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RESUMEN

Chile se destaca por su desarrollo forestal, especialmente por el cultivo de Pinus
radiata, que representa cerca del 55% de la superficie nacional de plantaciones.
Dada su importancia, es fundamental abordar los factores que amenazan su
produccion, entre los cuales el manchado de la albura constituye uno de los mas
relevantes. Este problema postcosecha es causado por la colonizacion de
diversos hongos, entre los cuales se incluyen los hongos ophiostomatoides y
especies de la familia Botryosphaeriaceae, cuya pigmentacion se asocia al
crecimiento de hifas melanizadas en el xilema. Si bien no existe evidencia de que
estos afecten las propiedades mecanicas de la madera, si provoca un dafo
econdmico a la industria forestal, ya que el material afectado debe venderse a un
precio inferior. La madera aserrada destinada a la exportacion debe cumplir con
los mas altos estandares de calidad, lo que a menudo implica la aplicacién de
tratamientos quimicos para prevenir el manchado, los cuales pueden ser
perjudiciales para el medioambiente. El control bioldgico, mediante el uso de
bioproductos producidos en laboratorio, surge como una estrategia prometedora
para reducir la huella ambiental. En este estudio se cuantificara la capacidad de

manchado de hongos pertenecientes a los géneros Diplodia y Ophiostoma, y se
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evaluara la actividad antagonica del ascomiceto Clonostachys rosea. Finalmente,
se espera establecer la capacidad de biocontrol del antagonista sobre los hongos

causantes del manchado.
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ABSTRACT

Chile has a well-developed forestry sector, particularly the cultivation of Pinus
radiata, which accounts for approximately 55% of the national plantation area.
Given its importance, it is essential to address the factors that threaten its
production, among which sapwood staining represents one of the most significant.
This post-harvest problem is caused by the colonization of various fungi, including
ophiostomatoid fungi and species of the family Botryosphaeriaceae, whose
pigmentation is associated with the growth of melanized hyphae in the xylem.
Although there is no evidence that these fungi affect the mechanical properties of
wood, they do cause economic losses to the forestry industry, as affected material
must be sold at a lower price. Sawn timber intended for export must meet the
highest quality standards, which often involves the application of chemical
treatments to prevent staining; however, these treatments can be harmful to the
environment. Biological control, through the use of laboratory-produced
bioproducts, emerges as a promising strategy to reduce the environmental
footprint. In this study, the staining capacity of fungi belonging to the genera

Diplodia and Ophiostoma will be quantified, and the antagonistic activity of the



ascomycete Clonostachys rosea will be evaluated. Finally, the biocontrol potential

of the antagonist against wood-staining fungi is expected to be established.



I. INTRODUCCION

Chile es un pais que cuenta con mas de 75 millones de hectareas, de las
cuales el 23,9% son bosques. En especifico, existen 3,1 millones de hectareas
ocupadas por plantaciones forestales, que corresponde al 4,2% de la superficie
nacional (CONAF, 2024). El Instituto Nacional Forestal indica que, hasta
diciembre del 2022, |la especie Pinus radiata era la mas presente con un 54,6%

de esta superficie (INFOR, 2024a).

Las plantaciones forestales son fuente de una alta variedad de productos,
ya sea para la industria primaria o para la industria secundaria. Durante el afio
2023 el consumo de trozas de P. radiata llegd a ser mas de 25 millones de metros
cubicos de solido seco sin corteza (m® ssc). De esto, las trozas se dividen
principalmente en la produccién de pulpa, madera aserrada, astillas, tableros y
chapas. En el mismo afio se destinaron 13,2 millones de m?3 ssc para la
produccion de madera aserrada, de los cuales el 30%

fue exportado y comercializado a un valor mayor que en el mercado
nacional. A modo de ejemplo, en el afio 2023 el valor de exportacion fue de 231

US$/m3, mientras que en el mercado interno fue de 168 US$/m?3 (INFOR, 2024b).



Tras la cosecha, las trozas quedan expuestas a diversos factores que
pueden afectar su calidad. Dentro de los danos abidticos se encuentra el
intemperismo, descomposicién quimica, degradacion térmica y daino mecanico.
Los dafios bidticos son causados principalmente por insectos (isopteros,
coledpteros e himendpteros) y por microorganismos, en especial hongos y

bacterias (Zabel & Morrell, 2020c).

El manchado es un dafo que puede ser de origen bidtico o abidtico, y se
define como patrones de color anormales que se desarrollan dentro o en la
superficie de la madera. La mancha azul, uno de los muchos tipos de manchado,
es causada por hongos con hifas pigmentadas que crecen en la albura de la
madera, consumiendo las proteinas, acidos grasos y otros compuestos
almacenados en los radios xilematicos (Zabel & Morrell, 2020b). Estos
microorganismos no consumen celulosa ni lignina, que son los componentes
principales de la pared celular, y se trasladan a través de los radios xilematicos y
punteaduras (Mohali, 1993). Hasta la fecha no se tiene evidencia de que

comprometan las propiedades mecanicas de la madera.

Los hongos manchadores, también conocidos cromogenos, requieren
ciertas condiciones para desarrollarse. En primer lugar, el agua es necesaria en

sus funciones vitales. Esta es utilizada en los procesos de hidrolisis y difusion.



Existe una diferencia conceptual entre los tipos de agua que hay en la madera,
siendo el agua ligada aquella que esta adsorbida a las traqueidas mediante
fuerzas fisicas, y el agua libre la que se encuentra dentro de los lumenes
celulares, disponible para ser utilizada por los microorganismos. Otros factores
que influyen en la supervivencia y crecimiento de estos hongos son la presencia

de oxigeno, la temperatura y el pH (Zabel & Morrell, 2020a).

El ciclo reproductivo de estos hongos depende de la especie, pero suele
ser en su fase anamoérfica en la que causa mas dafo. Las esporas de hongos
ophiostomatoides son pegajosas, por lo que su dispersion se ve ampliamente
potenciada en presencia de insectos vectores (Wingfield et al., 2017). En Chile,
se encontré que los escotilidos barrenadores introducidos Hylurgus ligniperda y
Hylastes ater estan asociados a cinco especies de hongos ophiostomatoides en
plantaciones de P. radiata (Zhou et al., 2004). Estos insectos tienen un historial
de coevolucion con los hongos, lo que los llevd a desarrollar estructuras
especializadas para ayudar a la diseminacion de esporas. Estas estructuras,
llamadas micangios, tienen una superficie pegajosa que atrapa a las esporas y
las transporta con facilidad (Zhou et al., 2007). Otros autores postulan que las
esporas pegajosas son capaces de adherirse a otras zonas del cuerpo del
insecto, indicando que el micangio no es esencial para la diseminacién (Beaver,

1989).



Una vez que las trozas ingresan al aserradero, deben ser procesadas
rapidamente para limitar el desarrollo del manchado (Bohm et al., 2023). Durante
el acopio, la permanencia de trozas con contenido de humedad superior al 20%
y temperaturas calidas permiten la colonizacion de hongos manchadores.
Posteriormente, durante el aserrado, las sierras pueden actuar como vectores de
diseminacion, transfiriendo esporas y segmentos de micelio desde trozas

colonizadas hacia madera sana (Szewczyk et al., 2020).

Los tratamientos aplicados a la madera para mantener su durabilidad ante
agentes bidticos son secado y bafio antimancha. El proceso de secado puede
ser al aire o en hornos de secado (Spavento & Refort, 2022). Cuando es al aire,
este tarda meses. Durante ese tiempo la madera es susceptible a dafios por
causas abioticas, como radiacion UV o temperaturas extremas. El secado en
horno es una forma de acelerar el proceso. Este tratamiento consiste en introducir
la madera verde en hornos de secado, dentro de los cuales circulan corrientes
de aire caliente (Cérdoba, 2005). Este proceso demora desde un par de horas
hasta un par de semanas, dependiendo de la especie y el espesor de la madera
(Pérez et al., 2007). Considerando que los hornos de secado son equipos
costosos y dificiles de transportar, la capacidad de secado se transforma en una

limitante para controlar el manchado.



En el bafo antimancha se sumerge la madera recién aserrada en
contenedores con soluciones fungicidas (Keil & Taraborelli, 2022). En el afo
2023, 2,2 millones m? fueron tratados con este método, que corresponde al

32,3% de la produccion nacional (INFOR, 2024c).

A través del tiempo se han utilizado distintas formulaciones de productos
antimancha. Hasta el afo 1999 se aplicaba pentaclorofenato de sodio (PCP-Na),
sin embargo, fue prohibido por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) porque era

perjudicial para la salud humana y para el medio ambiente (Montes et al., 2001).

Como alternativa al PCP-Na surgi6 el fungicida comercial Antiblu®CC,
compuesto por carbendazima y clorotalonilo. La carbendazima esta prohibida en
la Unién Europea y se asocia a mutaciones, pérdida de fertilidad y/o dafio al feto,
toxicidad acuatica aguda y bioacumulacién. Por otro lado, el clorotalonilo es
frecuentemente utilizado en la industria agricola, y segun los autores Zhu et al.
(2014) es toxico para las larvas de Apis mellifera, importantes himendpteros

polinizadores.

Otro producto alternativo es el tribromofenol (TBF), que tiene una
estructura quimica similar al PCP-Na y ha mostrado buenos resultados
controlando la mancha azul. Gutiérrez (2004) reporto la presencia de TBF en el

agua de punteras de cuatro aserraderos, presuntamente contaminadas por



lixiviacion del producto, y evidencié que este compuesto tiene un efecto irritante
de mucosas, ojos y piel en las personas expuestas. El Instituto de Salud Publica
(ISP) ofrece cuantificaciéon de tribromofenol en orina y en sangre para
trabajadores, lo que sugiere la posibilidad de que existan futuras restricciones en

Su uUsSoO.

El quinolinolato de cobre es un fungicida actualmente utilizado contra
hongos manchadores, mohos y hongos de pudricién. Sin embargo, al ser un
compuesto cuprico, es posible que la acumulacién en madera produzca patrones
de descoloraciéon en su superficie (Montes et al., 2001). Los productos
comerciales con este componente son declarados como nocivos para la salud,
ya que es irritante de mucosas, 0jos y piel en las personas expuestas. En altas

concentraciones, es toxico para los organismos acuaticos.

Ante la creciente preocupacidn medioambiental, se hace necesario
encontrar métodos alternativos para controlar el manchado. El control biologico,
o biocontrol, es definido como el uso de organismos vivos o parte de estos para
mejorar alguna problematica. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura, se entiende por agente de control biolégico
“a natural enemy, antagonist or competitor, or other organism, used for pest

control’ (FAO, 2017, 2023)



El control bioldégico se ha estudiado como una opcion para proteger la
madera del manchado y de otros procesos de deterioro postcosecha. Esta
estrategia se basa en la utilizacion de microorganismos antagonistas capaces de
reducir la severidad del dafio. Para esto, pueden utilizar mecanismos de
competencia, antibiosis 0 micoparasitismo, que finalmente llevan a la inhibicién
del crecimiento del manchador o a la interferencia en su establecimiento (Kies
et al., 2007; Vanneste et al., 2002). La eficacia del control biolégico en madera
verde depende en gran medida del momento de aplicacion, siendo generalmente

mas eficaz de forma preventiva (Payne et al., 2000).

Clonostachys rosea (teleomorfo Bionectria ochroleuca), anteriormente
llamado Gliocladium roseum o Penicillium roseum, es un hongo ascomicete
generalista cosmopolita (Schroers et al., 1999). Pertenece al filo Ascomycota,
subfilo Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, subclase Hypocreomycetidae,
orden Hypocreales y familia Bionectriaceae. Este hongo se ha probado contra
multiples patdogenos de plantas, entre los cuales destacan Boftrytis cinerea,
Fusarium spp. y Ganoderma boninense (Nagaraj & Kolanthasamy, 2025). El
mecanismo de control utilizado por C. rosea depende tanto del hospedero como
del organismo a controlar, pero su actuar biocontrolador se suele atribuir a la
secrecion de enzimas extracelulares que degradan paredes celulares
(glucanasas, proteinasas y quitinasas), produccion de metabolitos secundarios

antibioticos y la induccion de resistencia en la planta (Sun et al., 2020).



Yang and Rossignol (1999) probaron el control de C. rosea en in vitro y en
troncos en campo. En placas con medio de cultivo, el antagonista suprimioé por
completo el crecimiento de Alternaria alternata tras tres semanas de incubacion.
En campo, los troncos de Picea mariana tratados con C. rosea redujeron la
incidencia del manchado de un 25% a 13,2%, mientras que en P. banksiana este

valor disminuy6 de 22,8% a 8,4%.

Yang et al. (2007) aplicaron C. rosea en la cosecha de Populus tremula,
Betula alleghaniensis y Acer rubrum destinados a la manufactura de paneles.
Tras cinco meses apilados en el aserradero, los troncos no tratados estaban
severamente degradados por mohos, hongos manchadores y de pudricion. En
estos, el dafo variaba de un 55% a un 83%. Al aplicar C. rosea ese porcentaje
disminuyé a 4-16%. Se encontrd que los paneles fabricados con troncos tratados
tenian menor capacidad de hinchazoén y absorcion de agua, ademas de mayor

resistencia a moho superficial.

Dados los antecedentes, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢,como afecta el controlador biolégico Clonostachys rosea a la severidad del
manchado en madera de Pinus radiata? La hipétesis es que las cepas de
Clonostachys rosea disminuyen el porcentaje de cobertura del manchado en

madera de Pinus radiata en aplicaciones preventivas. En consecuencia, la



hipbtesis nula se aceptara en caso de que las cepas de Clonostachys rosea no

disminuyan dicho porcentaje.

Para responder a la hipotesis se formuld el objetivo general de esta
investigacion, que sera evaluar la eficacia de Clonostachys rosea como agente
biocontrolador de hongos manchadores en madera de Pinus radiata en
condiciones controladas. Se plantean tres objetivos especificos: comparar la
capacidad de manchado de distintos hongos manchadores en madera de Pinus
radiata; determinar el efecto de Clonostachys rosea en la reduccion del
manchado en madera de Pinus radiata en funcién del tiempo de inoculacién
respecto a los hongos manchadores; y evaluar los posibles mecanismos de

antagonismo ejercidos por Clonostachys rosea contra hongos manchadores.



I. METODOLOGIA

2.1 Obtencion de los aislados

Se utilizaran 15 cepas de C. rosea, facilitadas por el Laboratorio de Patologia
Forestal de la Universidad de Concepcidon. Como hongos manchadores se
utilizara una cepa de D. sapinea, proporcionada por el Laboratorio de Patologia
Forestal, y una cepa de Diplodia seriata, perteneciente al cepario del Laboratorio
Silvotecnoldgico de la Madera de la Universidad de Concepcion. Ademas, se
incluiran cuatro cepas de Ophiostoma spp. provenientes del Laboratorio
Silvotecnoldgico de la Madera, de las cuales dos fueron originalmente

proporcionadas por la Unidad de Desarrollo Tecnoldgico (UDT).
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2.2 Ensayo de manchado

Se evaluara la capacidad de manchado de seis hongos de distintas
especies de los géneros Diplodia y Ophiostoma (D. sapinea; D. seriata; O. ips,

O. ips UDT; Ophiostoma sp.; Ophiostoma UDT).

Se confeccionaran probetas de albura de P. radiata de 7 mm x 20 mm x
70 mm, segun las dimensiones estandarizadas en la norma D4445 (ASTM
International, 2023). Estas se dispondran dentro de camaras humedas en placas
Petri, cubiertas en la base con papel absorbente humedecido con agua destilada
estéril. Sobre estas se instalaran mallas para evitar el contacto directo entre las

muestras de madera y la superficie humeda.

Sobre cada segmento de madera se posicionara un disco de micelio de 10
mm obtenido desde la zona de crecimiento activo de colonias de manchadores
en agar extracto de malta (MEA, por sus siglas en inglés) con 14 dias de
crecimiento (Yang, 1999). Las placas se incubaran en oscuridad a 21 °C y se
evaluaran a las dos y cuatro semanas, midiendo el area de manchado (mm?) con
el programa ImageJ.

11



El control consistira en posicionar un disco de agar papa dextrosa sobre la
superficie de la madera. El disefio experimental sera completamente aleatorio,

considerando como unidad experimental la placa Petri con 10 repeticiones.

Se comparara la superficie manchada mediante ANOVA o Kruskal-Wallis
en caso de que los datos no resulten paramétricos. Los analisis se realizaran por
separado para los géneros Diplodia y Ophiostoma. En base a estos resultados,
se seleccionara el hongo con mayor capacidad de manchado de cada género

para continuar con los bioensayos.

12



2.3 Screening de antagonistas

Se realizara un screening utilizando 15 cepas de C. rosea. Se preparara
inoculo liquido de C. rosea por el método de barrido en placa, agregando 10 mL
de ADE a placas Petri de agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) con
14 dias de crecimiento. La concentracion del indculo se ajustara a 1x107 con/mL

utilizando un hematocitémetro.

La capacidad de biocontrol de C. rosea se evaluara sumergiendo probetas
de 7 mm x 20 mm x 70 mm en in6culo liquido durante 60 segundos, siguiendo
una version modificada de la norma D4445 (ASTM International, 2023).
Posteriormente, las probetas se dispondran dentro de camaras humedas y se
incubaran a 21 °C durante siete dias. Luego de este periodo se inoculara un disco
de micelio del hongo manchador, obtenido desde la zona externa de cultivos con
14 dias de crecimiento. Las camaras humedas se incubaran a 21 °C en
oscuridad. La evaluacion se realizara a las cuatro semanas midiendo el area

manchada.

13



Se consideraran dos tratamientos control. En ambos, las probetas seran
inicialmente sumergidas en ADE. Luego, en uno de los controles se inoculara un
disco de PDA, mientras que en el otro se inoculara un disco de micelio del hongo

manchador.

El disefio experimental sera completamente aleatorio, con 17 tratamientos
(Tabla 1). La unidad experimental sera la placa Petri y se realizaran tres

repeticiones.

14



Tabla 1: Enumeracion de tratamientos para screening de cepas de Clonostachys rosea.

Tratamiento Hongo
Control (ADE-ADE)
Control (ADE-manchador)
A10
ANT11
CBF265
CBF704
CBF934
CBF1447
CBF1580
CBF1591
CBF1728A
CBF1774
CBF2028
CBF2040
CBF2067
CBF2113
CBF2120

_— e e e - e - -
o O RO AS©®ONOBAWNA

Los datos del area manchada se analizaran mediante ANOVA o Kruskal-
Wallis en caso de que los datos sean no paramétricos. Los analisis se realizaran
por separado para cada manchador. A partir de estos resultados, se
seleccionaran las tres cepas de C. rosea mas eficaces en la disminucion del area

manchada para continuar con el siguiente bioensayo.
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2.4 Efecto de la oportunidad de aplicacion de Clonostachys rosea

Se preparara inéculo liquido de las tres mejores cepas de C. rosea para
cada manchador, elegidas anteriormente en funcion de su capacidad de reducir
el area manchada. Para esto, se agregaran 10 mL de ADE a cultivos con 14 dias
de crecimiento. La concentracion de indculo se ajustara a 1x107 con/ml utilizando

un hematocitémetro.

La actividad antagonista de C. rosea se evaluara considerando distintas
oportunidades de aplicacion: tratamientos preventivos (siete dias antes de la
inoculacién del manchador), co-inoculaciones y tratamientos curativos (siete dias
después de la inoculacién del manchador). Para aplicar C. rosea, las probetas de
albura se sumergiran en suspensiones de conidias durante 60 segundos. La
inoculacion del hongo manchador se realizara ubicando un disco de micelio de
10 mm obtenido desde la zona de crecimiento activo de colonias en PDA con 14
dias de crecimiento (ASTM International, 2023; Behrendt et al., 1995; Singh y

Chittenden, 2021).

16



Las probetas se mantendran en camaras humedas a 21 °C en oscuridad.
La evaluacion se realizara a las dos y cuatro semanas, midiendo el area cubierta

por manchado.

Se consideraran tres controles. En dos de ellos las probetas seran
inicialmente sumergidas en ADE. Luego, en uno de los controles se inoculara un
disco de PDA, mientras que en el otro se inoculara un disco de micelio del hongo
manchador. El tercer control sera aplicando un tratamiento quimico antimancha

(oxina de cobre).

El disefno experimental sera factorial y completamente aleatorio. Los
factores seran el agente aplicado (seis niveles: tres cepas de C. rosea y tres
controles) y la oportunidad de aplicacion (tres niveles: preventiva, co-inoculacion
o curativa) (Tabla 2). La unidad experimental sera la placa Petri y se realizaran

cinco repeticiones.

17



Tabla 2: Enumeracion de tratamientos para ensayo factorial de control biolégico en
madera, con los factores agente aplicado (cepas de Clonostachys rosea) y oportunidad

de aplicacion (1: preventiva; 2: co-inoculacion; 3: curativa).

Tratamiento Agente aplicado Oportunidad de aplicacion
1 1
2 Control ADE-PDA 2
3 3
4 1
5 Control ADE-manchador 2
6 3
7 1
8 Control quimico 2
9 3

10 1
1 Clonostachys rosea 1 2
12 3
13 1
14 Clonostachys rosea 2 2
15 3
16 1
17 Clonostachys rosea 3 2
18 3

Los datos del area cubierta por manchado se analizaran mediante un ANOVA
factorial de dos vias, considerando la cepa de C. rosea y la oportunidad de

aplicaciéon. En caso de que los datos no tengan una distribucién normal se

18



utilizaran métodos no parameétricos equivalentes. Este analisis se realizara de

forma independiente para cada hongo manchador.

19



2.5 Determinacion de los mecanismos de antagonismo

2.5.1 Cultivos duales

Se cortaran discos de micelio de 10 mm de diametro desde la zona de
crecimiento activo de las tres mejores cepas de C. rosea para cada manchador
(elegidas anteriormente en funcién de su capacidad de reducir el area manchada)
y de los hongos manchadores. Los discos se posicionaran sobre placas Petri con
PDA manteniendo una separacion de 60 mm entre ellos. En el control se
posicionara el disco de micelio del hongo manchador y un disco de PDA (Hincal

y Yalcin, 2023).

El ensayo sera revisado cada 24 horas con el objetivo de capturar el
entrelazamiento entre las hifas de C. rosea con las del hongo manchador. Las

interacciones seran observadas y descritas utilizando microscopia Optica de luz.
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Cuando los hongos manchadores colonicen las placas completas en el
tratamiento control, se medira su crecimiento radial en milimetros. Esto sera
transformado a un porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRG)

siguiendo la férmula presentada en la Figura 1.

rl—1r2

PIRG (%) = %100

Figura 1: Férmula utilizada para calcular el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial,
donde r1 corresponde al radio de crecimiento del hongo manchador en el tratamiento

control y r2 al radio de crecimiento al enfrentarse con el antagonista (Wu et al., 2025).

El disefio experimental sera completamente aleatorio, considerando como
unidad experimental la placa Petri que contara con cinco réplicas. La variable

independiente sera la cepa de C. rosea y la variable dependiente el PIRG.

Los valores de PIRG se analizaran mediante ANOVA, considerando como
factor la cepa de C. rosea (en cuatro niveles: tres cepas antagonistas y un
control). En caso de que los datos resulten no paramétricos, se aplicara Kruskal-

Wallis.
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2.5.2 Actividad de compuestos volatiles

Se realizara un ensayo de inhibicién del crecimiento por compuestos
volatiles, posicionando en el inferior placas Petri con 14 dias de crecimiento de
las tres mejores cepas de C. rosea para cada manchador (elegidas anteriormente
en funcion de su capacidad de reducir el area manchada) en PDA, e invirtiendo
sobre estas placas recién inoculadas de los hongos manchadores. Las placas se
sellaran y se incubaran a 21 °C. En los controles, las placas del hongo manchador

seran invertidas sobre placas Petri sin inocular (Schwarze et al., 2012).

El ensayo se considerara finalizado cuando el crecimiento del hongo

manchador ocupe por completo la placa Petri en el tratamiento control.

Al término del ensayo, se medira el crecimiento radial del hongo
manchador en cada tratamiento, con el que se calculara PIRG siguiendo la

férmula de la Figura 1.
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El disefio experimental sera completamente aleatorio, considerando como
unidad experimental la placa Petri que contara con cinco réplicas. La variable

independiente sera la cepa de C. rosea y la variable dependiente el PIRG.

Los valores de PIRG se analizaran mediante ANOVA, considerando como
factor la cepa de C. rosea (en cuatro niveles: tres cepas antagonistas y un
control). En caso de que los datos resulten no paramétricos, se aplicara Kruskal-

Wallis.
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2.5.3 Metabolitos difusibles

Se medira la capacidad biocontroladora de los metabolitos producidos por
el antagonista. Para esto, se preparara un extracto de metabolitos de las tres
mejores cepas de C. rosea para cada manchador (elegidas anteriormente en
funcién de su capacidad de reducir el area manchada). El extracto se elaborara
cultivando el antagonista en medio caldo papa dextrosa y se mantendra en
agitacion durante siete dias. Posteriormente, el cultivo sera filtrado primero a
través de una gasa estéril y luego mediante una jeringa con un filtro de 0,2 um.
En placas Petri se verteran 18 mL de PDA y 2 mL de extracto de C. rosea.
Finalmente, se ubicara un disco de micelio del hongo manchador en el centro de
cada placa y se medira el PIRG siguiendo la formula de la Figura 1 (Marques et

al., 2018).

El disefio experimental sera completamente aleatorio, considerando como
unidad experimental la placa Petri que contara con cinco réplicas. La variable

independiente sera la cepa de C. rosea y la variable dependiente el PIRG.
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Los valores de PIRG se analizaran mediante ANOVA, considerando como
factor la cepa de C. rosea (en cuatro niveles: tres cepas antagonistas y un
control). En caso de que los datos resulten no paramétricos, se aplicara Kruskal-

Wallis.
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lll. RESULTADOS ESPERADOS

En el presente documento se establecieron los antecedentes y la metodologia
para evaluar el potencial biocontrolador de C. rosea frente al manchado en

madera de Pinus radiata.

El uso de agentes de control biolégico se plantea como una alternativa viable
a los métodos quimicos tradicionales, especialmente en un contexto donde se
busca reducir el impacto medioambiental. En particular, C. rosea es una opciéon

prometedora en madera por su efecto antagonico de amplio espectro.

La metodologia permitira conocer el mecanismo de accidén que el antagonista
ejerce sobre el hongo manchador, evaluando tanto la interaccién directa entre
hifas como el rol de compuestos volatiles y metabolitos difusibles. Se espera que
C. rosea reduzca significativamente el manchado en tratamientos preventivos, y

gue los mecanismos utilizados sean competencia de nutrientes y antibiosis.
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Esta investigacion busca establecer una base para que futuros estudios
puedan optimizar la produccion y evaluar el desempeino de este antagonista en

condiciones de campo.
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