Gayana Bot. 73(2): 430-437, 2016 ISSN 0016-5301

Eventos tempranos en el proceso de infeccidn de Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. en raices de plantulas de Pinus radiata D. Don
y sus efectos en la eficiencia fotosintética como indicador de estrés
biético

Early events in the infection process of Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. in Pinus
radiata D. Don seedlings and its effects on photosynthetic efficiency as biotic stress
indicator

ADRIAN GARRIDO BIGOTES", GIANNINA ISABELLA EspiNoza GALINDO!, PATRICIA SAEZ DELGADO?, MARIA
Jesus CARAL VILLANUEVA®, EUGENIO SANFUENTE VON STowAser* & RobRrIGo HASBUN ZAROR!

'Laboratorio de Epigenética Vegetal, Departamento de Silvicultura, Facultad de Ciencias Forestales, Universidad de
Concepcion. Victoria 631, Barrio Universitario, Casilla 160-C, Correo 3, Concepcion, Chile.

2Laboratorio de Cultivo In Vitro de Tejidos Vegetales, Centro de Biotecnologia, Universidad de Concepcion. Victoria 631,
Barrio Universitario, Casilla 160-C, Correo 3, Concepcion, Chile.

3Area de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia de Organismos y Sistemas, Universidad de Oviedo, Asturias, Espania.
4Laboratorio de Patologia Forestal, Facultad de Ciencias Forestales y Centro de Biotecnologia, Universidad de Concepcion,
Victoria 631, Barrio Universitario, Casilla 160-C, Correo 3, Concepcion, Chile.

*adrigarrido@udec.cl

RESUMEN

Los eventos tempranos que ocurren luego de inocular raices de plantulas de Pinus radiata con el hongo patéogeno
Macrophomina phaseolina son desconocidos. Los objetivos de este estudio fueron conocer el proceso de germinacion de
los microesclerocios y la penetracion de las hifas de M. phaseolina en raices de plantulas de P. radiata, y establecer posibles
efectos en la eficiencia fotosintética durante las primeras horas de la infeccion del patdogeno. Para ello se inocularon raices
de plantulas de 25 dias de edad con microesclerocios de M. phaseolina bajo condiciones in vitro. Las primeras horas del
ciclo de enfermedad, seguido a la inoculacion de las raices, fueron estudiadas mediante microscopia electronica de barrido
y la eficiencia del fotosistema II mediante la fluorescencia de la clorofila a. La penetracion del patégeno al interior de la
raiz ocurri6 48 h post-inoculacion (hpi), y la colonizacion de la superficie de la raiz se hizo evidente por la presencia de
numerosas hifas una vez transcurridas 72 hpi. Los parametros de fluorescencia de la clorofila ¢ evidenciaron variaciones
una vez ocurrida la colonizacién y la penetracion de las raices de las plantulas, con una disminucion de los valores F /F _a
partir de 120 hpi. La infeccion de la raiz de P. radiata causada por M. phaseolina provocé un estrés en la planta, evidenciado
por una variacion de los parametros de fluorescencia de la clorofila a.

PALABRAS cLAVE: Pudricion carbonosa, enfermedades de viveros, patogenos forestales, germinacion de microesclerocios,
eficiencia maxima del FSII.

ABSTRACT

Early events occurring after inoculation of Pinus radiata seedlings with Macrophomina phaseolina, fungal pathogen causing
charcoal root rot, are unknown. The objectives of this study were to determine the germination process of microsclerotia and
penetration of hyphae of M. phaseolina into roots of P. radiata seedlings and to establish probably effects on photosynthetic
efficiency during early hours of infection pathogen. For this, 25-day-old seedling roots were inoculated with M. phaseolina
microesclerotia under in vitro conditions. First hours of disease cycle after root inoculation were studied by scanning
electron microscopy and efficiency of photosystem II by measuring the fluorescence of chlorophyll a, after inoculating of P
radiata seedling roots with M. phaseolina microesclerotia. The penetration of the pathogen into the root occurred 48 h post
inoculation (hpi), and surface colonization was evident by the presence of numerous hyphae after 72 hpi. The parameters
of chlorophyll a fluorescence showed variations at once occurred colonization and penetration of seedling roots, with a
decrease of Fv/ Fm values from 120 hpi. Infection root of P. radiata with M. phaseolina microesclerotia generated a stress
in the plant which resulted in variations in fluorescence parameters of chlorophyll a.

Keyworbps: Charcoal rot, nursery diseases, forest pathogens, microesclerotial germination, PSIT maximum efficiency.
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INTRODUCCION

Las plantas son afectadas negativamente por factores
de estrés de origen bidtico y abidtico que determinan
su éxito en el ambiente donde crecen. Gran cantidad
de microorganismos se comportan como patdgenos, y
el resultado de las interacciones compatibles planta-
microorganismo patdgeno determinan la ocurrencia de
enfermedades (Glazebrook 2005).

Las interacciones planta-patdgeno conducen a cambios
a nivel de metabolismo primario y secundario que afectan
al crecimiento y desarrollo de la planta (Berger et al. 2007,
Mazid et al. 2011). En cuanto al metabolismo primario, el
ataque de patogenos resulta en una disminucion de la tasa
fotosintética (Kocal et al. 2008, Luque ef al. 1999, Wagner
et al. 2006, Alonso et al. 2011), la que puede estimarse
mediante la fluorescencia de la clorofila a y los parametros
a través de los cuales se mide (F) y F/F ) (Maxwell &
Johnson 2000).

Los patogenos necrotrofos de las raices poseen un bajo
nivel especificidad de hospederos, a diferencia de lo que
ocurre en los patégenos biotrofos de hojas y raices. Entre
los hongos patogenos mas comunes de raices se encuentran,
especies de Rhizoctonia, Pythium'y Phytophthora (Okubara
& Paulitz 2005). Varios de estos hongos penetran a través
de la rizodermis (Okubara & Paulitz 2005), no obstante, al
producirse la interaccion patdgeno-hospedero a diferentes
profundidades en el suelo, se vuelve dificil estudiar los
procesos de infeccidon y posterior colonizacion (Bais et al.
2006).

Un importante patdégeno de raices es Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid., hongo necrétrofo que causa la
enfermedad denominada “pudricion carbonosa de laraiz” en
mas de 500 especies de plantas, especialmente en cultivos
agricolas, donde la interaccion ha sido mas estudiada (Kaur
et al. 2012). También causa enfermedad en otras plantas
herbaceas y lefiosas (Songa & Hillocks 1996, McCain &
Scharpf 1989), siendo entre estas ultimas Pinus radiata
D. Don una de las coniferas mas afectada (Mufloz 2006).
Este patogeno tiene distribucion mundial y su incidencia y
prevalencia es mayor en regiones tropicales y subtropicales
con climas aridos y semiaridos (Kaur et al. 2012). En Chile,
la pudricion carbonosa fue reportada por primera vez en
soya por Nome & Ocampo (1968) y en poroto por Latorre
& Caffati (1973) citados por Mujica & Vergara (1980).
Posteriormente, fue detectada en viveros forestales de P,
radiata en el afio 1983 (Butin & Peredo 1986), y ha seguido
siendo reportada en especies de latifoliadas y coniferas
nativas, demostrando altos niveles de susceptibilidad al
patogeno, especialmente durante el periodo de viverizacion
(Hinojosa 1997).

El patogeno persiste en el suelo en forma de
microesclerocios durante largos periodos de tiempo,
hasta aproximadamente 15 afios (Short ez al. 1980). Los

microesclerocios germinan al entrar en contacto con las
raices secundarias, continuando el crecimiento de las hifas
en la superficie de las raices hasta que penetra la rizodermis.
El patégeno prosigue colonizando hasta alcanzar la
raiz principal, causando la detencion del crecimiento,
manifestado en clorosis y marchitamiento foliar, finalizando
con la muerte de la planta. En los ultimos estadios de la
enfermedad se forman los microesclerocios, estructuras
de resistencia de color negro en la corteza interior de las
raices y en la parte inferior del tallo. Cuando la planta
muerta se descompone, los microesclerocios son liberados,
y funcionan como indéculo en las nuevas plantulas (Smith
et al. 1969). La enfermedad estd influenciada por factores
abioticos, como la disponibilidad de agua (estrés hidrico
en la planta) y temperaturas elevadas (30-40 °C) (Meyer &
Sinclair 1974), asi como también por componentes bidticos
como los exudados radiculares que determinan el inicio y
severidad de la enfermedad (Smith 1969).

Los sintomas en las raices son ennegrecimiento de la
raiz principal y las raices laterales. En la parte aérea ocurre
detencion del crecimiento, clorosis y marchitamiento, sin
embargo la mayoria de estos sintomas no se manifiestan en
los primeros estadios de la infeccion (Smith et al. 1989).
Las primeras observaciones del proceso de infeccion de
M. phaseolina fueron realizadas en raices de Glycine max
(L.) Merr., determinando el tiempo de germinaciéon de los
microesclerocios, el patron de crecimiento de las hifas,
la formacién de apresorios y los efectos celulares de la
penetracion del patogeno (Ammon et al. 1974, 1975).
Un estudio reciente caracterizd in-vitro la penetracion e
infeccion del hongo sobre las raices en la interaccion de
M. phaseolina con diferentes variedades susceptibles y
resistentes de Sesamum indicum L. (Chowdhury et al. 2014).

Los objetivos de este estudio fueron conocer el proceso
de germinacion de los microesclerocios y la penetracion
de las hifas de M. phaseolina en raices de plantulas de
P radiata, y establecer posibles efectos en la eficiencia
fotosintética durante las primeras etapas de la infeccion del
patdgeno.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

En el estudio fueron utilizadas plantulas de P. radiata
originadas por semillas. Las semillas de P. radiata fueron
desinfestadas superficialmente con peroxido de hidrégeno al
30%, durante 15 min y lavadas tres veces con agua destilada
estéril (ADE) durante 10 min. Posteriormente, las semillas
fueron embebidas en ADE durante 24 h y después 24 h
en una solucion de giberelina (GA,) a una concentracion
de 300 mg/L. Las semillas se depositaron en placas de
Petri conteniendo agar-agua al 1%, y luego incubadas a
20°C, durante 10 dias, en oscuridad, hasta el inicio de la
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germinacion. Las semillas germinadas fueron transferidas
a camara de crecimiento a 25 °C, con fotoperiodo de 16 h,
durante 25 dias.

PATOGENO Y PRODUCCION DE INOCULO

Fue utilizada la cepa de M. phaseolina Mph9 proporcionada
por el Laboratorio de Patologia Forestal de la Facultad de
Ciencias Forestales, Universidad de Concepcion. La cepa fue
obtenida desde el suelo del vivero Proplanta, Quinchamali,
Chile (36° 38° 53,77 S - 72° 24> 9,81 O), que posee
registro de ataques previos de M. phaseolina en P. radiata.
El patdégeno se cultivdo en medio agar-patata-dextrosa
(APD), a una temperatura de 25 °C, durante dias. Desde
las colonias formadas se obtuvieron discos de micelio con
microesclerocios, que fueron dispuestos en matraces de 250
ml con caldo-patata-dextrosa (PDB), seguido de incubacion
durante 21 dias a 31 °C, en oscuridad. Posteriormente, los
microesclerocios y el micelio fueron colectados, secados a
30 °C, y tamizados con un diametro de malla de 45-200 um.

INOCULACION Y PRUEBAS DE VIABILIDAD

Raices de plantulas de P. radiata con 25 dias de edad se
sumergieron en una solucion de carboximetilcelulosa 1%, y
se transfirieron a una placa de Petri con papel filtro himedo
estéril. Las raices se inocularon desde las puntas a lo largo
de 1 cm, depositando 10 microesclerocios sobre cada raiz.
Las raices control fueron unicamente sumergidas en la
solucion de carboximetilcelulosa 1%. La zona de las raices
inoculada se cubri6 con papel de aluminio, se mantuvieron
a 25 °Cy se recolectaron las raices inoculadas y control a las
6, 12,24, 36,48 y 72 h post-inoculacion (hpi).

La germinacion de microesclerocios de M. phaseolina
fue evaluada a los distintos tiempos post-inoculacion
mediante lupa estereoscdpica (X40), en dos réplicas por
cada tiempo, consistente en 20 microesclerocios cada
una. Paralelamente, se efectuaron ensayos de germinacion
en medio de cultivo APD, depositando microesclerocios
individuales del patdégeno sobre la superficie del medio
de cultivo, en tres réplicas por cada tiempo, seguido de
incubacién a 25 °C, en oscuridad, evaluandose a los mismos
tiempos que el ensayo en raices. La germinacion de los
microesclerocios fue observada con lupa estereoscopica
(X40), y laviabilidad se determiné evaluando la germinacion
de 30 microesclerocios.

La observacion del crecimiento del micelio de M.
phaseolina sobre la raiz de las plantas y luego la penetracion
fue realizada mediante microscopia de barrido. Para tal
efecto, las raices colectadas en los diferentes tiempos post-
inoculacion se fijaron en glutaraldehido 2,5 %. Luego, se
lavaron en buffer fosfato, deshidrataron con alcohol, y
fueron sometidas a secado a punto critico. Finalmente, las
muestras fueron observadas con microscopio electronico de
barrido JSM-6380.
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MEDIDA DE LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

La fluorescencia de la clorofila a se midi6 con Handy PEA
(Hansatech, UK) en las aciculas de plantulas control y en
las inoculadas, a las 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 hpi. El
parametro empleado para evaluar la eficiencia del FSII fue
F/F = [(F_-F)/F ] (Rosenquist & Van Kooten 2006). En
primer lugar se determind la fluorescencia inicial (F) por
exposicion de la zona media de seis aciculas de la plantula
a 6 umol/m?s. Posteriormente, se aplico un pulso de luz
saturante de 9000 pmol/m?s durante 0,8 s para determinar
el maximo de emision de fluorescencia (F, ). Se realizaron
tres réplicas biologicas por cada hpi.

ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico de los resultados de fluorescencia de
la clorofila a fue realizado con un ANOVA de dos vias. Se
realiz6 el test LSD de Fisher para detectar diferencias entre
los tratamientos y tiempos post-inoculacion, asi como el
efecto de la interaccion tratamiento-tiempo. El analisis se
llevo a cabo mediante el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo et al. 2013).

RESULTADOS

GERMINACION DE MICROESCLEROCIOS Y CRECIMIENTO DEL
PATOGENO
En la superficie de las raices de P. radiata la germinacién de
microesclerocios de M. phaseolina fue 36 y 83%, alas 24y
48 hpi, respectivamente, en cambio en el medio de cultivo
APD la germinacion fue de 83% a las 24 h, 93% a las 48 h.
Las plantulas inoculadas con los microesclerocios del
patdégeno no evidenciaron ningln tipo de sintomatologia
hasta 144 hpi, al igual que las plantas control. A partir de 12
hpi comenzo la germinacion de los microesclerocios (Fig. 1A
y 1B), evidenciado por la formacion de tubos germinativos,
continuando el crecimiento de las hifas, alcanzando una
longitud entre 60-80 pum (Fig. 1B). Transcurridas 24 hpi
aumentd el numero de microesclerocios germinados, junto
con una mayor longitud de las hifas (Fig. 1C). A las 48 hpi
continu6 la germinacion, con la formaciéon de mas tubos
germinativos por microesclerocio, y las hifas continuaron
extendiéndose en la superficie de la raiz (Fig. 1D). En este
tiempo, se observéd la adhesion de la hifa a la superficie
de la raiz y la formaciéon de estructuras semejantes a un
apresorio, indicando el inicio de la penetracion del patdgeno
(Fig. 1E y 1F). A las 72 hpi se constatd el mayor numero de
microesclerocios germinados y una mayor colonizacion de
la superficie radicular (Fig. 2A), ademas de la formacion de
numerosos apresorios (Fig. 2B, 2C y 2D). El micelio formado
en la superficie de la raiz no presentd un patroén de crecimiento
reconocible (Fig. 2A), aunque se observd agrupamiento
de algunas hifas sobre la superficie de la rizodermis (Fig.
2C). Hasta la ultima evaluacion, las raices en el control no
presentaban crecimiento de hifas de ningun tipo de hongo
(Fig. 2E y 2F).
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Ficura 1. Germinacién y crecimiento micelial de Macrophomina phaseolina en la superficie de las raices de Pinus radiata. A) ausencia
de germinacion (flechas) a 6 hpi y tejido pseudoparenquimatico de un microesclerocio (*). B) tubos germinativos desde microesclerocios
(flechas) a 12 hpi. C) a 24 hpi. D) a 48 hpi. E) y adhesion de la hifa (recuadro blanco) a 48 hpi. F) Detalle de adhesion de la hifa a 48 hpi.

FiGure 1. Germination and mycelial growth of Macrophomina phaseolina on root surface of Pinus radiata A) absence of germination
(arrows) at 6 hpi and pseudoparenquimatic tissue of a microesclerotial (¥). B) germ tubes from microsclerotial (arrows) at 12 hpi. C) at 24
hpi. D) at 48 hpi. E) adhesion of hyphae (white box) at 48 hpi. F) Detail of hyphae adhesion at 48 hpi.
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FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA @ disminuyendo el valor de esta relacion transcurridas las 96
Enlas plantulas de P. radiatano inoculadas, los valores de F / hpi, siendo este efecto mas consistente a partir de las 120
F_ fluctuaron entre 0,787 y 0,806, no existiendo diferencias hpi. Entretanto, el valor F  tuvo un comportamiento anélogo
significativas durante el periodo de estudio. Las plantulas aF /F _enlas plantulas inoculadas y no inoculadas (Tabla I).

inoculadas presentaron valores de F /F_entre 0,726y 0,815,

FiGura 2. Crecimiento de Macrophomia phaseolina a 72 h post-inoculacion (hpi). A) Colonizacion superficial por las hifas. B) Puntos de
penetracion (flechas). C) Penetracion por aperturas naturales de la raiz (flechas) y agrupacion de hifas (*). D) Formacion del apresorio y
penetracion. E y F) Raices de plantulas control.

FiGure 2. Growth of the pathogen at 72 h post-inoculation (hpi). A) Surface colonization by hyphae. B) Points of penetration (arrows).
C) Penetration of natural openings of the root (arrows) and grouping of hyphae (¥). D) Appresorium formation and penetration. E and F)
Roots of control seedlings.
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TabLA 1. Valores medios de los pardmetros de fluorescencia (F y F /F ) de la clorofila a obtenidos para plantulas de Pinus radiata control
e inoculadas con Macrophomina phaseolina en los diferentes tiempos post-inoculacion. Letras diferentes indican diferencias significativas
para los pardmetros F y F_/F_ (p-valor < 0,05).

TasLE I. Mean values of fluorescence parameters (F; and F /F ) of chlorophyll a obtained for control and inoculated seedlings Pinus
radiata with Macrophomina phaseolina at different times after inoculation. Different letters show significative differences for F and F /
F, parameters (p-value < 0.05).

CONTROLES INocuLADAS
Tiempro (hpi)
E, F/F, F, F/F_
0 519,7 £45,0¢ 0,793 £ 0,002 547,77 £ 39,92 0,799 £ 0,005 b
12 534,7 £ 98,3 ab¢ 0,793 + 0,001 ¢ 485,3+£123,9° 0,798 £ 0,006
24 459,3 +41,6*° 0,797 £ 0,005 499,7 +£24,2%® 0,809 £ 0,005
48 581,7 + 30,4 2 0,806 + 0,002 620,0 + 80,3 < 0,804 £ 0,012
72 602,0 + 0,02 0,805 +0,002% 545,0 £ 33,8 0,815+0,010¢
96 469,7 £53,7* 0,806 + 0,004 ° 747,0 +£33,8¢ 0,785 +0,018°
120 592,0 + 86,7 2 0,805 £ 0,008 664,3 £ 9,84 0,733 +£0,0052
144 481,7 + 80,8* 0,787 + 0,008" 688,7 + 43,9 0,726 +0,0122
DISCUSION (dpi) sobre raices de Glicine max. La germinacion de

Los resultados de esta investigacion muestran el proceso
temprano de infeccion de M. phaseolina sobre raices de
Pinus radiata, y el efecto del patdogeno sobre le eficiencia
fotosintética, considerandose esta variable como wun
indicador de estrés bidtico previo a la aparicion de sintomas.

La germinacion de los microesclerocios de M.
phaseolina en el medio de cultivo fue de 93% a las 48
hpi, similar a los valores obtenidos por Smith (1969) con
90% de germinacion a las 48 hpi, y por Aynaru & Green
(1973) con 72% de germinaciéon de microesclerocios a 15
h en medio APD. Los niveles de germinaciéon obtenidos
no serian comparables a lo que ocurriria en condiciones de
campo, donde numerosos factores estarian influenciando la
germinacion de los microesclerocios, como es el crecimiento
de la raiz a través del suelo, y el efecto de la interaccion con
otros microorganismos de la rizosfera (Raaijmakers et al.
2009).

En la superficie de las raices de P. radiata la germinacion
de los primeros microesclerocios de M. phaseolina se
observo transcurridas las 12 hpi, y continué aumentando en
las siguientes 12 h. La germinacion de los microesclerocios
en P. radiata fue mas rapida comparado a lo observado en
otras especies. Smith (1969) constaté que la germinacion
de los microesclerocios de M. phaseolina era estimulada
por exudados de las raices de plantulas de 18 dias de
edad de Pinus lambertiana Douglas, considerando estos
exudados fundamentales en el desarrollo de la enfermedad.
Ammon et al. (1975) observaron la germinaciéon de
los microesclerocios desde los 3 dias post-inoculacion

los microesclerocios detectada por Chowdhury er al.
(2014) comenzo6 una vez transcurridas 24 h sobre raices
de Sesamum indicum. Estas diferencias en los tiempos de
germinacion de los microesclerocios del patdgeno podrian
asociarse a las condiciones del ensayo, asi como a la especie
del hospedero. El crecimiento de las hifas sobre la raiz de P
radiata comenz0 a partir de 48 hpi, sin presentar un patrén
de crecimiento reconocible, observandose la formacion
de apresorios, estructuras fingicas especializadas en la
infeccion para obtener de nutrientes de la planta (Deising
et al. 2000) que generan altas presiones mécanicas para
facilitar la penetracion (Howard ef al. 1991). La formacion
de apresorios por el patdgeno ya fue relatada por Ammon
et al. (1975) y Chowdhury et al. (2014), observados
como un hinchamiento de las puntas de las hifas sobre la
superficie de las raices de G. max y S. indicum. A las 72 hpi,
continud la colonizacion del patogeno sobre la superficie
de la raiz, detectandose numerosas estructuras semejantes
a apresorios. Se observaron diversos puntos de penetracion
de las hifas a través de grietas o heridas en depresiones de
la rizodermis. En forma semejante, Ammon et al. (1975)
describié numerosos puntos de formacién de apresorios y
de penetracion en depresiones y crestas epidérmicas. No
se constatd la formacién de microesclerocios sobre las
raices durante el tiempo de evaluacion, coincidiendo con
un reporte anterior (Chowdhury et al. 2014), aunque se
observaron agrupamientos de hifas sobre la superficie de la
raiz a 72 hpi, lo que podria corresponder a la fase previa
antes de ocurrir la diferenciacion de los microesclerocios
(Dhingra & Sinclair 1978).
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Durante el periodo de evaluacion del ensayo (144
hpi), las plantulas de P. radiata no presentaron sintomas
radiculares o foliares visibles. Las causas probables serian
la baja cantidad de indculo (numero de microesclerocios),
ausencia de estrés hidrico y de temperaturas elevadas (40°C)
(Meyer & Sinclair 1974), y el tiempo de evaluacién para la
expresion de los sintomas en las raices y aciculas.

La variacion en los parametros de fluorescencia, F y F /
F_, comunmente son empleados para evaluar fotoinhibicion
(Valladares & Percy 1997), y son considerados indicadores
de estrés en las plantas. Después de la inoculacion de las
raices de P. radiata con M. phaseolina, los valores de F,
muestran una tendencia al incremento y una tendencia a la
disminucion en el caso de F /F_ a partir de 96 hpi. Tanto en
las plantulas control e inoculadas, los valores promedio de
F /F_ estuvieron desde el inicio por debajo del valor normal
0,83 (Murchie & Lawson 2013), lo cual estaria indicando
estrés basal, probablemente relacionado con las condiciones
de crecimiento in vitro (Materan et al. 2015, Matysiak &
Gabryszewska 2016).

El analisis estadistico de los valores F, de las plantulas
inoculadas y no inoculadas indico diferencias significativas
durante los tiempos ensayados. Se ha comprobado que
el parametro F, es mas alto en plantas inoculadas con
patdgenos (Maxwell & Johnson 2000, Alonso ef al. 2011),
tendencia que muestran los valores obtenidos en este
estudio para los ultimos tiempos post-inoculacion. En el
caso del parametro F /F se constatd una disminucion de
la eficiencia del FSII y fotoinhibicion de la fotosintesis,
reflejadas en una disminucidon de este parametro a partir
de las 120 hpi. El efecto negativo sobre la fotosintesis es
semejante a lo verificado como consecuencia de infecciones
causadas por patdgenos foliares como Puccinia psidii G.
Winter (Alonso ef al. 2011, Sebela et al. 2012) y de raiz,
como Phytophthora cinnamomi Rands (Luque ef al. 1999) y
Fusarium oxysporum Schltdl. (Wagner et al. 2006).

Murchie & Lawson (2013) postularon que debido a que
el valor F /F  evalua Gnicamente la eficiencia del FSII, el
estrés que es provocado en cualquier otra parte de la planta
como pueden ser las raices, no se manifestaria como un
cambio en el valor de F /F_. En contraste, los resultados
obtenidos mediante la inoculacion de M. phaseolina en
raices de plantulas de P. radiata indican una alteracion de
los parametros normales de fluorescencia (F /F ), a partir de
las 120 hpi, asociado al estrés provocado por la infeccion por
el patogeno. La explicacion a este comportamiento podria
atribuirse a los efectos del patdgeno en los tejidos internos
de la raiz. Las hifas del patogeno, después de penetrar la
rizodermis, avanzan por los espacios intercelulares, para
finalmente invadir las células xilematicas del haz vascular
(Ammon et al. 1974), obstruyendo este tejido en las
angiospermas (Chowdhury et al. 2014), mientras que en
las gimnospermas invadiria las traqueidas, restringiendo el
transporte de agua desde las raices hacia las aciculas y, por
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tanto, generando un estrés hidrico que estaria provocando
los cambios a nivel del aparato fotosintético. Este efecto
provocado por el patdogeno se haria mas patente a medida
que transcurre el tiempo de interaccion entre el patdgeno y
la raiz.

Los resultados del estudio verificaron que las fases
iniciales de la infeccion de M. phaseolina estan marcadas
por la germinacion de microesclerocios durante el transcurso
del ensayo, la colonizacion superficial de las hifas sobre
las raices y la formacion de estructuras semejantes a los
apresorios para la penetracion al interior de las raices de
plantulas de P. radiata, 1o que provoca un estrés detectado a
nivel de eficiencia del fotosistema II, siendo este un sistema
planta-patdgeno util en la evaluacion de estrés y respuestas
defensivas frente a patdgenos de suelo.
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