromaticos, forman una mezcla de fenol, guayacol, syringol y
catecoles (FANG, 2016). El guayacol es usado como sustrato e inductor de enzimas
ligninoliticas, como lacasa, cuya presencia es determinada por métodos colorimétricos
(DEAN et al., 2013). Al adicionar guayacol al medio, la presencia de enzimas
ligninoliticas, es detectada por el desarrollo de color (tonos marrones a rojizos) y
aunque como fue mencionado constituye un método econémico y rapido de detectar
produccion de enzimas con potencial ligninolitico, la coloracion puede ser
enmascarada por el color del verso del micelio o la produccion de metabolitos
secundarios. Por esta razén este método se debe considerar una aproximacion y
métodos fotométricos cualitativos y cuantitativos son requeridos para verificar y
cuantificar la actividad enzimatica (DEAN et al., 2013). Fueron observados patrones
diversos de reaccién con guayacol en los morfotipos aislados, algunos reaccionaron
en etapas tempranas de crecimiento, otros en etapas avanzadas y otros en patrones
alternados, estos patrones diferenciales puede guardar relacion con la expresién de
isoenzimas constitutivas e inducidas de lacasa (YAVER et al.1995), sin embargo,

ensayos enzimaticos son requeridos para evaluar esta hipoétesis.

El método de rarefaccion determind que no existe una diferencia
significativa en la riqueza de hongos con potencial ligninolitico entre el borde y el
interior. Cuando se examind la proporcion de la riqueza que representan los hongos
con potencial ligninolitico, en el total de la comunidad, se encontré que constituyen un

mayor porcentaje en el borde que en el interior. Al ser estos hongos los principales
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descomponedores de lignina en la materia vegetal en descomposicion, esta diferencia
podria tener implicaciones en el ciclado de carbono del bosque, sin embargo, para la
evaluacion de este efecto en el ciclado de carbono se requiere de ensayos en los que

se cuantifique el nivel de expresion enzimatica en los diferentes ambientes.

La mayoria de los hongos ligninoliticos aislados en el presente trabajo
pertenece al grupo de morfotipos no identificados, al este grupo posiblemente
englobar hongos del filo Basidiomycota, entre los que se encuentran los mayores
descomponedores de lignina, es esperado que estas especies estén asociados
principalmente al grupo conocido como “hongos de la pudricién blanca” (HAVE;
TEUNISSEN, 2001).
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7 CONCLUSION

Este estudio evidencié un efecto de borde negativo sobre la riqueza y
neutro sobre la composicion de los hongos de la materia vegetal en descomposicion
en un bosque atlantico semideciduo (limitrofe con una matriz agricola). Puso de
manifiesto ademas, que no existe diferencia significativa sobre la riqueza de hongos
con potencial ligninolitico entre el borde y el interior forestal estudiado, aunque estos
constituyan una mayor proporcion de la comunidad de hongos en el interior respecto

al borde forestal.

Los hongos aislados durante este trabajo se encuentran preservados
en la coleccion y constituyen una de las primeras colecciones de hongos de esta
formacion forestal y del PNI, lo que posibilita la realizacion de estudios en diferentes
areas de la microbiologia, ecologia microbiana y biotecnologia. La posterior
identificacion molecular de los aislados posibilitara aumentar el entendimiento sobre

la diversidad de hongos de este ambiente.
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Frecuencia

Reaccion al

Sendero Punto Medio Dilucién Replica Codigo 1) guayacol Morfoespecie Codigo morfoespecie Identificacion
1| BORDE | MA -2 1(1B1.1 AS 1|sp.16
1| BORDE | MA -2 1]|1B1.2 KD 1 | Trichoderma sp. 5
1| BORDE | MA -2 1]|1B1.3 KX 1 | Trichoderma sp. 3
1| BORDE | MA -2 2|1B2.1 INVIABLE
1| BORDE | MA -2 2|1B2.2 INVIABLE
1| BORDE | MA -2 2(1B2.3 AS 5| sp.16
1| BORDE | MA -2 2|1B24 AS 4| sp. 16
1| BORDE | MA -2 2(1B25 JIX 2 | Trichoderma sp. 12
1| BORDE | MA 2 2|1B2.6 AS 3|sp.16
1| BORDE | MA -2 3(1B3.1 INVIABLE
1| BORDE | MA -2 3|1B3.2 INVIABLE
1| BORDE | MA -2 3(1B3.3 JR 7 | Trichoderma sp. 3
1| BORDE | MA -2 3(1B3.4 KR 1 | Trichoderma sp. 20
1| BORDE | MA -4 5| 1B5.1 GA 1| sp. 144
1| BORDE | MA -4 5(1B5.2 INVIABLE
1| BORDE | MA -4 6| 1B6.1 IP 1| sp.209
1| BORDE | MA -4 6 | 1B6.2 DV 2 | sp. 92
1| BORDE | MA -4 6 | 1B6.3 HI 1|sp.179
1| BORDE | MA -4 6 | 1B6.4 CcQ 2 | sp. 62
1| BORDE | MAG -2 1 iBGl' 4 KA 1 | Trichoderma sp. 3
1| BORDE | MAG -2 2 iBGZ. MO 1| sp.275
1| BORDE | MAG 2 2 1362' INVIABLE
1| BORDE | MAG 2 2 1?62' cs 4| sp. 64
1| BORDE | MAG -2 2 12862' AY 1|sp.22
2 | BORDE | MAG -2 2 gBGZ. AD 1 | Fusarium sp. 2
2 | BORDE | MAG -2 2 gBGZ. AD 2 | Fusarium sp. 2
1| BORDE | MAG -2 2 1862' INVIABLE
1| BORDE | MAG -2 2 éBGz' HR 1| sp.186
1| BORDE | MAG 2 2 éBGZ' ER 1| sp. 110
1| BORDE | MAG -2 2 %BGZ' BX 1| sp.46
1| BORDE | MAG -2 2 ;BGZ' Mi 1| sp.269
1| BORDE | MAG -2 2 1?62' AY 1| sp.362
1| BORDE | MAG -2 2 gl)BGZ' KG 1 | Trichoderma sp. 15
1| BORDE | MAG -4 4 1864' INVIABLE
2 :?'{\‘IBER_ MA -2 3|2137 EK 1| sp. 103
1 :?'e\llgER MA -2 1]111.1 JYy 2 | Trichoderma sp. 13
1 :?'{\‘I-gER MA -2 1(111.10 BL 1|sp.36
1 INTE- MA -2 1(111.11 13 oG 1| sp.328

RIOR
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INTE-

RIOR MA -2 11.2 DB sp. 73

IF'Q\II-I(;IIE? MA -2 111.3 DR sp. 87

:;\:10—?? MA -2 111.4 NP sp. 311

:;\:10—?? MA -2 1115 NK sp. 306

:Q:QER MA -2 111.6 U Cladosporium sp. 1
IF'Q\IIBER_ MA -2 1117 INVIABLE

'F'Q\%ER' MA -2 111.8 INVIABLE

IF'Q\II-I(;IIE? MA -2 111.9 LU sp. 255

:;\‘l-g; MA -2 112.1 CcS sp. 64

:;\:10—% MA -2 112.2 AV sp. 19

:;\:10—?? MA -2 112.3 BC sp. 27

:Q:BER' MA -2 112.4 AV sp. 19

:'Q\%ER' MA -2 1125 AV sp. 19

:'?\ll-glz? MA -2 113.1 HW sp. 191

:QJIBER_ MA ) 113.2 INVIABLE

:Q:-(I:JIIE? MA -2 113.3 AL Trichoderma sp. 3
:Q:-(I:JIIE? MA -2 113.4 AL Trichoderma sp. 3
g\:gé MA -2 113.5 AL Trichoderma sp. 3
:'?\‘I;IEJER_ MA -4 114.1 oT sp. 341

:'?\ll-glz? MA -4 114.2 1A sp. 194

:'?\‘I;If—)ER_ MA -4 114.3 INVIABLE

:L\:BER- MA -4 115.1 INVIABLE

IFL\:IJI; MA -4 115.2 NF sp. 301

IFL\:IJI;- MA -4 116.1 FP sp. 132

::'e\ll-l(;ER_ MA -4 116.2 GH sp. 151

::'é\ll-l(;llz? MAG -2 1IG1.1 NA sp. 286

gcT)ER_ MAG -2 élGl'l LX sp. 258

:;\:I)E{- MAG -2 11G2.2 EL sp. 104

IFL\:IJI;- MAG 2 ;IGM INVIABLE

IFL\:IJE{- MAG 2 élGl'l MB sp. 262

:;\‘l(TJER' MAG 2 All'Gl'l INVIABLE

:?'e\ll-l(;ER_ MAG 2 é'Gl'l MM sp. 273

BORDE | MAG -2 iBGZ' EN sp. 106

:;\:I)E{- MAG -2 3I1G3.6 EO sp. 107

IFL\:-CI-)ER MAG -2 ;IGl‘l PJ Penicillium sp. 9
RoR | MAG 2 ot GD sp. 147

:Q%ER' MAG -2 11G1.2 NU sp. 316

:?'e\llgER MAG 2 (l)IGl'Z HT sp. 188

RIoR | MAG 2 1G1.3 Lw sp. 257

:?'Q\II-IC—)ER MAG -2 1IG3.3 EW sp. 115

IFL\:-CI-)ER MAG -2 1IG1.5 DW Cladosporium sp. 5
INTE- MAG -2 11G1.6 ov sp. 342

RIOR
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BORDE | MAG 4 38ee. FA sp. 120
D= | MaG 2 1GL.8 Kz sp. 239
Pon | maG 2 11G1.9 INVIABLE

:;\:g; MAG 2 162.1 PH sp. 351
Pon | maG 2 Jezt INVIABLE

IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -2 ile'l CcuU Trichoderma sp. 10
IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -2 ;IGZ.l CcuU Trichoderma sp. 10
D= | MaG 2 31G3.1 11 FM sp. 129
:Q‘lg; MAG -4 21G6.6 AP sp. 13
:;\:g; MAG 2 11G3.9 GC sp. 146
:;\:-g; MAG -2 11G2.5 DX Cladosporium sp. 6
:Q:BER' MAG 2 11G2.6 co sp. 62
:'?\II;I:—)ER- MAG 2 11G2.7 DI sp. 78
:'Q\%ER' MAG 2 11G2.8 EM sp. 105
'F';‘lg';' MAG 2 11G2.9 MY sp. 285
IFL\:Q; MAG 2 1163.1 MH sp. 268
Pon | maG 2 Jest INVIABLE

Pon | maG 2 21631 GC sp. 146
:';‘lgER' MAG 2 ;'63'1 ow sp. 343
:'Q\%ER' MAG 2 é'G&l FU sp. 137
:'Q\%ER' MAG 2 21G3.6 GF sp. 149
Pon | maG 2 gest INVIABLE

Pon | maG 2 Jest DO sp. 84
Pos | maG 2 pies1 MK sp. 271
g\‘l(TJER' MAG 2 S'Gl'l AR sp. 15
Pon | maG 2 ;'63'1 GD sp. 147
Pon | maG 2 11G3.2 INVIABLE

'FL\:I)';' MAG 2 21G3.5 GM sp. 156
Pos | mac 2 jes2 EX sp. 116
Pos | maG 2 21631 GN sp. 157
BORDE | MAG 2 EBGL GU sp. 164
g\‘l(TJER' MAG 2 11G3.4 HV sp. 190
g\‘l(TJER' MAG 2 11635 NE sp. 300
Pos | mac 2 11G3.6 INVIABLE

Poe | mac 2 11G3.7 00 sp. 344
BORDE | MAG 2 ez 2 Gw sp. 166
:?'{\‘IBER_ MAG 2 é'G&l GY sp. 168
:?'{\‘IBER_ MAG 4 11G4.1 AO sp. 12
Pon | maG 4 11G4.2 NY sp. 320
Poe | mac 4 11G5.1 INVIABLE

Poe | mac 4 11G6.1 FN sp. 130
INTE- | \iaG 4 11G6.2 INVIABLE

RIOR
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BORDE | MA -2 2B1.1 KL Trichoderma sp. 6
BORDE | MA 2 (2)51'1 INVIABLE

BORDE | MA -2 iBl'l LP Trichoderma sp. 26
BORDE | MA 2 gBl'l FE Penicillium sp. 2
BORDE | MA -2 gBl'l Jw Trichoderma sp. 11
BORDE | MA 2 iBl'l cT sp. 65

BORDE | MA 2 EB“ cT sp. 65

BORDE | MA 2 251'1 MU sp. 281

BORDE | MA 2 iBLl BL sp. 36

BORDE | MA 2 gBl'l INVIABLE

BORDE | MA 2 SB“ AM sp. 10

BORDE | MA 2 2B1.2 INVIABLE

BORDE | MA -2 351.2 KW Trichoderma sp. 24
BORDE | MA 2 iBl'z w Trichoderma sp. 11
BORDE | MA 2 381'2 Fi sp. 125

BORDE | MA 2 581'2 M sp. 206

BORDE | MA 2 2B1.3 INVIABLE

BORDE | MA 2 2B1.4 INVIABLE

BORDE | MA 2 2B15 INVIABLE

BORDE | MA 2 2B1.6 INVIABLE

BORDE | MA -2 2B1.7 Jw Trichoderma sp. 11
BORDE | MA 2 2B1.8 Gl sp. 152

BORDE | MA 2 2B1.9 NJ sp. 305

BORDE | MA 2 2B2.1 ET sp. 112

BORDE | MA -2 ng'l CL Cladosporium sp. 4
BORDE | MA 2 iBz'l FK sp. 127

BORDE | MA 2 352'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 552'1 BK sp. 35

BORDE | MA 2 iBz'l cy sp. 69

BORDE | MA 2 582'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 232'1 EP sp. 108

BORDE | MA 2 532'1 FH sp. 124

BORDE | MA 2 552'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 552'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 2B2.2 EV sp. 114

BORDE | MA 2 SBZ'Z Q sp. 338

BORDE | MA 2 isz.z INVIABLE

BORDE | MA 2 352'2 HL sp. 182

BORDE | MA 2 552.2 INVIABLE

BORDE | MA 2 b2z INVIABLE

BORDE | MA 2 EBZ'Z 23 sp. 230

BORDE | MA -2 2B2.3 U Cladosporium sp. 1
BORDE | MA 2 2B2.4 INVIABLE
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BORDE | MA 2 2825 INVIABLE
BORDE | MA 2 2826 M sp. 261

BORDE | MA 2 2827 M sp. 261

BORDE | MA 2 2828 JQ sp. 237

BORDE | MA 2 2B2.9 ML sp. 272

BORDE | MA 2 2B3.1 HN sp. 184

BORDE | MA 2 (2)53'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 iBal INVIABLE

BORDE | MA 2 583'1 KB Trichoderma sp. 14
BORDE | MA 2 §B3'1 GX sp. 167

BORDE | MA -2 283.1 KB Trichoderma sp. 14
BORDE | MA 2 §B3'1 EU sp. 113

BORDE | MA 2 (2353'1 INVIABLE

BORDE | MA 2 §B3'1 FT sp. 136

BORDE | MA 2 2B3.2 Jo sp. 235

BORDE | MA 2 2833 BN sp. 38

BORDE | MA 2 2B3.4 INVIABLE

BORDE | MA -2 2B3.5 EA Cladosporium sp. 8
BORDE | MA 2 2B3.6 Gz sp. 169

BORDE | MA 2 2B3.7 L sp. 240

BORDE | MA 2 2B3.8 GG sp. 150

BORDE | MA -2 2B3.9 | Fusarium sp. 1
BORDE | MA 4 2B4.1 E sp. 94

BORDE | MA 4 2B4.2 0z sp. 345

BORDE | MA 4 2B5.1 INVIABLE

BORDE | MA 4 2B5.2 INVIABLE

BORDE | MA 4 2B5.3 INVIABLE

BORDE | MA 4 2B5.4 INVIABLE

BORDE | MA 4 2B6.1 PI sp. 352

BORDE | MAG 2 iBGl' DS sp. 89

BORDE | MAG 2 igGl' o sp. 322

BORDE | MAG 2 i?Gl' BE sp. 29

BORDE | MAG 2 igGl' INVIABLE

BORDE | MAG 2 igGl' INVIABLE

BORDE | MAG 2 ﬁGl' BM sp. 37

BORDE | MAG 2 igGl' J sp. 220

BORDE | MAG 2 igGl' INVIABLE

BORDE | MAG 2 i?el' 0 sp. 322

BORDE | MAG 2 igel' INVIABLE

BORDE | MAG -2 5561' JYy Trichoderma sp. 13
BORDE | MAG 2 gBGl' H sp. 170

BORDE | MAG -2 3261' KP Trichoderma sp. 18
BORDE | MAG 2 2BGL s sp. 339
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2BG1.

BORDE | MAG 2 - HH 1| sp.178
BORDE | MAG 2 gBGl' LY 1| sp. 259

BORDE | MAG 2 et

:;\:g; MAG 2 é'Gl'l HA 1|sp.171

BORDE | MAG 2 gBGl'

BORDE | MAG 2 %BGL K 1| sp. 238

BORDE | MAG 2 gBGl' o 4| sp.322

BORDE | MAG 2 SBGL o 3| sp. 322

:Q‘lg; MAG 2 1'61'1 HB 1] sp. 172

BORDE | MAG 2 igez. GL 1| sp. 155

:;\:g; MAG 2 31GL.9 HD 1| sp.174

:;\%ER' MAG 2 11G3.8 HE 1| sp. 175

BORDE | MAG 2 iBGZ' DS 2| sp. 89

BORDE | MAG -2 EBGZ \% 2 | Cladosporium sp. 2
BORDE | MAG 2 éBGz' INVIABLE

BORDE | MAG 2 ?BGZ' INVIABLE

BORDE | MAG 2 5562. INVIABLE

BORDE | MAG 2 SBGZ' INVIABLE

:'?\II;I:—)ER- MAG 2 2'63'1 HG 1| sp. 177

:'Q\%ER' MA -4 315.8 HO 1| sp. 185

BORDE | MAG 2 ifG& T 3 | Penicillium sp. 2

BORDE | MAG 2 iges. INVIABLE

BORDE | MAG 2 ﬁes. Fz 1| sp. 142

BORDE | MAG 2 SBG& B 1| sp. 195

BORDE | MAG 2 gBG& INVIABLE

BORDE | MAG 2 iBG& cG 1]|sp.55

BORDE | MAG 2 EBG& PG 1| sp. 353

BORDE | MAG 2 i’gG& Ic 1| sp. 196

BORDE | MAG 2 ?BG& INVIABLE

BORDE | MAG 2 i’gG& D 1| sp. 197

BORDE | MAG 2 SBG& INVIABLE

BORDE | MAG -4 5864' U 10 | Cladosporium sp. 1
::'e\llgi MA -2 211.1 U 2 | Cladosporium sp. 1
:;\:I)Eg MA -2 211.2 CB 1 | Neurospora sp. 1

'F’;:I)ER' MA 2 211.3 EY 1] sp.117

'F’;:I)ER' MA 2 211.4 INVIABLE

:?'{\‘IBER_ MA 2 2115 AN 1]sp 11

:?'{\‘IBER_ MA 2 212.1 KC 2 | Trichoderma sp. 3
QI)ER_ MA 2 212.10 INVIABLE

:?'e\ll-cr)ER MA -2 212.11 LR 1 | Penicillium sp. 7

'F’;:I)ER' MA 2 212.12 BZ 1|sp.48

INTE- MA -2 212.13 DW 2 | Cladosporium sp. 5

RIOR
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INTE-

RIOR MA -2 212.14 DR sp. 88

IF'Q\II-I(;IIE? MA -2 212.15 INVIABLE

:Q:QER MA -2 212.16 Jz Trichoderma sp. 3
:Q:QER MA -2 212.17 CK Cladosporium sp. 3
:;\:10—?? MA -2 212.18 HF sp. 176

IF'%\‘I-(I;IIE? MA -2 212.19 BV Penicillium sp. 1
IF'%\II-I(;IIE? MA -2 212.2 GP sp. 159

IF'%\‘I-(I;IIE? MA -2 212.20 EB Cladosporium sp. 4
:;\‘ILER_ MA -2 212.21 HC sp. 173

:;\:-SER- MA -2 212.22 INVIABLE

:;\:-SER- MA -2 212.23 INVIABLE

:;\:Z)ER- MA -2 212.24 s sp. 339

:'?\llglz? MA -2 212.25 DT sp. 90

:212:—)% MA -2 212.26 BJ sp. 34

:gll-lo—i MA -2 212.27 AU sp. 18

:L\:EER' MA -2 212.28 MT gclerotiniaceae sp.
g\:gé MA -2 212.29 DT sp. 90

g\:gé MA -2 212.3 AO sp. 12

:'?\llglz? MA -2 212.30 CS sp. 64

:'?\ll-glz? MA -2 212.4 oD sp. 325

:'?\‘I;If—)ER_ MA -2 212.5 INVIABLE

g\:glz? MA -2 212.6 AU sp. 18

:Q:-(I:JIIE? MA -2 212.7 U Cladosporium sp. 1
:;\:-g; MA -2 212.8 KG Trichoderma sp. 15
::'Q\‘I-(I;ER MA -2 212.9 INVIABLE

::'é\ll-l(;llz? MA -2 213.1 FB sp. 121

::'é\ll-l(;llz? MA -2 213.10 MW sp. 283

:;\:I)E{ MA -2 213.11 A sp. 1

:;\:I)Eg MA -2 213.12 Ju Trichoderma sp. 3
IFL\:IJE{- MA 2 213.13 G sp. 143

::'Q\‘I-(I;ER MA -2 213.14 C sp. 49

:;\‘l(T)ER' MA 2 213.15 B sp. 24

::'é\ll-l(;llz? MA -2 213.16 OF sp. 327

IFL\:IJE{- MA 2 213.17 FQ sp. 133

:?,Q\:-CI-)ER MA -2 213.18 A sp. 1

:?,Q\:-CI-)ER MA -2 213.19 A sp. 1

::'(\‘IBER MA -2 213.2 NN sp. 309

:?'{\‘IBER MA -2 213.20 INVIABLE

:;\‘IBER_ MA -2 213.21 B sp. 24

:?'Q\II-IC—)ER MA -2 213.22 B sp. 24

'FL\:I)ER' MA -2 213.23 INVIABLE

INTE- MA 2 213.24 B sp. 24

RIOR
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INTE-

RIOR MA -2 213.25 INVIABLE
IF'%\‘I-(I;IIE? MA -2 213.26 Ju Trichoderma sp. 3
:;\:g; MA -2 213.27 A sp.1

BORDE | MA -2 213.28 INVIABLE

IF'Q\P(;E MA -2 213.3 JA sp. 221

'F';%ER' MA 2 213.4 GT sp. 163

:Q:QER MA -2 213.5 u Cladosporium sp. 1
:;\:10—?? MA -2 213.6 GE sp. 148

:;\:-SER- MAG -2 SIGZ']' IF sp. 199

IF'%\II-I(;IIE? MA -2 213.8 P sp. 337

IF'Q\‘I-(I;ER_ MA 2 213.9 INVIABLE

:'?\llglz? MA -4 214.1 NC sp. 288

:Q:BER- MA -4 214.2 INVIABLE

:Q:BER- MA -4 214.3 AG sp. 5

IFL\:IJER- MA -4 214.4 BR sp. 42

:'?\‘I-(Ij—)ER- MA -4 215.1 INVIABLE

:'?\III)IIE? MA -4 215.10 LO Penicillium sp. 6
:'?\‘I;If—)ER_ MA -4 215.11 INVIABLE

g\:gé MA -4 215.12 DY Cladosporium sp. 7
g\:glz? MA -4 215.2 F sp. 119

:Q:BER- MA -4 215.3 FU sp. 137

:'?\‘I;IEJER_ MA -4 215.4 D sp. 71

:'?\‘I-(If—)ER_ MA -4 215.5 CA sp. 50

::'é\ll-l(;llz? MA -4 215.6 EZ sp. 118

:gll-g; MA -4 215.7 U Cladosporium sp. 1
:;\:I)E{- MA -4 215.8 INVIABLE

:;\:I)E{- MA -4 215.9 DU sp. 91

g\:cT)ER- MA -4 216.1 INVIABLE

::':‘l-(I;ER_ MAG -4 21G5.1 IG sp. 200

::'é\ll-l(;llz? MA -4 216.3 MX sp. 284

:?'e\ll-(gllz? MA -4 216.4 U Cladosporium sp. 1
:;\:I)E{ MA -4 216.5 GO sp. 158

:;\:I)E{ MA -4 2l6.6 AK sp. 9

IFL\:IJI;- MA -4 216.7 AK sp. 9

:Z'Q\IIBER_ MA -4 216.8 Al sp. 8

::'l\lI-IO—ER MA -4 216.9 MF sp. 266

:?'e\llgER MAG -2 2IG1.1 AB Trichoderma sp. 1
:?’Q\:-CI-)ER MAG -2 11G2.4 IL sp. 205

::L\:-CI;ER MAG -2 21G1.2 X Trichoderma sp. 2
::L\:IJER MAG -2 2IG1.3 KF Trichoderma sp. 3
:?'e\lI-IO—IIE? MAG -2 21G1.4 INVIABLE

INTE- MAG -2 21G1.5 AB Trichoderma sp. 1

RIOR
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INTE-

RIOR MAG -2 21G1.6 JV Trichoderma sp. 1
D= | MaG 2 21GL.7 MN sp. 274

:;\:g; MAG 2 21G1.8 s Trichoderma sp. 3
:;\:-g; MAG -2 21G1.9 JV Trichoderma sp. 1
Pon | maG 2 21G2.1 INVIABLE

'F';‘lgER' MAG 2 S'G&l I sp. 213

'F';‘lgER' MAG 2 i'Gz'l INVIABLE

'F';‘lgER' MAG 2 3'62'1 DO sp. 86

Pon | maG 2 2'62'1 INVIABLE

:;\:g; MAG 2 1'63'1 ic sp. 223

Pon | maG 2 2621 INVIABLE

:L\:BER' MAG 2 2'62'1 iz sp. 219

:'?\II;I:—)ER- MAG 2 8'63'1 J sp. 229

:'Q\%ER' MAG 2 31G3.5 aiL sp. 232

g\‘lgé MAG -2 SIGZ'l KE Trichoderma sp. 3
IFL\:Q; MAG 2 31G3.7 M sp. 233

Pon | maG 2 ale22 v sp. 215

Pon | maG 2 g6z P sp. 236

:'?\II;I:—)ER- MAG 2 21G2.4 BB sp. 26

:'Q\%ER' MAG 2 21G2.5 MS sp. 280

Pon | mAG 2 2162.6 INVIABLE

IFL\:Q; MAG 2 %'Gl'l LE sp. 243

Pon | maG 4 21G5.4 LF sp. 244

Pos | maG 2 21G2.9 MS sp. 280

g\‘l(TJER' MAG 2 21G3.1 MR sp. 279

BORDE | MAG 2 5363' LM sp. 251

Pon | maG 2 21631 Dz sp. 93

Pos | mac 2 a3t INVIABLE

Pos | mac 2 ales1 GE sp. 148

Pos | maG 2 aest INVIABLE

BORDE | MAG 2 ngz' MD sp. 264

g\‘l(TJER' MAG 2 2'63'1 H sp. 201

BORDE | MAG 2 iEGZ' MJ sp. 270

'FL\:I)';' MAG 2 5'63'1 GO sp. 160

Poe | mac 2 2631 INVIABLE

IFL\:-CI-)ER MAG -2 21G3.2 DY Cladosporium sp. 7
:?'{\‘IBER_ MAG 2 (2)'63'2 GB sp. 145

BORDE | MAG -2 ;BGZ' MP sp. 276

Pon | maG 2 1IG1.4 NB sp. 287

Poe | mac 2 g6z X sp. 217

Poe | mac 2 2632 NO sp. 310

INTE- MAG -2 21G3.3 N Fusarium sp. 3

RIOR
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BORDE | MAG 2 28es AE sp. 3

D= | MaG 2 21G2.2 BF sp. 30

:;\:g; MAG 2 21G3.8 NG sp. 302

:;\:g; MAG 2 21G3.7 B sp. 222

BORDE | MAG 2 2863 NH sp. 303

'F';‘lgER' MAG 2 21G3.9 MR sp. 279

'F';‘lgER' MAG -4 21G4.1 NZ sp. 321

D= | MaG -4 21G4.2 AC sp. 2

:Q‘lg; MAG -4 21G4.3 13 sp. 202

:;\:g; MAG -4 21G4.4 GV sp. 165

Pon | maG 4 21G4.5 INVIABLE

:Q:BER' MAG 4 21G4.6 INVIABLE

:'?\II;I:—)ER- MAG 4 21G4.7 INVIABLE

Pon | mAG 4 21G4.8 INVIABLE

'F';‘lg';' MAG -4 21G4.9 AC sp. 2

BORDE | MAG 2 (23563' NI sp. 304

Pon | maG 4 21G5.2 MV sp. 282

Pon | maG 4 21G5.3 INVIABLE

BORDE | MAG 2 i’ng' NQ sp. 312

:'Q\%ER' MAG -4 2IG5.5 cD sp. 52

:'Q\%ER' MAG -4 21G5.6 JF sp. 226

Pon | maG 4 21G5.7 INVIABLE

IFL\:Q; MAG 4 21G5.8 HJ sp. 180

Pos | maG 4 21G5.9 INVIABLE

g\‘l(TJER' MAG 4 21G6.1 LI sp. 247

g\‘l(TJER' MAG -4 21G6.2 PA sp. 354

::'e\llgi MAG -4 21G6.3 EA Cladosporium sp. 8
'FL\:I)';' MAG 4 21G6.4 T Penicillium sp. 2
'FL\:I)';' MAG 4 21G6.5 FG Penicillium sp. 4
Pos | maG 2 11G62.3 NR sp. 313

::'e\llgi MAG -4 21G6.7 \% Cladosporium sp. 2
g\‘l(TJER' MAG 4 21G6.8 T Penicillium sp. 2
BORDE | MA -2 3B1.1 CJ Cladosporium sp. 3
BORDE | MA 2 e Lc sp. 241

BORDE | MA 2 3812 OH sp. 329

BORDE | MA 2 3813 BT sp. 44

BORDE | MA 2 3B1.4 BS sp. 43

BORDE | MA 2 3B15 Ls sp. 253

BORDE | MA -2 3B1.6 HP Neurospora sp. 2
BORDE | MA 2 3817 Lc sp. 241

BORDE | MA 2 3818 HX sp. 192

BORDE | MA 2 3B1.9 INVIABLE
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BORDE | MA -2 3B2.1 JS Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 3B2.2 KE Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 3B2.3 JS Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 3B2.4 JT Trichoderma sp. 4
BORDE | MA -2 3B2.5 AZ sp. 23

BORDE | MA 2 3B2.4 AZ Zygomycota
BORDE | MA -2 3B2.6 KC Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 3B2.7 OoP sp. 336

BORDE | MA -2 3B2.8 KN Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 3B3.1 OK sp. 332

BORDE | MA 2 883'1 AL Trichoderma sp. 3
BORDE | MA 2 §B3'1 JR Trichoderma sp. 3
BORDE | MA -2 1;>B3.l LT sp. 254

BORDE | MA -2 3B3.2 AW sp. 20

BORDE | MA -2 3B3.3 JT Trichoderma sp. 4
BORDE | MA 2 3B3.4 MZ gclerotiniaceae sp.
BORDE | MA -2 3B3.5 LN sp. 252

BORDE | MA -2 3B3.6 AW sp. 20

BORDE | MA -2 3B3.7 KD Trichoderma sp. 5
BORDE | MA -2 3B3.8 INVIABLE

BORDE | MA -2 3B3.9 INVIABLE

BORDE | MA -4 3B4.1 IK sp. 204

BORDE | MA -4 3B4.2 CJ Cladosporium sp. 3
BORDE | MA -4 3B4.3 CJ Cladosporium sp. 3
BORDE | MA -4 3B4.4 CR sp. 63

BORDE | MA -4 3B4.5 ou sp. 346

BORDE | MA -4 3B4.6 CR sp. 63

BORDE | MA -4 3B4.7 GB sp. 145

BORDE | MA -4 3B4.8 NM sp. 308

BORDE | MA -4 3B5.1 OR sp. 347

BORDE | MA -4 3B5.2 DJ sp. 79

BORDE | MA -4 3B5.3 U Cladosporium sp. 1
BORDE | MA -4 3B5.4 AT sp. 17

BORDE | MA -4 3B5.5 U Cladosporium sp. 1
BORDE | MA -4 3B5.6 El sp. 101

BORDE | MA -4 3B6.1 FR sp. 134

BORDE | MA -4 3B6.2 FW sp. 139

BORDE | MAG -2 iBGl' IR Trichoderma sp. 3
BORDE | MAG -2 igel' KF Trichoderma sp. 3
BORDE | MAG -2 i?el' KJ Trichoderma sp. 3
BORDE | MAG -2 :132861' (0]] sp. 330

BORDE | MAG -2 gBGl' BG sp. 31

BORDE | MAG -2 gBGl' JH sp. 228

BORDE | MAG 2 3BGL. INVIABLE
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BORDE | MAG 2 gBGl a7 Trichoderma sp. 4
BORDE | MAG -2 gBGl X Trichoderma sp. 2
BORDE | MAG 2 ;’BGL w sp. 340

BORDE | MAG 2 gBGl' w sp. 340

BORDE | MAG -2 gBGl' JR Trichoderma sp. 3
'F';‘lgER' MAG 2 1'63'1 NS sp. 314

BORDE | MAG 2 862 16 sp. 227

BORDE | MAG 2 11-3?62. HS sp. 187

BORDE | MAG 2 22502. 19 sp. 210

:;\:g; MAG -4 31G5.1 2 NW sp. 318

BORDE | MAG 2 ez MG sp. 267

:L\:BER' MAG 2 2632 NX sp. 319

:';‘lgER' MAG 2 21G2.8 03 sp. 331

BORDE | MAG 2 Be2 PD sp. 355

BORDE | MAG 2 ngz' PC sp. 356

BORDE | MAG 2 2502. EC sp. 95

BORDE | MAG 2 spez DM sp. 82

BORDE | MAG 2 ez AX sp. 21

BORDE | MAG 2 gBGZ' 10 sp. 208

BORDE | MAG 2 gBGz' OA sp. 323

BORDE | MAG 2 i’BGZ 2 BO sp. 39

BORDE | MAG 2 gsez. LH sp. 246

BORDE | MAG 2 SBGZ' cs sp. 64

BORDE | MAG 2 3863 14 AT sp. 17

BORDE | MAG 2 ;BG& AF sp. 4

BORDE | MAG 2 sme2 BP sp. 40

Pon | ma 4 216.2 BQ sp. 41

BORDE | MAG 2 3863 Lz sp. 260

BORDE | MAG -2 i'ZBGB' KK Trichoderma sp. 5
BORDE | MAG 2 863 ND sp. 299

BORDE | MAG 2 ng& INVIABLE

BORDE | MAG 2 fEG& Hz sp. 193

BORDE | MAG 2 iEG& BD sp. 28

BORDE | MAG 2 el INVIABLE

BORDE | MAG 2 8es 1 sp. 363

BORDE | MAG -2 :13563‘ DX Cladosporium sp. 6
BORDE | MAG -2 ige?" 3 LG sp. 245

BORDE | MAG 2 gses. 3 CN sp. 59

BORDE | MAG 2 Soes LK sp. 249

BORDE | MAG -2 gBGS. 4 Jz Trichoderma sp. 3
BORDE | MAG 2 3Be3. 7 AT sp. 17

BORDE | MAG 2 3BG3. 5 cz sp. 70
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BORDE | MAG -2 2863' HO Neurospora sp. 3
BORDE | MAG 2 3563' Fv sp. 138

BORDE | MAG 2 gses. CN sp. 60

:Q:LER' MAG -2 1IG1.7 BW sp. 45

BORDE | MAG -4 2BGS' FO sp. 131

BORDE | MAG -4 ?BG& DP sp. 85

BORDE | MAG -4 2866' FX sp. 140

IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -2 21G2.7 cC sp. 51

BORDE | MAG -4 iBGS' F sp. 126

BORDE | MAG -4 gBGG' JE sp. 225

:;\:-gER- MA -2 3111 2 Bl sp. 33

:Q:BER' MA 2 311.2 2 BH sp. 32

:'?\ll-glz? MA 2 3113 KU Trichoderma sp. 22
:'?\‘I;If—)ER_ MA -2 311.4 INVIABLE

:yl-lo—llz? MA -2 311.5 CF sp. 54

:Q:-(I:JIIE? MA -2 311.6 oB Trichoderma sp. 28
g\:glz? MA -2 3117 JIX Trichoderma sp. 12
IFL\:IJI; MA -2 312.1 4 KY Trichoderma sp. 7
:'?\‘I-(If—)ER_ MA -2 312.2 4 INVIABLE

:'2\135? MA -2 312.3 7 JS Trichoderma sp. 3
:';%ER' MA -2 312.4 ON sp. 334

:L\:BER- MA -2 312.5 INVIABLE

g\:gé MA -2 312.6 ocC sp. 324

:;\:-g; MA -2 312.7 LB Trichoderma sp. 25
::'Q\‘I-(I;ER_ MA -2 312.8 INVIABLE

::':‘lgi MA -2 313.1 12 KA Trichoderma sp. 3
::'l\ll-(gER_ MA -2 313.2 3 INVIABLE

:;\:-g; MA -2 313.3 15 Cl sp. 57

:;\:I)Ee MA -2 313.4 KS Trichoderma sp. 21
IFL\:IJE{- MA -2 313.5 INVIABLE

::'Q\‘I-(I;ER_ MA -2 313.6 INVIABLE

::'e\ll-(glli MA 2 313.7 KV Trichoderma sp. 23
:gll-(r)ER_ MA -2 313.8 LQ Trichoderma sp. 27
:;\:I)E{- MA -2 313.9 INVIABLE

:;\:-CI;ER_ MA -4 314.1 ES sp. 111

:?’e\:-cr)ER MA -4 314.2 EQ sp. 109

::'{\‘IBER_ MA -4 314.3 INVIABLE

'F?%'E' MA -4 314.4 PB sp. 357

::'l\llgER_ MA -4 315.1 DU sp. 91

:Q‘I-CI—)ER_ MA -4 315.2 00 sp. 335

:;\:-CI;ER_ MA -4 315.3 DV sp. 92

INTE- MA -4 315.4 EF sp. 98

RIOR
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INTE-

RIOR MA -4 315.5 EF sp. 98

IF'%\‘I-(I;IIE? MA -4 315.6 LA Penicillium sp. 5
:;\:10—?? MA -4 315.7 OE sp. 326

:Q:QER MAG -2 %IG&Z CH sp. 56

:;\:10—?? MA -4 316.1 ME sp. 265

IF'%\‘I-(I;IIE? MA -4 316.2 OM Penicillium sp. 6
IF'%\II-I(;IIE? MA -4 316.3 IN sp. 207

IF'Q\II-I(;IIE? MAG -2 3IG1.1 GS sp. 162

:;\‘I-IO—IIE? MAG -2 gIGl'l INVIABLE

:Q:QER MAG -2 3IG1.2 KI Trichoderma sp. 3
:;\:-SER- MAG -2 3IG1.3 INVIABLE

:;\:-g; MAG -2 31G1.4 INVIABLE

:'2\%% MAG -2 3IG1.5 KO Trichoderma sp. 3
:'?\‘IgER_ MAG -2 3IG1.6 FJ sp. 126

g\‘lgé MAG -2 3IG1.7 co sp. 61

g\:gé MAG -2 3IG1.8 co sp. 61

:Q:-(I:JIIE? MAG -2 421le'1 AH sp. 6

:Q:-(I:JIIE? MAG -2 sicz2.1 KT Trichoderma sp. 3
:'?\‘II)ER_ MAG - 8IG2.1 . .95

:'?\‘IgER_ MAG 2 i’le'l PE sp. 358

:'?\‘IgER_ MAG 2 SIGZ'I FC sp. 122

g\:g; MA -2 gIGZ'l INVIABLE

'FL\:IJER' MA 2 2'62'1 INVIABLE

:;\:I)E{ MAG 2 gle'l oL sp. 333

::':‘l-g; MAG -2 31G2.2 GK sp. 154

::'l\ll-(gER_ MA 2 31G2.3 INVIABLE

::'l\ll-(gER_ MA 2 31G2.4 INVIABLE

'FL\:I)';' MAG 2 31G2.5 DQ sp. 86

:;\:I)Ee- MAG -2 31G2.6 IN sp. 234

:;\:I)Eg MAG -2 31G2.7 LD sp. 242

::'e\llgi MAG -2 31G2.8 Ju Trichoderma sp. 3
::'e\llgi MAG -2 31G2.9 Ju Trichoderma sp. 3
BORDE | MAG -2 i?G& CX sp. 68

:;\:I)E{ MAG -2 ?IGZ.l Al sp. 7

IFL\:-CI-)ER MAG -2 :13IG3.1 FF Penicillium sp. 3
Riom | MAC 2 . LD sp. 242

RIOR | MAC 2 ot MQ sp. 278

Pon | mAG 2 5632 DA sp. 72

QI)ER_ MAG 2 §'G3'1 HK sp. 181

:?'Q\‘I-CI—)ER_ MAG -2 2IGB'1 U sp. 214

:?’{\:-CI-)ER MAG -2 3'63'1 INVIABLE

INTE- MAG -2 31G3.2 FL sp. 128

RIOR
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INTE-

RIOR MAG -2 31G3.3 EJ sp. 102

IF'Q\II-I(;IIE? MAG -2 31G3.4 FD sp. 123

:Q:-IO—IIE? MAG -2 21G2.3 DC sp. 74

:;\:10—% MAG -2 21G3.4 DE sp. 75

BORDE | MAG -4 1BGG' DF sp. 76

IF'Q\‘I-(I;IIE? MAG -2 31G3.8 DZ sp. 93

IF'%\II-I(;IIE? MAG -2 31G3.9 JK sp. 231

IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -4 31G4.1 cP fclerotiniaceae sp.
:QII-IO—IIE? MAG 2 gIGZ.l EE .97

:;\:-g; MAG -4 31G4.3 cP fclerotiniaceae sp.
:;\:-g; MAG -4 31G4.4 cP fclerotiniaceae sp.
RIOR MAG -4 31G4.2 KQ Trichoderma sp. 19
RIOR

:';%ER' MAG -4 31G5.2 ED sp. 96

:'?\ll-glz? MAG -4 31G5.3 ED sp. 96

:gll-lo—i MAG -4 31G5.4 INVIABLE

g\:glz? MAG -4 3IG5.5 CM sp. 58

g\:gé MAG -4 31G5.6 CcM sp. 58

'FL\:IJER' MAG -4 31G65.7 cM sp. 58

:'?\llglz? MAG -4 31G5.8 INVIABLE

:'?\ll-glz? MAG -4 31G6.1 NV sp. 317

:'?\ll-glz? MAG -4 31G6.2 PL sp. 359

:Q:-(I:JIIE? MA -2 411.1 Y Trichoderma sp. 8
g\:gé MAG -2 411.2 1S sp. 212

:;\:I)Eg MAG -2 411.3 INVIABLE

::'e\ll-(glli MAG 2 414 Y Trichoderma sp. 8
g\‘l(TJER' MA -2 4115 GJ sp. 153

::'l\ll-(gER_ MA -2 412.1 INVIABLE

:;\:I)Eg MA -2 412.10 LB Trichoderma sp. 25
:;\:-g; MA -2 412.11 X Trichoderma sp. 2
:;\:I)Eg MA -2 412.12 INVIABLE

g\llcT)ER_ MA -2 412.13 AQ sp. 14

::'e\ll-l(;ER_ MA -2 412.14 Lv sp. 256

::'é\ll-l(;llz? MA -2 412.15 NL sp. 307

:;\:I)E{- MA -2 412.2 INVIABLE

IF’e\:-cr)ER_ MA -2 412.3 INVIABLE

:?,Q\:-CI-)ER MA -2 412.4 BY sp. 47

::'l\llgER MA -2 412.5 GA sp. 144

QI)ER MA -2 412.6 AA Trichoderma sp. 9
::'l\lI-IO—ER MA -2 412.7 HM sp. 183

:?'Q\II-IC—)ER MA -2 412.8 S sp. 339

:?’Q\:-CI-)ER MA -2 412.9 AA Trichoderma sp. 9
INTE- MA 2 413.1 LA Penicillium sp. 5

RIOR
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INTE-

RIOR MA -2 413.2 KM Trichoderma sp. 17
IF'%\‘I-(I;IIE? MA -2 413.3 EB Cladosporium sp. 4
:;\:-SER- MA 2 413.4 INVIABLE

NTE T [ 2 s e o

:;\:-SER- MA -2 413.6 INVIABLE

IF'Q\IIBER_ MA -2 413.7 INVIABLE

IF';:gER_ MA -2 413.8 INVIABLE

IF'%\‘I-(I;IIE? MA -2 413.9 KH Trichoderma sp. 16
:;\‘I-IO—ER_ MA -4 414.1 LJ sp. 248

:;\:10—?? MA -4 414.2 FS sp. 135

:;\:-IO—ER- MA -4 414.3 MC sp. 263

:;\:Z)ER- MA -4 4.4 oy sp. 348

:'?\ll-glz? MA -4 415.1 z Fusarium sp. 4
:'?\llglz? MA -4 415.2 z Fusarium sp. 4
IF'e\%ER_ MA -4 415.3 DN sp. 83

:Q:-(I:JIIE? MA -4 415.4 z Fusarium sp. 4
IFL\:IJI; MA -4 416.1 PF sp. 360

IFL\:IJI; MA -4 416.2 EH sp. 100

:'?\‘I-IC—)ER_ MAG -2 41G1.1 BA sp. 25

:'?\ll-glz? MAG -2 4I1G1.2 EE sp. 97

:'?\ll-glz? MAG -2 41G1.3 INVIABLE

:L\:BER- MAG 2 41G1.4 INVIABLE

g\:gé MAG -2 41G1.5 JR Trichoderma sp. 3
:;\:I)E{- MAG -2 4I1G1.6 HU sp. 189

::'e\ll-(glli MAG 2 41G1.7 JR Trichoderma sp. 3
g\‘l(TJER' MAG 2 41G1.8 GR sp. 161

::'l\ll-(gER_ MAG 2 41G1.9 INVIABLE

'F’;:g;' MAG -2 21G2.1 KZ sp. 239

'F’;:g;' MAG -2 41G2.2 D sp. 224

:;\:I)E{- MAG -2 41G2.3 DL sp. 81

::':‘l-l(;ER_ MAG -2 41G2.4 IR sp. 211

::':‘l-l(;ER_ MAG -2 41G2.5 GA sp. 144

:?'e\ll-(gllz? MAG -2 41G2.6 JR Trichoderma sp. 3
'F’;:g;' MAG -2 41G3.1 W sp. 216

:?,Q\:-CI-)ER- MAG -2 :)“63'1 s sp. 339

IF’e\:-Cr)ER_ MAG 2 Allles.l cv op. 66

Pon | mAG 2 st INVIABLE

Pon | mAG 2 sest INVIABLE

:?ll\‘I-IO—ER- MAG 2 lea'l Y sp. 218

:?'e\‘I-CI—JER MAG -2 glGa'l DQ sp. 86

:TIQ\:-CI-)ER_ MAG -2 gle'l S sp. 339

:?’Q\:-CI-)ER MAG -2 471IGB.1 JT Trichoderma sp. 4
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INTE-

RIOR MAG -2 41G3.2 AR sp. 15

IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -2 41G3.3 Vv Trichoderma sp. 1
:Q:LER' MAG 2 41G3.4 CE sp. 53

:L\:SER MAG -2 41G3.5 OX sp. 349

:L\:SER MAG -2 41G3.6 LL sp. 250

IF'Q\{-(I;E MAG -2 41G3.7 oS sp. 350

IF'%\‘I-(I;IIE? MAG -2 41G3.8 BU Penicillium sp. 1
'F';‘lgER' MAG -2 41G3.9 IE sp. 198

:;\‘l-g; MAG -4 41G4.1 DH sp. 77

:Q:QER MAG -4 41G4.2 MA Penicillium sp. 8
:;\:10—?? MAG -4 41G4.3 PK sp. 361

:;\:g; MAG -4 4]G5.1 NT sp. 315

:'?\‘I;I:—)IIE? MAG -4 41G5.2 CcwW sp. 67

:'?\llglz? MAG -4 41G5.3 AX sp. 21

INTE- MAG -4 41G5.4 FY sp. 141

RIOR




