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RESUMEN

El presente informe detalla la evaluacién de bacteriosis en cultivares de trigo pan realizada
durante la campafia 2024 en la Estacidon Experimental Agropecuaria INTA Marcos Juarez,
como parte de la Red de Ensayos de Trigo (RET). El objetivo fue caracterizar el
comportamiento sanitario de diferentes genotipos frente a enfermedades bacterianas, con el
fin de contribuir a estrategias de manejo y seleccién varietal.

Se analizaron muestras foliares sintomaticas de las RET 1 y RET 5, mediante aislamiento
bacteriano, PCR con iniciadores especificos y generales, y pruebas de hipersensibilidad (HR).
Se identificaron Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) y Pantoea ananatis como
principales patdégenos, mientras que Xanthomonas spp. no fue detectada. Algunas colonias
no identificadas por PCR mostraron reaccion HR positiva, indicando la presencia de bacterias
fitopatdgenas aln no caracterizadas.

En general, Pss fue el patégeno predominante, y Pantoea ananatis detectd asociada a su
presencia. Se destaca la ausencia de crecimiento bacteriano en la variedad ACA 308 y en MS
INTA119 (RET5), y la presencia reiterada de Pss en la variedad Araza sugiere una mayor

susceptibilidad.

Palabras claves: Trigo pan, Triticum aestivum, Bacteriosis, Enfermedades foliares, Pseudomonas
syringae pv. syringae (Pss), Pantoea ananatis, Xanthomonas spp., Tizon bacteriano, Estria bacteriana,
Mosaico bacteriano, Red de Ensayos de Trigo (RET), EEA INTA Marcos Juarez, PCR (Reaccidn en Cadena
de la Polimerasa), Hipersensibilidad (HR), Fitopatdgenos, Manejo sanitario, ldentificacién bacteriana,

Infeccidn bacteriana, Genotipos de trigo, Evaluacion varietal, Campafia agricola.
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INTRODUCCION

El trigo comun (Triticum aestivum) es un cultivo de gran importancia a nivel mundial, constituyendo
una de las principales fuentes de alimentacidn humana. Se estima que aporta aproximadamente el 20
% de la ingesta caldrica de cerca del 40 % de la poblacion global (Tambong, 2022). En Argentina, el
trigo es uno de los cultivos mas relevantes, con un drea sembrada promedio de 6 millones de
hectdreas y una produccién anual de aproximadamente 15,1 millones de toneladas (datos BCBA
campafia 2023/2024).

Ademas de los factores abidticos y las condiciones climaticas adversas, diversas enfermedades de
origen bacteriano afectan la productividad del trigo a nivel global. Se ha documentado que dichas
enfermedades pueden reducir el rendimiento hasta en un 10 % en promedio, con pérdidas que
pueden alcanzar el 40 % bajo condiciones ambientales favorables para el desarrollo de los patégenos,
como alta humedad y precipitaciones (Figueroa et al. 2018; Nasiri et al. 2024). Entre las especies
bacterianas mds relevantes se encuentran Pseudomonas syringae pv. syringae, responsable del tizdon
bacteriano de la hoja (Bacterial Leaf Blight, BLB), Xanthomonas translucens, agente causal de la estria
bacteriana de la hoja (Bacterial Leaf Streak, BLS) y Clavibacter tessellarius, causante del mosaico
bacteriano del trigo (Fumero, 2024). Recientemente, ademas, se reportd Pantoea anantis en Polonia
(Krawczyk et al., 2020) y Estados Unidos como patogénica de trigo, provocando sintomas
descriptos como raya bacteriana de la hoja (Alhusays et al., 2024).

En los ultimos afios, se ha registrado un incremento en la incidencia de enfermedades bacterianas
foliares, como manchas y tizones, en cultivos de trigo en Argentina.

La Red de Ensayos de Trigo (RET) agrupa todas las variedades de trigo pan en proceso de fiscalizacién
y comercializacién. Establecida en 2005, esta red cuenta con la participaciéon de mds de 20 localidades
distribuidas en las principales regiones trigueras del pais. La particularidad de la RET radica en que
cada semillero selecciona la localidad y la fecha de siembra de sus variedades. La coordinacién de
estos ensayos esta a cargo del Instituto Nacional de Semillas (INASE), dependiente de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién. Los resultados obtenidos se publican en la pagina web
oficial del INASE (www.argentina.gob.ar/inase/red-variedades-de-trigo), proporcionando informacion
clave para productores, asesores, comerciantes y demads actores de la cadena triguera, quienes
pueden evaluar aspectos productivos, sanitarios, de calidad y de adaptacidn de las variedades a cada
region agroecoldgica.

En este contexto, la caracterizacion sanitaria de las variedades de trigo resulta fundamental para la
toma de decisiones en la planificacién de la siembra. La evaluacidn y actualizacién del comportamiento
de los distintos genotipos frente a las enfermedades foliares y de la espiga permite optimizar la

eleccién de cultivares en funcidn de su desempeiio sanitario.
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OBIJETIVO

El presente informe tiene como objetivo presentar los resultados de la evaluacién de cultivares de la
Red de Ensayos de Trigo (RET) frente a bacteriosis conducida en INTA Marcos Judrez ubicada en la
region de la Pampa Subhumeda Norte durante la campafia 2024. A través de estos estudios, se busca
contribuir al conocimiento actualizado sobre la incidencia y severidad de enfermedades bacterianas
en trigo, contribuyendo a la generacién de estrategias de manejo para minimizar su impacto en la

produccién.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Se tomaron hojas con sintomas de bacteriosis en parcelas previamente seleccionadas por los técnicos
especializados. Se muestrearon la RET 1 (variedades Ciclo Largo-manejo con fungicidas) y RET 5
(variedades Ciclo Largo manejo con fungicidas y con riego, considerado de “alta tecnologia”) con
mayor porcentaje de incidencia. Las hojas fueron conservadas en sobres de papel correctamente
rotulado para posterior procesamiento en el laboratorio.

Un total de 17 plantas de trigo con sintomas de bacteriosis fueron recolectadas de la RET 1 (n=5) y RET

5 (n=12), siendo esta ultima condicidon mas propicia para las infecciones bacterianas al tener riego.

Aislamiento de plantas seleccionadas

El aislamiento y purificacidon de bacterias se realizé siguiendo la metodologia de Duveiller et al. (1997)
modificada. El material vegetal sintomatico se cortd con tijera estéril y se desinfecté superficialmente
con alcohol al 70% durante 1 minuto, luego con hipoclorito de sodio (NaOCl) diluido (0,5% v/v de
producto comercial) por 1 minuto y finalmente se lavaron con agua destilada estéril tres veces durante
1 minuto. Los trozos desinfectados se maceraron en morteros con 2 ml de agua destilada estéril en
camara de flujo laminar. Se realizaron diluciones seriadas del macerado y luego se colocé 50 pl en
medio de cultivo LB en placas de Petri. Se incubaron a 28°C por 48 h hasta el crecimiento de colonias.
Se repicaron colonias individuales en medio de cultivo fresco para obtener los aislamientos de
bacterias para posteriores pruebas y se realizdé una suspension bacteriana con las colonias crecidas en

500 ul de agua estéril para realizar las posteriores pruebas.
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Identificacion de bacterias fitopatégenas a partir de PCR con iniciadores generales y especificos para
diversas especies de los géneros

Extraccion de ADN gendmico total.

Se recolecté medio loop de ansa con cultivo bacteriano puro y se resuspendié en 567 ul de buffer TE.
Se adiciond SDS al 10% y proteinasa K. Se incubd por 1 hora a 37 °C. Se adicioné NaCl 5 M y buffer
CTAB 10%/NaCl. Incubd durante 10 min a 65 °C. Se agregé igual volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) y centrifugd a 12.000 rpm para separar las fases. Se colocd RNAsa e incubd
aproximadamente 15-20 min. Se precipité el ADN con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1)

y lavé el precipitado con etanol al 70%. Se secé y resuspendié el ADN en H0.
PCR con iniciadores especificos para Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss)

Las muestras se analizaron mediante PCR utilizando iniciadores especificos para Pseudomonas
syringae pv. syringae (Pss) siguiendo el protocolo de Kazempour et. al. 2010, el cual permite la
amplificaciéon de un fragmento de 752 pb. Condiciones de las PCR: mix conteniendo agua, buffer 1X,
Mg2Cl 2mM, dNTPs 0,2 mM, primer 0,5 UM cada uno, 1 unidad Taq Polimerasa, 1 pl de suspension
bacteriana. Ciclado: 932C 1 min, 37 ciclos de 932C 1 min, 602C 1 min, 722C 1 min y etapa final de 72°C
por 5 min. Luego de una electroforesis en gel de agarosa 1,5%, se consideraron positivas las muestras

gue amplificaron una Unica banda definida y del tamafio esperado.
PCR con iniciadores especificos para Pantoea ananatis

Para la deteccidn especifica de Pantoea ananatis se realizé PCR siguiendo las condiciones de Asselin
et al. 2016 (amplificacion de un fragmento de 949 pb). Condiciones de PCR: se prepard una mix
conteniendo agua, buffer 1X, Mg2Cl 2mM, dNTPs 0,2 mM, primer 0,5 uM cada uno, 1 unidad Taq
Polimerasa, 1 pl de suspensién bacteriana. Se utilizd el siguiente ciclado: 952C 5 min, 37 ciclos de 942C
30 seg, 559C 30 seg, 729C 45 seg, y etapa final de 722C por 2 min. Luego de una electroforesis en gel
de agarosa 1,5%, se consideraron positivas las muestras que amplificaron una Unica banda definida y

del tamafio esperado.
PCR con iniciadores generales para Xanthomonas spp

Para la deteccion de Xanthomonas se siguid el protocolo de Maes 1993, el cual permite la
amplificacion de un fragmento de 480 pb. Condiciones de las PCR: mix conteniendo agua, buffer 1X,
Mg2Cl 2mM, dNTPs 0,2 mM, primer 0,5 uM cada uno, 1 unidad Taq Polimerasa, 1 pl de suspensién
bacteriana. Se utilizd el siguiente ciclado: 952C 2 min, 30 ciclos de 952C 40 seg, 402C 1 min, 722C 1 min
y etapa final de 722C por 3 min. Luego de una electroforesis en gel de agarosa 1,5%, se consideraron

positivas las muestras que amplificaron una Unica banda definida y del tamafio esperado.



Pruebas de hipersensibilidad (HR)

Para determinar la fitopatogenicidad de las colonias bacterianas que no resultaron positivas en las
pruebas de PCR, se llevd a cabo la reaccidn de hipersensibilidad, en la cual una expresién de necrosis
dentro de las 48hs indica que la bacteria es fitopatdgena, a diferencia de las bacterias saprofitas, las
cuales son incapaces de inducir esta reaccion. Las inoculaciones se realizaron mediante infiltracidn en
hoja con una jeringa sin aguja conteniendo la solucién de bacterias de 24 h de crecimiento en LB a
28°C (~1x10%ufc/ml), metodologia propuesta en Duveiller et al. (1997) y Lang et al. (2017). Se llevaron
a cabo en plantas de Nicotiana tabacum de 20-25 cm y con 4-6 hojas. Como controles negativos se

utilizé agua. Las reacciones de hipersensibilidad se observaron 24 y 48 h después de la inoculacion.

RESULTADOS Y CONCLUSION

Del total de plantas colectadas con sintomatologia de bacteriosis, se aislaron 32 colonias bacterianas,
14 pertenecientes a las RET 1y 18 pertenecientes a la RET 5. La variedad ACA 308 no tuvo crecimiento
bacteriano en las muestras de ninguna de las dos RET muestreadas, al igual que MS INTA119 en la

RETS (Tabla 1).

Se identificaron Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) y Pantoea ananatis. Ninguna de las colonias
resulto positiva para Xanthomonas.

Con respecto a las colonias no identificadas por PCR: para la variedad Araza de la RET 1, las 3 colonias
resultaron dar Hipersensibilidad (HR) positiva, lo que indica que son bacterias patégenas aun no
identificadas con los reactivos aqui utilizados. Al igual que las colonias aisladas a partir de las
variedades Leyenda y Aca 502. En el caso de Bravio, la Unica colonia que quedo por identificar no
resulto ser patogénica (figura 1).

Para las variedades de la RET 5 resultaron positivas para HR una colonia de ACA 502 y Pretal. Para las
demas variedades la HR fue negativa (figura 1).

Se continuaran las investigaciones para identificar las bacterias patogénicas.
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RET Variedad Nro de Bacterias identificadas mediante Nro de Aislamientos

Aislamientos PCR sin identificar
Araza - Pseudomonqs syringae pv. 3
syringae
LevEide 3 Ps?udomonas syringae p\{. 1
syringae; Pantoea ananatis
RETL acasor A . 4
Bravio 3 Ps?udomonas syringae p\{. 1
syringae; Pantoea ananatis
Aca 308
Araza ) Pseudomonqs syringae pv. 1
syringae
Bayo 2 Pantoea ananatis 1
Sy 109 2 -
Pretal ) Pseudomonqs syringae pv. 1
syringae
Lobuno 1 - 1
Pehuen 3 2. Pseudon;o:ig; :Zrmgae pv. 1
RET 5 Y
Aca 502 3 - 3
Tero 1 Pseudomonqs syringae pv. 0
syringae
Jacaranda 1 Pseudomonqs syringae pv. 0
syringae
Algarrobo 1 - 1
Aca 308
MS INTA
119

Tabla 1: variedades de trigo muestreadas en la RET conducida en INTA Marcos Juarez durante la
campafa 2024/25, total de bacterias aisladas e identificadas, y bacterias sin identificar.



Control -

Bravio Control -
RET1

Lobuno Pretal
RETS RETS

Pehuén
RETS

Algarrobo
RETS

Figura 1: Hojas de Nicotiana tabacum inoculadas con suspensién bacteriana de aquellas colonias
negativas para PCR, con su respectivo control negativo.



Datos importantes para resaltar:

e Pseudomonas syringae pv. syringae fue la bacteria mas frecuente.

e Pantoea anantis se detectd asociada a la presencia de Pss.

e Lavariedad ACA 308 no tuvo crecimiento bacteriano en las muestras de la RET 1 ni en las hojas
de la RET 5, indicando la ausencia de bacterias patégenas.

e Lavariedad ACA 502 estuvo infectada con bacterias patdégenas que provocan sintomas y no
resultaron positivas a las que frecuentemente son identificadas a campo.

e Araza presente en RET 1 y RET 5, estuvo infectada con Pss en ambas redes, lo que puede
suponer que esta variedad es mas susceptible a la infeccidon con Pss.

e Entérminos generales predomind la presencia de Pss en la RET
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