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Capitulo 14

Microorganismos fitopatégenos asociados al bosque de Olivillo
(Aextoxicon punctatum Ruiz et Pav.) en el Parque Nacional Bosque
Fray Jorge, IV Region, Chile

LORGIO E. AGUILERA

RESUMEN

En la zona costera de la IV Region, existe un bosque relicto, cuya composicion
floristica presenta afinidades con los bosques valdivianos del sur de Chile. Las
formaciones boscosas se encuentran en la cima de los cerros a unos 600 msnm,
donde Aextoxicon punctatum (olivillo) es la especie dominante. El bosque de olivillo
se encuentra fragmentado y los parches boscosos difieren en su estado de
conservacion debido a su uso como recurso dendroenergético, maderero y la
deforestacion para el uso agricola de sus suelos, que tuvo en forma intensiva en el
pasado reciente. La disminucién de la cobertura arborea y la pérdida de suelo afectan
la intercepcion de neblina y nutricion vegetal, respectivamente, y someten a los
componentes del bosque a situaciones de rigurosidad ambiental. Bajo estas
condiciones, los arboles de olivillos podrian ser mas susceptibles a enfermedades. Un
estudio descriptivo del bosque, en la década de los 80, encontré que
aproximadamente el 60% de los arboles de olivillo presentaban algun sintoma
infeccioso causado por hongos. En la actualidad, la actividad agricola en terrenos
aledafios al Parque y el ingreso de turistas al bosque, podrian ser fuentes de indculos
o vectores de bacterias y hongos fitopatdogenos, respectivamente, que estarian
ingresando agentes infecciosos al interior del bosque de olivillo. En un estudio
reciente, se reevalud el estado fitosanitario del bosque de olivillo con el proposito de
establecer si la abundancia de bacterias y hongos fitopatdégenos, aislados a partir del
suelo y de diferentes organos de olivillo, se relacionaban con el grado de
conservacion que presentan algunas areas dentro del bosque. El estudio reveld que la
composicion de microorganismos fitopatdogenos y la abundancia de bacterias
fitopatogenas no diferian entre las distintas areas estudiadas y que de todas las
muestras analizadas, el suelo era el componente que presentaba el mayor nimero de
microorganismos patégenos. Se encontr6 ademads, una relacion inversa entre el
numero de hongos fitopatdogenos y presencia de micorrizas arbusculares en las raices
de olivillo. Se concluye que no existe una relacion entre la abundancia de
microorganismos fitopatdogenos y el tamafio de los fragmentos del bosque de olivillo.
Sin embargo, la presencia de microorganismos patégenos en los suelos y diferentes
organos de olivillo dentro del Parque Nacional Bosque Fray Jorge, representaria un
riesgo potencial que podria tornarse crucial en la salud de los componentes del
bosque.
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INTRODUCCION

Los microorganismos fitopatogenos provocan enfermedades en las plantas cultivadas
por el hombre, produciendo grandes pérdidas econdémicas y de rendimiento
(Browning 1998). A la fecha, mucho se sabe acerca de la biologia de los organismos
fitopatdgenos y de sus mecanismos de virulencia, lo cual ha permitido disefiar
estrategias de prevencidon y control de patégenos y de las enfermedades que ellos
producen (Hervas et al. 1997, Mundt 2000). Sin embargo, existen menos estudios
acerca de patologia vegetal en especies nativas, y en comunidades vegetales de
ecosistemas conservados naturalmente (Myers et al. 2000, Vitousek et al. 1997).

Una buena estrategia para conducir estudios de patologia vegetal en comunidades
de plantas nativas conservadas es desarrollar investigaciones en Parques Nacionales.
En el sector costero de la IV Region existe el Parque Nacional Bosque Fray Jorge,
que fue creado en 1941 y que en 1977 fue declarado por la UNESCO Reserva
Mundial de la Biosfera. Dentro del Parque, existe un bosque relicto de épocas
geologicas con climas mas mésicos, cuya composicion floristica presenta afinidades
con los bosques valdivianos del sur de Chile (Villagran & Armesto 1980, Villagran
et al. Capitulo 1). Este bosque destaca en medio de la vegetacion xerofitica, tipica de
la TV Region. Esta localidad se sitia en la transicién entre la zona climatica
mediterranea, con intervalos episddicos de sequia durante el invierno y la zona de
sequia permanente durante todo el afio (Van Husen 1967).

Las formaciones boscosas se encuentran en la cima de los cerros a unos 600
msnm, donde Aextoxicon punctatum (olivillo) es la especie dominante (Pérez &
Villagran 1994, Pérez 1994, Squeo et al. Capitulo 9). El bosque de olivillo se
mantiene por el mesoclima que generan las neblinas costeras en las cimas de los
cerros. Kummerow (1966) determind, para el periodo 1962 — 1965, que la
precipitacion total (Iluvia + neblina) es cercana a los 850 mm, del cual cerca de los
3/4 corresponde a neblina (ver Capitulos 2 y 16).

En la actualidad el bosque de Fray Jorge se encuentra fragmentado y los
diferentes parches boscosos presentan diferentes grados de conservacion,
determinados por el numero de especies, cobertura y estructura (ver Capitulos 8 y 9).
Una de las causas que explican el actual estado de fragmentacion y conservacion del
bosque es su uso como recurso dendroenergético, maderero y la deforestacion para el
uso agricola de sus suelos que tuvo en forma intensiva en el pasado reciente. La
disminucion de la cobertura arborea y la pérdida de suelo afectan la intercepcion de
neblina y nutriciéon vegetal, respectivamente, y someten a los componentes del
bosque a situaciones de rigurosidad ambiental. Bajo estas condiciones, los arboles de
olivillos podrian ser mas susceptibles a enfermedades. En un estudio descriptivo del
bosque de olivillo en el Parque Nacional Bosque Fray Jorge, Korbler (1982) encontro
que el 60% de los arboles de olivillo presentaban algin sintoma infeccioso causado
por hongos. Este fue el primer estudio acerca del estado de salud del bosque de
olivillo, pero no entrega antecedentes acerca de las especies fungicas ni se
describieron los cuadros micoticos. Es posible que asociado a las actividades
antropicas del pasado, el hombre haya introducido algunas especies microbianas
patdgenas al interior del bosque. En la actualidad, la actividad agricola en terrenos
aledafios al Parque y el ingreso de turistas al bosque, podrian ser centros de indculos
o vectores de bacterias y hongos fitopatdogenos, respectivamente, que estarian
ingresando agentes infecciosos al interior del bosque de olivillo. Mas aun, la
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deforestacion y la subsiguiente pérdida de suelos por erosion, provocan una
disminucién de la flora microbiana benéfica de los suelos para las plantas que
participa en la nutricion vegetal (Ingham et al. 1985) y en algunos casos en la
antibiosis de microorganismos patdégenos para las plantas (Green et al. 1999). Se ha
demostrado ademads, que sistemas radiculares infectados con hongos micorricicos
resisten el ataque de bacterias y hongos fitopatdogenos en relacion a sistemas
radiculares sin micorrizas (Miller et al. 1986, Green et al. 1999) y le otorgan a la
planta una mayor tolerancia a diversas situaciones de estrés (Lichtenthales 1997).

En este Capitulo se describen los resultados de un estudio que tuvo como
proposito investigar la presencia de microorganismos fitopatogenos asociados al
bosque de Olivillo dentro del Parque Nacional Bosque Fray Jorge y establecer si la
abundancia de bacterias y hongos fitopatdgenos, aislados a partir del suelo y de
diferentes 6rganos de olivillo, se relacionan con a) el grado de fragmentacion que
presentan algunas areas dentro del bosque, y b) con los niveles de micorrizacion
arbuscular de las raices de olivillo.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El Parque Nacional Bosque Fray Jorge tiene un area de 9.959 ha. y se encuentra en el
sector costero de la Provincia del Limari, Comuna de Ovalle, IV Region, entre los
30°38'y 30°34' S y los 71°35' a 71°43" O. La precipitacion promedio anual al interior
del Parque en los ultimos 30 afios es de 85 mm (Gutiérrez et al. 1993). Presenta una
humedad relativa media del 85% con un rango térmico que va entre 7 °C en invierno
hasta 23 °C en verano. En su limite oeste es atravesado por una franja de cerros
costeros llamados Altos de Talinay que alcanzan una altitud maxima de 667 msnm.
En la cima de algunos de estos cerros, entre los 30°30" y 30°42" S se encuentran
formaciones boscosas tipo Laurifolio de naturaleza relicta, cubriendo una distancia
de 22 km. La especie dominante es olivillo (dextoxicon punctatum Ruiz et Pav.). La
existencia de este bosque relicto estaria determinada por el mesoclima que generan las
neblinas costeras en la cima de los cerros (Philippi 1884). Dentro del bosque, la
disponibilidad de agua y diferencia de humedad determina dos asociaciones vegetales
basicas: en los sectores de mayor humedad, al abrigo de la constante condensacion de
las neblinas esta la asociacion Aextoxicon punctatum - Drimys winteri - Myrceugenia
correifolia, siendo la segunda especie la que se reproduce con mayor velocidad. La
otra asociacion esta constituida por Aextoxicon punctatum - Myrceugenia correifolia, y
se localiza en el sector norte y mas seco del bosque (Capitulo 9). Los patrones de
precipitaciones en la region muestran una periodicidad aproximada de 3-4 afios. Un
afio muy lluvioso es seguido por 2-3 afos de lluvias bajas (Armesto et al. 1993,
Gutiérrez & Meserve 2003, Capitulo 2). El catastro pluviométrico de los ultimos diez
afios del parque, muestra afios normales, afios secos y afios con precipitaciones

superiores a 200 mm asociados al fenomeno de "El Nifio" (Gutiérrez & Meserve 2003).
Muestreo de suelos y plantas

Dentro del area del bosque de olivillo, se eligieron tres sectores que presentaban
diferentes tamafios de parches: Sector 1, identificado como "area de manejo" ubicado
en el extremo norte del bosque. Este sector presentaba fragmentos de bosque de
olivillo inferiores a 25 m de diametro, y corresponden a los de menor tamafio y
menor grado de conservacion, determinado por el numero de especies, cobertura y
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estructura (Capitulo 9); Sector 3, conocido como "El Solon", y que se encuentra
ubicado en el extremo sur del bosque. Presentaba fragmentos superiores a 80 m de
didmetro y corresponden a los de mayor tamafio y mayor grado de conservacion;
Sector 2, conocido como “Sendero de Interpretacion”, estd ubicado entre los dos
sectores anteriores y que tenia fragmentos de bosque entre 30 y 60 m de didmetro. En
cada uno de los tres sectores y a mediados de cada estacion climatica del afio 1999 se
colectdé muestras de hojas, raices, cortezas y suelos rizosféricos de olivillos. En cada
sector se eligieron al azar tres fragmentos (bosquetes) de olivillo. En cada bosquete
se colectaron 3 muestras. Las muestras de suelo (1 kg) se tomaron en el centro de
cada bosquete y a una profundidad de 0 - 20 cm, que corresponde a la zona de
abundancia preferencial de microorganismos (Aguilera et al. 1999). Las muestras
vegetales (1 kg) se tomaron aleatoriamente de los arboles del bosquete. Ambos tipos
de muestras se almacenaron en bolsas plasticas y fueron trasladadas dentro de las tres
horas siguientes al laboratorio.

Andalisis microbiologicos

En el laboratorio de Microbiologia, Universidad de La Serena, las muestras de suelo
fueron tamizadas a 2 mm y las muestras vegetales se pulverizaron en un molino. A
partir de cada muestra se realizaron diluciones seriadas decimales hasta 10°. A partir
de cada dilucioén se sembrd por diseminacion en superficie, una alicuota de 0,1 mL
sobre placas Petri que contenian Agar Nutriente y Agar Papa Dextrosa mejorados
con extractos e infusiones acuosas de cada una de las muestras. Las placas sembradas
se incubaron por 2 a 5 dias a 25 °C. Adicionalmente y siguiendo la técnica de Seeley
et al. (1991), con materiales vegetales de cada una de las muestras, se prepararon
camaras hiimedas para estudiar hongos patdgenos dificiles de cultivar en medios
artificiales. El recuento y caracterizacion macroscopica de colonias se hizo bajo
microscopia  estereoscOpica. Las colonias sospechosas se caracterizaron
microscopicamente mediante la descripcion de frotis tefiidos bajo microscopia Optica
de campo claro y de fase contrastada. Adicionalmente a los aislados bacterianos se
les sometié a pruebas bioquimicas convencionales. Para probar el poder fitopatégeno
de los aislados microbianos sospechosos se hizo una prueba presuntiva de su
infectividad inoculdndolos en plantulas de Medicago sativa y de A. punctatum como
plantas sensoras (Agrios 1991). Adicionalmente, se determiné el porcentaje de
infeccion de raices de olivillo con hongos simbiontes micorrizas arbusculares
siguiendo la técnica de Phillips y Hayman (1970).

Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un Analisis de Varianza Factorial de
4 x 3 x4 (Steel & Torrie 1985). El primer factor correspondi6 a la época de muestreo
(a la mitad de las cuatro estaciones climaticas), el segundo factor correspondi6é al
sector del bosque muestreado (bosque con parches inferiores a 25 m de diametro,
bosque con parches entre 30 y 60 m de didmetro y bosque con parches grandes
superiores a 80 m de didmetro) y el tercer factor fue el tipo de muestra colectada
(suelo, raiz, corteza y hojas).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los microorganismos fitopatdgenos pueden modificar la abundancia y estructura del

componente vegetal de un ecosistema natural, ya que su desarrollo sobre los distintos
organos de las plantas compromete la viabilidad del vegetal al afectar a) la absorcion

258



y translocacion de agua y nutrientes, b) la absorcion de radiacion solar, c) la tasa de
asimilacion y redistribucion de fotosintetatos, d) la germinacion y densidad final de
plantas establecidas (Browning 1998). En este estudio se encontr6, en muestras de
suelos y 6rganos vegetales, bacterias y hongos que pueden provocar patologias en los
diversos 6rganos de Olivillo (Tabla 1).

Tabla 1. Presencia de algunos géneros microbianos fitopatdogenos en suelos y
diferentes 6rganos de Olivillo (4extoxicon punctatum) en el Parque Nacional Bosque
Fray Jorge, IV Region, Chile. +: aislado en al menos una muestra; -: sin aislar en
ninguna de las muestras.

Sector 1 Sector 2 Sector 3
< < <
Géneros o o g s 2 N g s 2N f:N’ s
2 8§ & © 8 % 58 & 8 8 o ©
n K O &m v ¥ O o v O =T
Bacterias
Agrobacterium + + + - + + + - 4+ 4+ - -
Xanthomonas + - + + 4+ - 4+ + - - -+
Pseudomonas + + + 4+ + + 4+ o+ + 4+ o+ o+
Streptomyces + o+ - -+ o+ - -+ o+ )
Hongos
Phytophthora +  + - -+ 4+ - -+ o+ - -
Pythium + + - -+ + - -+ o+ - -
Mucor + - - + + + - 4+ 4+ o+ -+
Rhizopus + - + 4+ + + + - 4+ + 4+ -
Cytospora + -+ + - -+ o+ - -+ ¥
Capnodia - -+ 4+ - -+ 4+ o+ - 4+ 4+
Aphanomyces + + - T

El aislamiento de bacterias del género Streptomyces y hongos del género Pythium
fue més frecuente dentro de las muestras de suelos y raices, en cambio bacterias del
género Pseudomonas y hongos del género Capnodia fueron aislados en mayor
proporcion en las muestras de corteza y hojas. Aunque, especies de estos géneros se
pueden aislar de diferentes organos dentro de un arbol (Agrios 1991), estos
resultados pueden reflejar la presencia de cepas con una mayor especificidad por
ciertos organos del vegetal. La abundancia de bacterias y hongos fitopatdgenos
(Tabla 2) no difiri6 significativamente entre las distintas épocas del afio y bosques
muestreados (Tabla 3), a excepcion de los tipos de muestras. En las muestras de
suelos se encontrd significativamente una mayor concentraciéon de hongos
fitopatdgenos en comparacion con las muestras de origen vegetal. Los géneros
bacterianos y fungicos determinados en este estudio, corresponden a
microorganismos fitopatdogenos de importancia en salud vegetal (Agrios 1991).

259



Tabla 2. Recuento total de bacterias (B) y hongos fitopatogenos (H) en muestras de
suelos y diferentes organos de Aextoxicon punctatum, colectadas en tres sectores
dentro del Parque Nacional Bosque Fray Jorge a la mitad de las diferentes estaciones
del afio 1999. El valor corresponde al promedio de tres muestras y estd expresado
como el logaritmo base 10 de las unidades formadoras de colonias bacterianas o
fingicas por gramo de muestra.

Verano Otono Invierno Primavera
B H B H B H B H

Suelo 34 36 27 38 25 39 26 35
Raiz 19 33 16 36 1,6 34 14 30

Sector 1 .
Hojas 1,1 2,4 0,9 1,8 1,4 1,7 1,5 1,9
Corteza 0,6 1,7 1,1 1,9 0,7 1,4 0,8 1,3
Suelo 2,9 2,4 2,5 2,3 2,7 2,7 2,2 2,5
Raiz 1,6 1,6 1,5 2.3 1,3 2,2 1,4 1,7
Sector 2 .
Hojas 0,6 1,7 1,6 1,6 1,2 1,5 0,5 1,2
Corteza 0,9 0,8 1,0 0,7 1,2 0,6 0,4 1,2
Suelo 2,5 2,6 2,1 2,2 2,3 2,8 1,9 2,1
Raiz 1,3 1,9 1,7 2,3 1,0 2,1 1,2 1,8
Sector 3

Hojas 1,4 2,1 1,3 1,5 1,6 1,3 0,7 1,4
Corteza 0,6 0,9 0,5 L1 0,5 1,0 0,7 0,6

Tabla 3. Valores de F para el Andlisis de Varianza Factorial (4 x 3 x 4) de la
abundancia de bacterias y hongos fitopatdgenos en el bosque de Olivillo (4dextoxicon
punctatum) del Parque Nacional Bosque Fray Jorge, IV Region, Chile.

Fuente de Variacion Bacterias fitopatdgenas Hongos Fitopatdgenos
Epoca de muestreo (A) 0,85 1,57

Sitio de muestreo (B) 1,94 2,01

Tipo de muestra (C) 2,41 9,56 *
AxB 1,18 2,11

AxC 1,63 2,26
BxC 2,20 2,37
AxBxC 0,90 1,70

* p<0,05; gl total = 143

Especies bacterianas y fingicas de todos los géneros aislados en esta
investigacion son reconocidas como saprofitos facultativos (Latorre 1992), ya que
presentan cierta capacidad de vida saprofita, pero actian como parasitos durante la
mayor parte de su ciclo de vida. De hecho, especies fitopatdgenas de los géneros
Pseudomonas y Xanthomonas colonizan y se multiplican superficialmente en hojas,
flores, frutos y cortezas de varias especies vegetales, sin que necesariamente infecten
la planta hospedera (Latorre 1992). Sin embargo, representan potenciales fuentes de
indculos, ya que bajo ciertas circunstancias, tales como heridas u otros traumas fisico
superficiales, pueden invadir tejidos profundos y haces vasculares, causando una
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enfermedad. En el bosque estudiado, esta situacion seria importante para los arboles
de olivillo que estan cerca del sendero de interpretacion (Sector 2) los cuales
generalmente son tallados por turistas con objetos cortantes. Las abundancias de
microorganismos patdégenos encontradas en este estudio son bajas en comparaciéon a
las concentraciones de patégenos en plantas cultivadas (Michailides 1991, Zeigler et
al. 1987) y otras especies chilenas nativas (Aguilera et al. 1999). Por ejemplo, el
numero promedio de hongos fitopatégenos de los suelos estudiados representa menos
del 0,01% del recuento total de hongos filamentosos saprofitos mesofilicos aislados
de suelos rizosféricos de especies nativas dentro del Parque Bosque Fray Jorge
(Aguilera et al. 1999) y de otros sectores aridos de Chile (Aguilera et al. 1998). En
todo caso, el nivel de microorganismos patdgenos presentes en los suelos y diferentes
organos de olivillo dentro del Parque Bosque Nacional Fray Jorge, representa un
inoculo patogeno potencial que podria tornarse crucial en la salud de los
componentes del bosque. Por ejemplo, especies fungicas patégenas del género
Pythium - que en este estudio fue el hongo patégeno mas frecuente en los suelos y
raices de olivillo - son muy virulentas contra las plantulas de arboles en comparacion
a los adultos dentro de bosques templados (van der Putten 2000). Por lo tanto, es
posible que los primeros afectados por estos hongos sean las plantulas de olivillo y
no los especimenes adultos. De hecho, en ningiin muestreo durante el tiempo que
dur6 este estudio se observd plantulas de Olivillo. Més aun, es probable que esta
situacion cobre mayor importancia en los sectores con una mayor rigurosidad
ambiental como lo serian aquellos bosques de Olivillos localizados en el extremo
norte del Parque Nacional. El resultado de esta situacion seria una disminucion o
impedimento del establecimiento de nuevas plantulas de olivillo. Por otro lado, la
abundancia de bacterias y hongos fitopatdogenos en raices de Olivillos, de los tres
sectores estudiados dentro del Parque, se relaciond de manera inversa con el
porcentaje de micorrizacion de raices de Olivillo (Fig. 1).

4 80

3+ -[ 4 60
<
=
S I
£ | s
S 2t 140
o0 N
o) =
A 3
=

1+ 420

0 0

Sector 1 Sector 2 Sector 3

Sitios de muestreo

Fig. 1. Relacion entre abundancia (Log UFC/g) de bacterias (barras negras) y hongos
(barras grises) presentes en raices de olivillo (dextoxicon punctatum) y su porcentaje
de micorrizacion (barras blancas). Los valores graficados corresponden al promedio
de todas las muestras de raices colectadas en el afio mas un error estandar.
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Los hongos micorrizas vesiculo arbusculares son componentes tipicos dentro de
la mayoria de las comunidades de plantas nativas de ambientes conservados
(Shivcharn et al. 1993) y tienen una importante participacion dentro de los procesos
de la rizésfera, que incluyen la protecciéon de planta contra agentes microbianos
fitopatogenos (Budi et al. 1999). EL antagonismo de las micorrizas vesiculo
arbusculares sobre los microorganismos patogenos incluyen la competencia por
nutrientes y espacio, la produccion de antimicrobianos y la produccién de enzimas
que degradan paredes celulares microbianas (Green et al. 1999). Estos
microorganismos beneficiosos para las plantas, deberian ser considerados en
estrategias de salud vegetal dentro del Parque Fray Jorge, especialmente en
programas de reforestacion del bosque con especies nativas.
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