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1991), Goias (PRABHU et al., 1992) y Minas
Gerais. Ademas de Brasil, la enfermedad se ha
reportado en otros paises de América del Sur
como Paraguay, Bolivia y Argentina (KOHLI

et al., 2011). La enfermedad se produce con
mayor intensidad bajo condiciones de altas
temperaturas (mds de 20 °C) y mas de 10 horas
de mojado en la hoja (CARDOSO et al., 2008).

La bruzone es causada por el hongo Pyricularia
oryzae (teleomorfo Magnaporthe oryzae), que
infecta mds de 50 especies de gramineas.

En arroz, la bruzone es conocida como una

de las enfermedades mads antiguas. P. oryzae
puede infectar todos los drganos de la planta,
incluyendo hojas, tallos y espigas. La infeccidon
de la espiga de trigo es una de las formas mads
destructivas de la ocurrencia de la enfermedad
(PRESTES et al., 2007). Los danos causados
por bruzone en la produccidén de granos de trigo
dependen del grado de infeccion de la espiga

y del local de penetraciéon del hongo, pudiendo
afectar la espiga en forma parcial o totalmente.

Esta enfermedad es importante porque

influye directamente en las reducciones

del rendimiento y calidad de los granos. En
infecciones tempranas, los granos de trigo
aparecen deformados, pequefios y de bajo peso
especifico, siendo la mayoria eliminados durante
la cosecha y el procesamiento. En el estado de
Mato Grosso do Sul, investigaciones realizadas
durante los anos de 1988 a 1992 en condiciones
de infeccidon natural en campo, mostraron una
reducciéon de 10% a 53% del rendimiento de
granos y del 14.5% a 74% en el peso de los
granos producidos (GOULART et al., 2007).

Las espigas enfermas se caracterizan por
presentar una coloraciéon blanquecina y por
tener una necrosis en el raquis siendo el
punto de penetracion del hongo. Goulart et
al. (2007) afirmaron que al considerar los
sihtomas de blanqueamiento de las espigas
que son tan evidentes, eso puede influenciar
en la sobreestimacion facilmente de los dafos
causados por bruzone.

Es importante destacar que, antes de la aparicion
del blanqueamiento de las espigas y dependiendo
del grado de resistencia de cada genotipo

de trigo, pueden ser observados diferentes

tipos de lesiones causados por el patédgeno

en otras partes de la planta. En arroz, es bien
conocido que diferentes tipos de lesiones son
muy variables, dependiendo del tipo de cepa

de hongo, planta hospedera y también de

las condiciones ambientales (OU, 1985). En
trigo, diferentes tipos de lesiones pueden ser
observados tanto en condiciones ambientales
controladas, como en condiciones de campo.
En una inoculacidn, la identificaciéon de los tipos
de lesiones en hojas de plantas jovenes, hoja
bandera y en espigas de plantas adultas es
realizada a partir de cinco a siete dias después de
la inoculacién.

En cultivos de arroz, la bruzone fue descrita

en el ano de 1600 en China (BEDENDO, 1997)
y es hasta hoy una de las enfermedades

mas importantes de este cultivo. Ante esta
perspectiva temporal, estd claro que existe

un desigual grado de conocimiento sobre la
interaccion de Magnaporthe oryzae en arroz
con relacién a la interaccién con el trigo. Desde
el punto de vista de la genética molecular, la
bruzone del arroz es un modelo de estudio de
las relaciones patégeno-hospedero (LIU et al.,
2010). La enfermedad se manifiesta en las
partes vegetativas (/eaf blast, en inglés), como
paniculas y nudos del tallo de arroz (panicle and
neck blast) (BONMAN, 1992).

La mayoria de las investigaciones cientificas
orientadas a buscar resistencia genética a
Magnaporthe en arroz fueron direccionadas

para /eaf blast, que se desarrolla durante el
crecimiento vegetativo del cultivo. De ese
modo, por motivos de practicidad, se realizaron
pruebas para evaluar el germoplasma de arroz,
desarrollados solamente en hojas y no en
paniculas, siendo utilizadas mayormente plantas
jévenes (dos a tres semanas después de la
siembra), suponiéndose una alta correspondencia
de la reaccidén de la planta en etapas jovenes y
adultas (BONMAN, 1992). En plantulas, las hojas
mads jévenes, cuando expandidas, son el tipo de
tejido vegetal mds susceptible a la enfermedad
(VALENT et al., 1991). Cuando la bruzone del
arroz se propaga severamente en las primeras
etapas del desarrollo de la cultura, la necrosis
de las hojas pueden conducir a la muerte de las
plantas (BEDENDO, 1997). Ya en el trigo, no
hay correspondencia entre la reaccién de las
plantas jévenes y plantas adultas (hojas bandera
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y espigas), y tampoco entre la reaccién de las
hojas bandera y espigas en la etapa adulta.

En arroz, las técnicas de evaluacion de la
resistencia genética para fines de mejoramiento
varian entre diferentes paises e instituciones

de investigacion, y depende de las condiciones
ambientales locales (en vivero, en el campo o en
invernadero) y de los objetivos de la evaluacion
(PRABHU; FILIPPI, 2006). La evaluacién de

la bruzone en las hojas de arroz es realizada
utilizando una escala que combina el tipo de
lesion y el porcentaje de drea foliar afectada
(STANDARD..., 1988). Ya en paniculas, la
evaluacion se basa en el porcentaje de paniculas
infectadas (STANDARD..., 1988).

En plantas jovenes de arroz, Bowman et al.
(1986) propusieron la evaluacion de las lesiones
de bruzone considerando seis tipos: O, 1, 2, 3,
4 y 5, que muestran la diferenciacién de cada
tipo de lesion en funcidn del color, tamafio y
presencia de esporulacion. Por su vez, Valent
et al. (1991), clasificaron e ilustraron con
fotografias las lesiones en seis tipos. Los autores
mencionan que raramente observaron lesiones
de bruzone de mas de un tipo en los genotipos
de arroz considerados. Dependiendo del tipo de
lesién, los genotipos fueron clasificados como
susceptibles o resistentes al patdgeno.

Para bruzone de trigo, Urashima et al. (1993)
propusieron cinco categorias (de O a 4) para
infecciones que se producen en hojas de
plantas jévenes de trigo: tipo O, sin ninguna
reaccion visible; tipo 1, lesiones pequenas, tipo
“cabeza de alfiler”; tipo 2, pequenas lesiones
de color marrén a marrén oscuro, sin el centro
distinguible; tipo 3, pequenas lesiones ovales
con el centro distinguible de color gris; tipo 4,
lesiones de bruzone tipicas, forma eliptica, con el
centro de color gris. Segun los autores, los tipos
0, 1 y 2 serian reacciones de resistencia y los
tipos 3 y 4 de susceptibilidad. Las lesiones de
tipos O, 1 y 2 son considerados de resistencia,
porque no presentan esporulacion cuando son
expuestas a condiciones favorables (15 horas
en camara himeda a 25 °C), mientras que

las lesiones tipos 3 y 4 fueron considerados
susceptibles, porque fueron colectadas esporas
después de la incubacion y bajo las mismas
condiciones. Fue discutido la posibilidad de
existir varios tipos de lesiones en una sola

interaccidon, hongo x cultivar de trigo. En estos
casos, los autores recomiendan, realizar la
caracterizacion de la reaccién de susceptibilidad
o de resistencia, tomando en cuenta los sihtomas
predominantes en mas de 50% de las plantas
evaluadas.

En el caso de la evaluacion de bruzone

en espigas de trigo, lo mds comun es la
determinacion de la incidencia y la severidad
(ARRUDA et al., 2005). La incidencia es el
porcentaje de plantas enfermas o partes de
plantas necrosadas en una muestra o poblacién.
La severidad es el porcentaje del darea o volumen
de tejido cubierto por sihtomas. Arruda et

al. (2005) emplearon una clave descriptiva

para estimar el grado de severidad, teniendo

en cuenta el porcentaje de drea de la espiga
necrosada, debido al ataque del patégeno: nota
0 = espiga sin enfermedad visible; nota 1 =
menos de 5% de la espiga necrosada; nota

2 = 5% a 30% necrosada; nota 3 = 30% a
50% necrosada; nota 4 = cuando es mayor
que 50% de necrosis; nota 5 = 100%, toda

la espiga necrosada. Segin Amorim (1995),
hay varios ejemplos de claves descriptivas para
la evaluacién de enfermedades en las plantas.
Estas claves pueden ser Utiles, mas dependiendo
de su objetivo, pueden no ser eficaces para la
evaluacion sistemadtica de las enfermedades.
Las claves descriptivas no tienen ningdn apoyo
visual.

Es reciente la publicacidon de una escala
diagramatica para evaluacion de bruzone en
espigas de trigo (MACIEL et al., 2013). Las
escalas diagramdticas son representaciones
ilustradas de plantas o partes de plantas con
sihtomas en diferentes niveles de severidad
(AMORIM, 1995). Estas simplifican la evaluacién
y son validas para evaluaciones de campo. Sin
embargo, cuando el objetivo es evaluar con
mavyor detalle y precision la enfermedad se debe
tener estimaciones mds detalladas.

En relacién a la evaluacion de la respuesta

del germoplasma contra bruzone, la mayoria
de los cultivos de trigo analizados en Brasil
hasta mediados de los afios 2000 mostraron
una alta susceptibilidad al patégeno. En el afio
2009, la Embrapa implemento una iniciativa
de investigacion dirigida a la comprension de
la interaccion M. oryzae x trigo, utilizando
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un enfoque en biologia avanzada (iniciativa
denominada de Wheat BGIn, para Wheat Blast
Genes Interaction). La estrategia principal fue
focada en la prospeccidn de recursos genéticos
para la identificacién de genes de resistencia
de trigo contra M. oryzae y la caracterizacion
de mecanismos de resistencia, implicados
especificamente en la fase de planta adulta. A
partir del afio 2010, colecciones de germoplasma
de trigo fueron caracterizadas en campo, bajo
condiciones de alta presiéon de inoculo y en
condiciones ambientales controladas para la
reaccidon a bruzone. En este Boletih Técnico,
no se abordardn cuestiones relacionadas con

la evaluacién de la necrosis del raquis de

trigo, solamente serdn vistos los sihtomas de
la enfermedad en relacién a la hoja bandera y
espigas de trigo.

En la publicacién de Urashima et al. (1993), son
mencionados los tipos de lesiones, siendo uno
de los trabajos mds comunmente referenciados
y utilizados en investigaciones sobre bruzone en
trigo, empleado para evaluar la reaccidon de las
plantulas a la infeccion por M. oryzae. La misma
fue utilizada para evaluar la reaccién de hojas
bandera (CRUZ et al., 2010). Sin embargo, esta
escala de clasificacién no proporciona un soporte
visual ni ilustraciones que faciliten la tarea de
evaluacion y cuantificacion de la enfermedad.

La comparacion de las plantas enfermas con
ilustraciones y descripciones de los sihtomas

son de gran ayuda para el diagndstico de
enfermedades (AMORIM; SALGADO, 1995) y
para la caracterizacion de la reaccién de la planta
hospedera al tipo de patégeno. Los datos de
evaluacion de la resistencia para una variedad de
enfermedades puede llegar a ser inconsistentes,
si diferentes modos de evaluacién son utilizados
(POSTMAN et al., 2010).

Teniendo en cuenta la evaluacidn en plantas
jévenes, los tipos de escalas descriptivas para
la bruzone del arroz (BONMAN et al., 1986;
VALENT et al., 1991) y de trigo (URASHIMA et
al., 1993), son muy completos en detalles como
el tamano, color y la presencia de esporulacion.
Para bruzone de trigo, Takabayashi et al. (2002)
anadieron mas un nivel, al evaluar las plantas
jovenes, que corresponden a la presencia de
coalescimiento de lesiones, como descrito na
escala adoptada por Bonman et al. (1986) para

el arroz. Zhan et al. (2008), utilizando la escala
Takabayashi et al. (2002), criticaron la falta de
detalles en relacidon al color de las lesiones, a
fin de evitar una confusidn relativa al color del
borde de las lesiones y el color de las propias
lesiones. Desde el punto de vista prdactico,
para los evaluadores con poca experiencia, la
identificacion de lesiones de bruzone no es una
tarea sencilla.

En las primeras etapas del trabajo desarrollado
en el contexto del abordaje Wheat BGIn, fue muy
importante establecer los criterios de evaluacidon
de las plantas sometidas a inoculacién. La
identificacion del tipo de lesidn fue realizada
durante todos los experimentos. La definicién del
tipo de reaccién con base en el tipo de lesidn, es
una evaluacidn cualitativa que contribuye para

la determinacidn del grado de resistencia de los
genotipos de trigo a ser caracterizados.

En términos cuantitativos, fue necesario elegir
los pardmetros a evaluar. En un estudio que
compara la reaccién de genotipos de trigo frente
a la inoculaciéon con Magnaporthe, en diferentes
etapas de desarrollo, fueron consideradas tanto
la incidencia y la severidad de bruzone en espigas
(ARRUDA et al., 2005).

Las condiciones establecidas en los experimentos
de inoculacidn realizados, no permitieron la
distincion de un nivel de incidencia relacionado
con la resistencia de los materiales evaluados

en hojas bandera y en espigas. El tratamiento
control consistia en hojas bandera y espigas no
inoculadas de cada genotipo evaluado, sometido
a las mismas condiciones de incubaciéon. Después
de la inoculacidn, hubo una incidencia 100% de
bruzone en las partes inoculadas, en todos los
experimentos realizados.

Para cuantificar la severidad de bruzone en hojas
bandera de trigo, se decidié por colectar las hojas
entre siete y diez dias después de la inoculacién,
las hojas fueron fijadas con cinta adhesiva
transparente (Contact®) sobre papel bond tamario
A4, para ser digitalizadas usando un escaner.

Las imdgenes fueron analizadas y la severidad
fue determinada utilizando el programa ImageJ
(http://imagej.net/Welcome) (FIJI, 2015).

Al inicio del proyecto, en el ano de 2009, no
existia ninguna escala diagramdtica de evaluacién
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de severidad de bruzone en espigas de trigo,
entonces, se opté por el conteo de espiguillas
con sihtomas para cuantificar la enfermedad. La
relacidon de este conteo con el total de espiguillas
de la espiga es expresada en porcentaje,

y refleja la severidad real de la bruzone en
espigas de trigo. Este tipo de evaluacion es
extremadamente laboriosa y sélo puede llevarse a
cabo en condiciones ambientales controladas. Sin
embargo, se agrega precisién a la cuantificacién
de la intensidad de la enfermedad y permite la
expresion de continuum de reacciones existentes
por parte de la planta hospedera en relacion al
patdgeno. Estas caracteristicas del fenotipo son
mas consistentes para el desarrollo de estudios
de genética molecular.

En nuestras investigaciones realizadas en hojas
bandera y espigas de trigo, se constatd la
aplicabilidad de la escala descriptiva de lesiones
de bruzone, publicado por Urashima et al. (1993).
Ademds de las cinco categorias propuestas por
estos autores, en este Boletih Técnico se propone
el uso de dos niveles adicionales: tipo 5, lesiones
coalescentes, segun lo sugerido por Takabayashi
et al. (2002), y mas el tipo 6, que es la muerte
de los tejidos/érganos evaluados. El tipo 5, es
considerado en la evaluacidon propuesta por
Bonman et al. (1986) para bruzone del arroz, y se
caracteriza por coalescimiento de lesiones y/o de
muerte (de las hojas jévenes) en un 50% o mads
del tejido considerado.

Con el fin de cumplir con los objetivos propuestos
por la iniciativa del proyecto Wheat BGIn, de
caracterizacién del germoplasma de trigo en
relacidon a bruzone, el refinamiento del fenotipaje
fue extremadamente importante. De acuerdo
con los resultados generados, se observd que la
presencia de lesiones coalescentes puede no ser
suficiente, dependiendo del genotipo de trigo a
considerar, para causar la muerte del tejido. De
esta forma el tipo 6 corresponderia a un nivel de
lesion adicional de evaluacidon de la respuesta de
la planta de trigo a la infecciéon por M. oryzae.

Entre los resultados generados en esta
investigacion, son mostrados en la Figura 1,
una clave dicotdmica para la evaluaciéon de
los sintomas de bruzone en plantas de trigo,
considerando los siete niveles propuestos.
Esta clave tiene por objetivo la preparacion

y capacitacion de los evaluadores con poca
experiencia. Y es aplicable a cualquier parte de la
planta de trigo con sihtomas de la enfermedad.

Por otra parte, en las Figuras 2 y 3, son
mostradas fotos de hojas bandera y espigas
inoculadas con el patdgeno. La disponibilidad de
imagenes reales de diferentes tipos de lesiones de
bruzone en trigo, en lugar de disefos, aumenta

la precision de evaluacion. Las fotos son de

uso practico, contrariamente a descripciones
textuales que pueden tener diferentes grados de
subjetividad en la interpretacion.

Los experimentos fueron realizados en
condiciones ambientales controladas y por tanto,
se tuvo en cuenta pardmetros monociclicos

de desarrollo de la enfermedad. En espigas,

fue rara la obtencidn del nivel 5. Después de

las inoculaciones realizadas por pulverizacion

del inoculo, las lesiones de bruzone fueron
observadas en espiguillas de trigo en tres y cuatro
dias después de la inoculacion.

Conclusiones

Una adecuada evaluacidon de los sihtomas es
importante, tanto para el diagndstico, como
para una cuantificacion de una determinada
enfermedad. La estandarizaciéon del método
de evaluacién influye directamente en la
caracterizacion de genotipos de trigo para
bruzone.

La caracterizacion molecular de los mecanismos
de resistencia de trigo contra Magnaporthe oryzae
depende de una fina y precisa fenotipaje de la
planta huésped en respuesta al patégeno. Las
informaciones presentadas en este documento
contribuirdn para la identificacion de los sihtomas
de bruzone en trigo.

La clave dicotdmica propuesta para la evaluacion
de los sihtomas de bruzone en trigo (sea en

hojas de plantas jdvenes, en hojas bandera o en
espigas), puede servir de guia practica y como
herramienta para un evaluador sin experiencia. Su
uso tiene como objetivo promover la uniformidad
de las evaluaciones a realizar.
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En condiciones de ambiente controlado, sobre
inoculacion, la incidencia no fue capaz de
diferenciar los genotipos de trigo en relacidon a
la reaccidon a bruzone, pues todas las muestras
inoculadas presentaron sihtomas.

Para una debida cuantificacion de continuum de
la severidad de bruzone, manifestada por una
coleccidon de genotipos de trigo, la determinacion
de la severidad real es mds exacta y mas util, si
el objetivo del trabajo es desarrollar estudios de
genética molecular. En este caso, por ser una
actividad sumamente laboriosa, la obtencion

de imdgenes que pueden ser analizadas en una
computadora, para las hojas bandera, y el conteo
de espiguillas infectadas en relacion al total de
espiguillas de cada espiga evaluada son métodos
indicados para aumentar la exactitud de los
experimentos.
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