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SUMMARY

Acacia melanoxylon is an exotic and invasive species in Chile, one that is difficult to control by cutting trees and applying chemical
products. This has made its management for ecological restoration difficult, signifying the need to investigate alternative, effective and
environmentally friendly methods. The objective of this study was to evaluate the degree of in vitro biodeterioration of 4. melanoxylon
wood with Trametes versicolor and Schizophyllum commune fungus, collected from naturally parasitized stumps in the field. Kinetic
growth studies and biodeterioration tests on 4. melanoxylon wood were carried out over four months in the laboratory. Trametes
versicolor had the highest colony development at eight days on 2 % malt agar and the highest significance of biodeterioration with 25.3
% in average loss of wood mass, with abundant colonization and aggressiveness, compared to 6.1 % biodeterioration by S. commune.
However, the pathogenicity of S. commune in stumps in the field must be evaluated before this fungus can be ruled out as a biocontrol.
These results correspond to the first studies regarding the in vitro evaluation of the biodegradation capacity of xylophagous fungi in
the search for potential biocontrols for 4. melanoxylon that contribute to the success of ecological restoration in forests.
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RESUMEN

Acacia melanoxylon es una especie exoética e invasora en Chile, de dificil control mediante la corta de individuos y la aplicacion de
productos quimicos. Ello ha dificultado labores de control de esta especie y de restauracion ecoldgica, generando la necesidad de
investigar métodos alternativos, eficaces e inocuos con el medioambiente. El objetivo del estudio fue evaluar el grado de degradacion
in vitro en madera de A. melanoxylon por los hongos Trametes versicolor y Schizophyllum commune, colectados desde tocones
parasitados naturalmente en campo. Se realizaron estudios de cinética de crecimiento y ensayos de biodeterioro en probetas de madera
de A. melanoxylon durante cuatro meses en laboratorio. Trametes versicolor tuvo el mayor desarrollo de colonias a los ocho dias en
agar malta 2 % y el mayor nivel significativo de biodeterioro de 25,3 % en pérdida de masa promedio de probetas, con abundante
colonizacion y agresividad a diferencia del 6,1 % alcanzado por S. commune en biodeterioro; sin embargo, ain no puede ser descartado
como biocontrolador, por lo que habria que evaluar su capacidad degradante sobre tocones en campo. Estos resultados corresponden
a los primeros estudios en la evaluacion biodegradadora in vitro de hongos xil6fagos en la biisqueda de potenciales biocontroles para
A. melanoxylon, y que contribuyan en el éxito de la restauracion ecologica de bosques.
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INTRODUCCION

Las especies invasoras son uno de los factores mas
importantes en la pérdida de biodiversidad de los ecosis-
temas, debido a que ocupan y colonizan nichos ecolégicos
de las especies autoctonas de un territorio, alterando su de-
sarrollo, dinamica regenerativa y el paisaje en su integri-
dad (Leén et al. 2009, Capdevila-Argiielles et al. 2013).
La necesidad de mitigacion y control de estas especies se
ha visto incrementada en el ltimo tiempo, evidenciada en
investigaciones enfocadas al control de los efectos nocivos

de las especies invasoras en el desarrollo de programas de
restauracion ecologica de bosques (Ledn et al. 2009, Nor-
ton 2009, Alonso y Castro-Diez 2015). En Chile, Acacia
melanoxylon R. Br. es una de las principales especies inva-
soras, distribuyéndose desde la region de Valparaiso a la de
Los Lagos (Fuentes et al. 2014). Se caracteriza por su ra-
pido crecimiento, abundante semillacion, e irrumpir en las
dindmicas ecologicas y riqueza de especies nativas (Loewe
et al. 1997, Ramirez y Schlatter 1998, CONAF 2019).
Uno de los problemas evidenciados al manejar esta es-
pecie, es su importante capacidad de rebrote de tocon, lo
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que dificulta su control en aquellos rodales donde se ha
aplicado raleos o cuando se quiere hacer cambio de uso
del suelo en areas cubiertas por A. melanoxylon. A los to-
cones se les aplica herbicida para el control de los rebrotes,
siendo una labor que conlleva costos adicionales y uso de
productos quimicos (Rodriguez et al. 2019).

Estos productos pueden afectar la salud humana, im-
pactar enemigos naturales de plagas, insectos poliniza-
dores, vegetacion nativa y en algunos casos aumentar la
resistencia de especies invasoras a los productos y altos
costos asociados (Mack et al. 2000, Guédez et al. 2008).
Como alternativa factible, el control bioldgico es una prac-
tica para manejar agentes de perturbacion mediante aplica-
cion de organismos especificos y sus mecanismos ecologi-
cos (Cortez y Lopez 2014).

Entre los controladores biologicos se encuentran los
hongos, organismos exitosos en el control de insectos en
cultivos, en plantaciones forestales y en otras areas de los
recursos naturales (Guédez et al. 2008). Los hongos, como
biocontroladores de plantas invasoras, se aplican des-
de hace décadas en el mundo, destacando casos exitosos
como la roya Phragmidium violaceum (Schultz) en zarza-
mora (Rubus constrictus P.J. Miill. et Lefévre), Chondros-
tereum purpureum (Pers.) para el control de rebrotes en
tocones de varias especies latifoliadas invasoras, Vertici-
lium nonalfalfae (Inderbitzin, H.W. Platt, Bostock, R.M.
Davis & K.V. Subbarao) utilizado en la invasora Ailanthus
altissima ((Mill.) Swingle), la roya Uromycladium teppe-
rianum (Sacc.) utilizada para el control de Acacia saligna
((Labill.) H.L. Wendl.), entre otros casos en los distintos
continentes (Butt et al. 2001, Hamberg et al. 2020, Brooks
et al. 2020). En Espaia, Montero et al. (2017) han estu-
diado hongos saprofitos para la degradacion de tocones y
rebrotes de Acacia dealbata Link y Ailanthus altissima,
sefialando la potencialidad como biocontrol, aunque no
han registrado resultados concretos a siete meses de ino-
culaciones en terreno.

En este sentido, la eleccion de hongos con capacidad
biodegradadora es clave en el éxito futuro del biocontrol,
evaluando en primera etapa la biodegradacion in vitro de
madera de especies invasoras. Trametes versicolor (L: Fr.)
Quél., es un hongo comun en la naturaleza, el cual puede
generar pérdidas de peso entre 25 y 55 % en ensayos de
durabilidad natural de maderas de diferentes arboles (En-
cinas y Mora 2003, Zaid 2004, Fallas 2015, Carranza et
al. 2019). Por su parte, Schizophyllum commune (Fries)
es mencionado como un hongo pudridor frecuente en di-
ferentes arboles, pero de baja capacidad de biodeterioro
in vitro de madera de coniferas y latifoliadas, generando
pérdidas de peso de solamente 3,7 % en ensayos in vitro,
seflalando que no hay claridad sobre sus mecanismos para
generar pudriciones y descomponer la lignina (Takemoto
et al. 2010, Zhu et al. 2016).

Segun estudios fitopatologicos, S. commune correspon-
de a un patogeno débil y puede afectar a arboles urbanos y
frutales a través de heridas, lo cual hace necesario estudiar
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y clarificar el rol ecoldgico que podria tener (Snieskiené
y Juronis 2001, Takemoto et al. 2010, Nouri et al. 2019,
Hamberg et al. 2020).

En la Reseva Nacional Nonguén, region del Biobio, se
observo que los hongos 7. versicolor y S. commune esta-
ban naturalmente presentes en tocones de A. melanoxylon
que mostraban biodeterioro y ausencia de rebrotes, antece-
dentes de interés no descritos atn en la literatura. Enton-
ces, la hipotesis de estudio es que ambos hongos causan
biodegradacién en la madera de A. melanoxylon. El obje-
tivo de este estudio es evaluar el grado de biodeterioro in
vitro de los hongos 7. versicolor y S. commune colecta-
dos de campo e inoculados en madera de 4. melanoxylon.
Estos antecedentes corresponden a los primeros estudios
sobre la potencialidad de estos hongos como biocontroles
de A. melanoxylon para facilitar la restauracion ecologica
de bosques, perspectivas que abren nuevas lineas de inves-
tigacion biotecnoldgica en el pais.

METODOS

Colecta de hongos xilofagos. Los hongos se colectaron en
octubre de 2018 en la Reseva Nacional Nonguén (36° 53’
52"S, 72° 59" 01" O), region del Biobio, Chile. Como cri-
terio de seleccidn se colectaron in situ especies fungicas
sobre tocones de A. melanoxylon, y que evidenciaban ac-
cion biodegradadora y/o patogenicidad sobre los tocones
(figura 1). De esta manera se identificaron los hongos 7.
versicolor y S. commune presentes en los tocones, de los
cuales se colectaron 50 fructificaciones de cada especie
y fueron trasladadas en contenedor a 10 °C aproximados
al Laboratorio de Salud de Bosques y Ecosistemas de la
Universidad Austral de Chile para realizar los aislamientos
respectivos.

Aislamientos y cultivos puros. Las fructificaciones fueron
sometidas a protocolos de desinfeccion superficial en hi-
ploclorito de sodio al 1 % y alcohol 70 %. Se cortaron
trozos de 5 mm, se sembraron en sustrato de agar malta al
2 % en placas Petri y fueron incubadas por 20 dias a 23 °C
en camara de incubacion. Se obtuvieron 30 placas de cul-
tivos puros de cada hongo, realizando repiques desde los
aislamientos, para cuantificar su desarrollo y evaluar las
tasas de crecimiento diametral de las colonias de los hon-
gos (French y Hebert 1980).

Preparacion de probetas de madera. Se extrajeron mues-
tras de dos trozas de 1,5 m de largo de A. melanoxylon para
la elaboracion de 60 probetas de madera de albura, de 50 x
20 x 5 mm de dimensioén, histologicamente es importante
que las muestras fueran de albura, ya que corresponde al
area o seccion del tocon de interés para futuras evaluacio-
nes in situ. Estas fueron llevadas a estado anhidro median-
te secado en estufa a 105 °C por 24 horas de acuerdo con
la norma chilena NCh 176 (INN 1984). Posteriormente
desecadas por cinco minutos al peso anhidro inicial y hu-



medecidas a un 40 % (Zaid 2004, Tapia 2010). Se utilizo6
la ecuacion de humedad de acuerdo con la norma chilena
NCh 176 (INN 1984) [1]:

H=((m,—m,)/m) 100 (1]

Donde: H = porcentaje de humedad de la probeta, m, =
peso humedo o verde (g), m, = peso seco (g).

Despejando la variable m, se obtuvo la ecuacion a uti-
lizar para conocer el peso himedo de la probeta al 40 %
de humedad [2]:

m, =m, - (1+(H/100)) 2]

Donde: m, = peso anhidro inicial obtenido anteriormente,
H =40 % de humedad deseada en la probeta.

Con el peso humedo calculado, las probetas fueron
sumergidas en agua corriente durante aproximadamente
ocho horas hasta alcanzar el peso al 40 % de humedad.

Ensayo de biodegradacion. Se prepararon 30 placas Petri
para el ensayo con cada agente fungico de acuerdo con
la figura 2. Cada placa fue preparada en su interior con
papel filtro humedecido con agua destilada y dos barras
de soporte de vidrio para las probetas. Cada probeta, a ex-
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cepcion del tratamiento testigo, fue inoculada en las cuatro
esquinas de la cara superior con trozos de micelio de 5 mm
de diametro. Las placas Petri fueron rotuladas, selladas con
papel Parafilm e incubadas en camara de cultivo a 23 °C
durante 16 semanas.

Evaluacion de biodeterioro de probetas de madera. Las
probetas fueron extraidas de las placas y limpiadas del
micelio superficial (lavado con agua destilada) y secadas
en estufa a 105 °C por 24 horas, seglin la norma chilena
NCh 176 (INN 1984), obteniendo el peso anhidro final. La
pérdida de peso se calcul6 siguiendo la ecuacion de Zaid
(2004) [3]:

% Pp = ((Psi— Psf) / Psi) - 100 [3]

Donde = % Pp = pérdida de peso expresada en porcentaje,
Ps, = peso anhidro inicial previo al ensayo y Ps, = peso
anhidro final posterior al ensayo.

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante
analisis de varianza entre los tratamientos S. commune y
T. versicolor. Se utilizo la tabla de sensibilidad al biode-

terioro propuesta por Findlay (1962) para validar efectos
de biodeterioro de los tratamientos sobre 4. melanoxylon
en laboratorio.

Figura 1. Seleccion y colecta in situ de hongos xiléfagos en tocones de 4. melanoxylon. A) Tocon muerto y colonizado por 7.
versicolor. B) Tocon vivo colonizado y con fructificaciones activas de 7. versicolor. C) Basidiocarpo de T versicolor (barra amarilla
representa 1 cm). D) Tocon vivo y colonizado por S. commune. E) Colonizacion floematica y cambial de S. commune bajo la corteza.

F) Basidiocarpo de S. commune (barra amarilla representa 1 cm).

In situ selection and collection of xylophagous fungi in stumps of 4. melanoxylon. A) Dead stump colonized by 7. versicolor. B) Live
colonized stump with active 7. versicolor fructifications. C) Basidiocarp of T versicolor (yellow bar represents 1 cm). D) Live stump colonized by S.
commune. E) Phloem and cambial colonized by S. commune under the bark. F) Basidiocarp of S. commune (yellow bar represents 1 cm).
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RESULTADOS

Cinética de crecimiento y biodegradacion in vitro. Tra-
metes versicolor fue el hongo con desarrollo mas rapido
de ambos tratamientos, alcanzando los bordes de la placa
Petri a los 8 dias (192 h), mientras que S. commune detuvo
su crecimiento a los 12 dias (288 h), sin haber alcanzado el
borde la placa Petri (figura 3).

En accion biodegradadora, 7. versicolor registrd la ma-
yor pérdida de masa, con una media de 25,3 % por sobre
los 6,1 % de S. commune (figura 4). De la misma forma, 7.
versicolor mostré amplia variacion en sus resultados, con
una pérdida de masa maxima de 41 % y minima de 14,2 %.
La vigorosidad de T versicolor fue evidente tanto en
agar malta (figura 3) como sobre las probetas de 4. mela-
noxylon, evidenciando una intensa actividad miceliar y de
colonizacion (figura 5).

Segun Findlay (1962), la pérdida de masa de madera
de 6,1 % de A. melanoxylon en el tratamiento de biode-
gradacion con S. commune, es calificada como madera
altamente resistente. Con el tratamiento de 7. versicolor,
la pérdida de masa promedio de 25,3 %, lo que se califi-
ca como madera moderadamente resistente al hongo. Esto
demuestra el mayor efecto biodegradador de 7. versicolor
sobre la madera de 4. melanoxylon.

DISCUSION

La presencia de 7. versicolor en tocones de 4. mela-
noxylon demuestra la capacidad de colonizacién de este
hongo en campo y, a través de este ensayo in vitro, se
corrobora la capacidad biodegradadora y la colonizacion
micelial sobre madera de albura. Similares resultados se
han obtenidos in vitro sobre otras especies arbdreas, como
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‘ 20 probetas ‘ ‘ 20 probetas | ‘ 20 probetas ‘
Figura 2. Esquema de ensayo de biodeterioro fingico.
Scheme of the fungal biodeterioration test.
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Figura 3. Cinética de crecimiento diametral de colonias fungicas de 7. versicolor y S. commune en placas Petri.

Diametral growth kinetics of fungal colonies of T versicolor and S. commune in Petri dishes.
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Gmelina arborea Roxb. y Tectona grandis (L. f.), donde
hubo pérdidas de peso de 25 a 55 % en ensayos de durabi-
lidad natural (Fallas 2015).

Los niveles de biodegradacion obtenidos en este es-
tudio corresponden a los primeros resultados en la eva-
luacion de este hongo sobre madera de 4. melanoxylon.
La accidn biodegradora registrada se explica porque este
hongo es causante de pudricion blanca, con enzimas que
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degradan los complejos componentes de lignina de la
madera (Schmidt 2006). Esta caracteristica permite pre-
decir un potencial efecto de 7. versicolor para utilizarlo
en ensayos de campo como biocontrol. Cabe destacar
que, al momento de colecta de este hongo, fue notoria la
biodegracion observada en los tocones y estos no presen-
taban rebrotes por el alto grado de biodeterioro (figura
1Ay 1B).
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S. commune

T. versicolor

Tratamientos

Figura 4. Biodegradacion mediante agentes fiingicos. Linea continua al interior de la caja corresponde a mediana, mientras que la x
corresponde a la media. Letras sobre las cajas indican diferencias significativas (P < 0,05).

Biodegradation of 7. versicolor and S. commune. Solid line inside the box corresponds to the median, while the x corresponds to the mean.

Letters above the boxes indicate significant differences (P < 0.05).
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Figura 5. Actividad biodegradadora y desarrollo micelial sobre probetas de madera de A. melanoxylon.

Biodegradation activity and mycelial development on wood piece of 4. melanoxylon.
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Por otra parte, S. commune causa un bajo nivel de bio-
deterioro en madera de 4. melanoxylon, resultado similar
a ensayos de biodeterioro en coniferas y latifoliadas con
pérdidas de masa entre 0 - 3,7 %, logrando mayor biode-
gradacion en Cryptomeria japonica (Thunb. L.f)) D. Dony
Liriodendron tulipifera L. Schizophyllum commune se cla-
sifica como un hongo de pudricién blanca y de bajo nivel
de biodeterioro (Takemoto et al. 2010, Zhu et al. 2016). Sin
embargo, S. commune atin no puede ser descartado como
potencial bicontrol, porque la definiciéon de su rol ecologi-
co en la naturaleza puede ser de un efectivo biocontrolador
de especies lefiosas, aunque provoque poca pudricion.

Estudios fitopatologicos, seiialan que S. commune pue-
de ingresar por heridas (podas o cortes) para establecerse
e incluso puede generar cancros en los tejidos (Snieskiené
y Juronis. 2001, Nouri et al. 2019). Por el comportamiento
visto en campo al colectar muestras, este hongo muestra
un caracter de patogeno débil, presente en el perimetro de
los tocones vivos y desarrollandose bajo la corteza en zo-
nas floematicas y cambiales (figura 1D y 1E). Estos ante-
cedentes indican un grado de deterioro del tocon (madera)
menor como se concluyd en los resultados, actividad que
no se debe subestimar en el potencial que podria tener S.
commune en un manejo in situ por ejemplo su actividad
patégena afectando tejido vivo. Con los resultados obte-
nidos, se podria vislumbrar que T versicolor tiene poten-
cial como candidato principal para el biocontrol de aromo
in situ, y también hace necesario probar a S. commune en
ensayos en campo para futuras investigaciones y evaluar
tanto su patogenicidad y ecologicos como patdogeno en to-
cones de 4. melanoxylon como posible biocontrol.

CONCLUSIONES

El hongo T versicolor presenta mayor velocidad de
crecimiento y mayor tasa de biodegradacion en la madera
de A. melanoxylon que S. commune, aspectos biologicos
clave que podrian otorgar buen desempefio en incoculacio-
nes directas a tocones de 4. melanoxylon en campo.

Sibien S. commune causa bajo grado de biodeterioro en
madera de 4. melanoxylon, no puede ser descartado como
biocontrolador, pues requiere de otros estudios, como de
probar por ejemplo este hongo en campo sobre tocones
de A. melanoxylon para evaluar su capacidad patogénica
y degradadora de tocones para analizar su efecto sobre la
emision de rebrotes, lo que podria contribuir en el biocon-
trol de 4. melanoxylon en campo bajo esas condiciones
ambientales.
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