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Introduccidén

La principal zona productora de legumbres de Argentina se encuentra en las regiones
centro y noroeste del pais, incluyendo las provincias de Salta, Jujuy, Tucuman, Santiago
del Estero, Cérdoba y Santa Fe. El complejo de legumbres posee un perfil claramente
exportador ya que, aproximadamente, el 60% de su produccién se comercializa en el
mercado externo. Durante el primer semestre del afio 2022, la exportaciones de
garbanzo (Cicer arietinum) le significaron al pais un ingreso de 29 millones de délares,
el doble de lo registrado en el afio 2021 (BCR, 2022).

Durante la campafa 2022/23, en Argentina, se sembré un 14% menos de superficie,
con respecto a la campana anterior, lo que equivale a 73.617 ha de garbanzo, de las
cuales 30.117 corresponden a la provincia de Salta y 15.800 a Santiago del Estero
(41% y el 21% de la superficie de garbanzo del pais, respectivamente). La produccién
total obtenida fue de 65.934 tn, un 35% menos que la campafa 2021/22 (MAGyP.
2023). Dos de las principales causas de la disminucién en la superficie sembrada y en
el rendimiento del cultivo, son las condiciones ambientales adversas para su desarrollo
y las problematicas sanitarias. Entre estas ultimas, las afecciones por marchitez y
amarillamiento del garbanzo han tomado protagonismo durante los ultimos afios (BCC,
2022).

Tipicamente, los sintomas de marchitez y amarillamiento en garbanzo han sido
asociados con la presencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Aquaysol et
al, 2013; Alloosh et al, 2019; Jiménez-Diaz et al, 2015). Sin embargo, los altos niveles
de incidencia detectados en la campafia 2018/19 condujeron a sospechar de la
participacion de otros agentes bidticos, o incluso abidticos, en la manifestacion de
esta sintomatologia. Por este motivo se denominé a la problematica “sindrome de
amarillamiento del garbanzo” (SAG) reconociéndola como un conjunto de sintomas en
la que multiples agentes causales, pueden estar involucrados (Pastor et al., 2019;
Rodriguez Pardina et al., 2018).
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El objetivo del presente estudio fue determinar qué agentes biéticos (principalmente
hongos y virus) estan asociados a la manifestacién del SAG en lotes de produccién de
las provincias de Salta y Santiago del Estero durante las campanfas 2021/22 y 2022/23.

Materiales y métodos

Durante las campanas 2021/22 y 2022/23 se tomaron muestras de 14 lotes de
producciéon de garbanzo ubicados al noreste (Sachayoj y Quimili), noroeste (Nueva
Esperanza y Pozo Hondo) y este (Frias) de Santiago del Estero y del sur (Metan) y norte
(Aguaray) de Salta (figura 1).

Sitios muestreados durante
2021 y 2022

Figura 1: Ubicacién de los lotes muestreados durante los afios 2021 y 2022.

Para realizar el diagndstico de los agentes bidticos asociados con la manifestacion del
SAG, se propuso un muestreo sistematico dirigido, el cual consistié en realizar un
recorrido en “V” dentro de cada lote, con cinco estaciones de muestreo equidistantes.
En cada estacion se recolect6 una planta con sintomas de amarillamiento y una como
testigo asintomatico que se encontraba préxima a la planta sintomatica. En total se
tomaron 10 plantas por cada lote, cinco de ellas sintomaticas y cinco testigos
asintomaticos. Por otro lado, debido a que los virus detectados suelen estar en niveles
de incidencia menores y solo en plantas con sintomas, se recolectaron otras 10
plantas con SAG que Unicamente se usaron para complementar el diagndstico de
virus.



Para las 140 plantas recolectadas se registraron los sintomas presentes y se tomaron
imagenes tanto de su parte aérea, como de su sistema radicular. Ademas, se realizaron
cortes longitudinales a la altura del cuello de la planta para observar el tejido vasculary
verificar la presencia de galerias provocadas por insectos. Analizar la zona del cuello
de la planta es importante debido a que alli suele observarse una coloracién
amarronada en el xilema cuando hay una afecciéon por hongos y en el floema para
algunas de las especies de virus (Jiménez-Diaz et al., 1989; Haobing et al., 2015).
Todas las plantas muestreadas fueron analizadas mediante diagndstico de hongos y
virus en paralelo. Para el estudio de hongos, se separ6 el sector del cuello y raiz de la
planta mediante un corte transversal. Luego, se fracciond este tejido en pequefios
trozos los cuales fueron desinfectados exteriormente con hipoclorito de sodio y fueron
sembrados en placas de Petri con medio agar papa glucosado (PDA) y antibiético.
Estas placas se incubaron a 24°C durante 7 dias con un fotoperiodo de 10 horas de luz
blanca y 12 de luz negra (ultravioleta). Una vez completado el tiempo de incubacion, se
analizaron las colonias de hongos crecidas a partir de los tejidos vegetales las cuales
fueron repicadas a nuevas placas de PDA para proceder con su identificacion. La
observacion macroscépica y microscopica de las colonias formadas permitieron su
identificacion hasta el nivel taxonémico de género. Por ultimo, cada uno de los
aislados de hongos obtenidos fueron conservados en la coleccidon de micologia del
banco de patégenos del Instituto de Patologia Vegetal (IPAVE).

A los aislados del género Fusarium spp. provenientes de muestras de la campafia
2021/22, se les realizd extraccion de DNA con kit comercial. Luego, su material
genético fue usado para una reaccion de PCR con primers especificos para la especie
F. oxysporum (Mishra et al., 2003), con el objetivo de reconocer cuéles de los hongos
del género coleccionados en 2021/22 pertenecen a la mencionada especie.

Para el diagnostico de virus se tomaron, de la parte aérea de la planta, los apices y su
tejido mas proximo. Estos se analizaron mediante técnicas seroldgicas (PTA ELISA,
DAS ELISA o TAS-ELISA, segun corresponda) con anticuerpos especificos para todos
los virus que han sido reportados en garbanzo hasta el momento: alfalfa mosaic virus
(AMV), bean leaf roll virus (BLRV), cucumber mosaic virus (CMV), tobacco ringspot virus
(TRSV), tobacco streak virus (TSV), tomato spotted wilt virus (TSWV), soybean dwarf
virus (SbDV) y el género Potyvirus.

Resultados y discusién

Los resultados de los diagnésticos, considerando la totalidad de las muestras, se
encuentran resumidos en el siguiente grafico (figura 2):
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Figura 2: Resultado de diagnostico de agentes bioticos vinculados al SAG para todas
las plantas muestreadas durante 2021 y 2022.

Por la metodologia de muestreo descripta, la mitad de las plantas analizadas (50%)
fueron asintomaticas y la otra mitad sintomaticas. Al tratarse de un muestreo dirigido,
los porcentajes de plantas con sintomas mostrados por el anillo externo del grafico
anterior no expresan la incidencia de SAG.

El género flngico aislado en mayor frecuencia fue Fusarium spp. Este estuvo presente
tanto en muestras sintomaticas como en muestras asintomaticas en porcentajes
semejantes, 37% y 31% respectivamente. La frecuente presencia de Fusarium spp. en
plantas asintomaticas coincide con resultados observados en otras evaluaciones
semejantes realizadas en la provincia de Cérdoba (Pugliese et al, 2022). Esto puede
explicarse de diferentes maneras, una posibilidad es que los aislados presentes en
plantas asintomaticas no sean patogénicos, por lo que no generan sintomas en su
hospedante. Otra posible explicacién es que estos hongos tengan la capacidad de
comportarse como endéfitos durante una parte del ciclo del cultivo y luego, frente a
algun tipo de estrés, se tornen patogénicos. Este comportamiento del género Fusarium
spp. ha sido reportado en diferentes especies vegetales como, por ejemplo, en maiz
(Zea mays) (Bacon et al, 2001).

El segundo género de hongos aislado en mayor frecuencia fue Macrophomina spp., el
cual fue detectado en el 7% de las muestras asintomaticas y en el 19% de las plantas
sintomaticas. Este género no se fue detectado en los estudios realizados en la
provincia de Cérdoba (Pugliese et al, 2022) por lo que se podria inferir que su presencia
en garbanzo es caracteristica de la region noroeste del pais. También fue detectado, en
baja proporcién, el género Rhizoctonia spp.

Como se menciono anteriormente, por observacion de caracteristicas macroscopicas y
microscoépicas de las colonias que crecieron en el medio de cultivo, los aislados fueron
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identificados, inicialmente, hasta nivel de género. De la campafia 2021/22 se
coleccionaron alrededor de 75 aislados, de los cuales 67 (95%) fueron identificados
como pertenecientes al género Fusarium spp. Como resultado de la identificacién
molecular a partir de PCR, se obtuvo que la totalidad de estos hongos pertenecen a la
especie F. oxysporum. Esto posibilita el avance de otros estudios en desarrollo, como la
identificacion de razas patogénicas de la especie F. oxysporum f. sp. ciceris por
métodos moleculares.

En el caso del diagndstico de virus, solo fue detectado BLRV en un 3% de las muestras
analizadas, pertenecientes a lotes cercanos a las localidades de Frias y Horcones y en
todos los casos se trato de plantas sintomaticas con infeccidn de Fusarium spp. Estos
resultados difieren bastante a los reportados en la provincia de Cérdoba, en donde se
encontrd6 mayor presencia de estos patdégenos y una mayor diversidad de especies
como, por ejemplo, alfalfa mosaic virus (AMV) (Pugliese et al, 2022b).

Al analizar particularmente los resultados del diagnéstico de Fusarium spp. de cada
lote, se observé una gran diversidad de situaciones (figura 3):
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Figura 3: Detecciones de Fusarium spp. como resultado del diagnéstico de hongos,
diferenciado por cada lote muestreado. El titulo de cada grafico muestra la localidad
mas proxima al lote y el aio en el que se tomaron las muestras.

Hubo lotes con alta presencia de Fusarium spp. tanto en muestras sintomaticas como
en asintomdticas (tercer lote de Metan-2021, Horcones-2022 y Pozo Hondo-2022),
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otros con escasa presencia del hongo (primer gréfico de Quimili-21). Esta variabilidad
de situaciones aportan datos importantes para estudios epidemioldgicos que se
encuentran actualmente en desarrollo dentro del IPAVE. Uno de los principales
objetivos de este tipo de analisis es relacionar las condiciones ambientales y de
manejo de los lotes con la presencia de los agentes bidticos detectados con el fin de
encontrar factores predisponentes al desarrollo del SAG.

Conclusiones

Los resultados del diagndstico de agentes bidticos asociados al SAG en las provincias
de Salta y Santiago del Estero durante las campafas 2021/22 y 2022/23 muestran una
importante presencia del género Fusarium spp. en muestras sintomaticas vy
asintomaticas. También fue detectado, en una menor proporcién, el género fungico
Macrophomina spp. De todos los virus analizados, solo se detectd BLRV a diferencia de
otras regiones productivas en donde fue detectada una mayor diversidad de especies
virales.

Este estudio permitié construir una coleccion de alrededor de 100 aislados fungicos
destinados a futuros andlisis, como identificaciones moleculares para conocer las
caracteristicas de las poblaciones de hongos a las cuales esta expuesto el cultivo de
garbanzo. Esta informacion es de suma importancia para plantear estrategias de
manejo del SAG como el desarrollo y seleccién de variedades de buen comportamiento
frente a la enfermedad.

Actualmente, en el IPAVE, se estan llevando adelante estudios de caracterizacion de
los agentes detectados, involucrando pruebas de patogenicidad para hongos, pruebas
de transmision de BLRV por vectores, estudios filogenéticos de hongos y virus
detectados, etc. También se encuentra en desarrollo un analisis epidemiolégico
destinado a cuantificar la presencia de dichos agentes en diferentes campafas y
regiones. Estos datos se relacionaran con variables ambientales y de manejo del
cultivo para detectar posibles condiciones predisponentes al desarrollo del SAG. Todos
estos trabajos tienen la intencién de aportar informacién que complemente el
conocimiento disponible sobre esta problematica, con el objetivo de contar con un
mejor entendimiento de la misma y contribuir al desarrollo de propuestas de manejo
eficientes y sustentables.
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Resumen

Durante las campanas 2021/22 y 2022/23 se realizé la identificacion de
hongos y virus presentes en lotes comerciales de garbanzo, localizados
en Salta (9 lotes) y Santiago del Estero (6 lotes). En cada lote se recolecta-
ron 5 plantas sintomaticas y 5 asintomaticas. El diagnostico de hongos se
realizd a través de cultivo in-vitro de tejido vegetal afectado y para virus se
usaron técnicas serolégicas. Los aislados de hongos fueron reconocidos
hasta género por observacion macroscopica y microscopica de las colo-
nias formadas en el medio de cultivo. Para los aislados pertenecientes al
género Fusarium spp., obtenidos de plantas muestreadas en la campana
2021/22, se realiz6 una identificacion molecular con iniciadores especifi-
cos para la especie F. oxysporum. El género fungico aislado con mayor
frecuencia fue Fusarium spp, encontrandose en muestras sintomaticas y
asintomaticas en un 37% y 31% respectivamente. Ademas se detectd el
género Macrophomina spp. en el 19% de plantas sintomaticas y 7% de
muestras asintomaticas. A partir de la identificacion molecular de los aisla-
dos de Fusarium spp., provenientes de plantas muestreadas en 2021, se
determind que el 100% pertenecia a la especie F. oxysporum. Con el diag-
nostico de virus, sélo fue detectado bean leaf roll virus (BLRV) en un 3%
de las muestras. Este virus estuvo presente solo en plantas sintomaticas
de lotes cercanos a las localidades de Frias y Horcones. Los resultados
del presente estudio permitieron conocer qué hongos y virus estan asocia-
dos a la manifestacion del SAG. Otros estudios de caracterizacion de
agentes causales, identificaciones moleculares y analisis epidemiologicos
se encuentran en desarrollo dentro del IPAVE con el objetivo de aportar
mas informacion sobre |la problematica y asi desarrollar
medidas de manejo eficientes y sustentables.
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