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RESUMEN: Este estudio se realiz6 con el objetivo de detectar e identificar el agente causal de la enfermedad
denominada Bacteriosis comun o Tizén comun en frijol, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Se colectaron
un total de 30 muestras de hojas y vainas de plantas infectadas de forma natural en diferentes localidades de
la provincia Mayabeque. Las muestras se procesaron para el aislamiento del agente causal y se identificaron
por las siguientes técnicas: aislamiento en medios de cultivo semiselectivos (YDCA y XCP1), prueba de
patogenicidad en un cultivar susceptible (Bat 304), asi como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
con los cebadores especificos (p7X4c yp7X4e). De 30 aislados obtenidos, 29 provocaron sintomas en el cultivar
utilizado en la prueba de patogenicidad. Los aislados manifestaron diferentes sintomatologias de la enfermedad
en las plantas inoculadas artificialmente. La PCR rindi6, como producto amplificado, un fragmento de ADN
cuya talla corresponde con la informada en la literatura para los aislados pertenecientes a este patdgeno. Estos
resultados mostraron que la presencia de X. axonopodis pv. phaseoli afecta las regiones productoras de
frijol en esta provincia, lo que representa un problema frecuente en dichas areas.
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Detection and identification of new isolates of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli on common
bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars in Mayabeque province, Cuba

ABSTRACT: With the aim of detecting and identifying Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, the causal
agent of the disease known as common bacterial blight (CBB) on common bean, 30 leaf and pod samples
were taken from naturally infected plants in different localities of Mayabeque province. The samples were
examined and the causal agent isolated and identified by using the following techniques: isolation on semi-
selective media (YDCA'y XCP1), pathogenicity test in a susceptible cultivar (BAT 304), and the PCR technique
with specific primers (p7X4c yp7X4e). Of the 30 isolates obtained, 29 caused symptoms on the cultivar used
in the pathogenicity test. Different symptomatologies of the disease were shown by the artificially inoculated
plants. The amplification product of the PCR was a DNA fragment with 800 bp, the size reported for the
isolates of this pathogen. These results showed the presence of X. axonopodis pv. phaseoli affecting the
bean growing areas of the province, a frequent problem in these areas.

Key word: common bacterial blight, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, pathogenicity.
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INTRODUCCION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la legumi-
nosa comestible de mayor importancia en el mundo,
debido a que proporciona una fuente significativa de
proteinas, vitaminas y minerales a la dieta humana (1).
El rendimiento de este cultivo se afecta por factores
bidticos y abidticos. Entre los factores bidticos se en-
cuentra la Bacteriosis comun o Tizdn comun, enfer-
medad ampliamente distribuida en el mundo y causa-
da por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith)
Vauterin y X. axonopodis pv. phaseoli var. fuscans
(Burkholder) Starr & Burkholder (2, 3).

El mecanismo principal de diseminacion de estos
patégenos es a través de la infeccidn externa o interna
de la semilla, que representa una importante fuente de
inéculo. Ademas, se propaga a través de la lluvia, el
viento, insectos vectores y restos de cosecha infecta-
dos (4, 5).

Las pérdidas provocadas por este patdgeno en el
rendimiento del cultivo estan entre 10 y 40%, en de-
pendencia de la susceptibilidad del cultivar y las con-
diciones medioambientales (6). En Cuba, esta enfer-
medad se detectd en las etapas de prefloracion, flora-
cion y formacién de la vaina, con afectaciones en el
follaje entre 15y 48 %, y hasta 80% en cultivares sus-
ceptibles (7).

Entre los métodos empleados para la deteccion e
identificacion de este microorganismo se encuentran
el aislamiento en medios de cultivo semiselectivos (8),
los seroldgicos (9) y la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (10, 11).

La identificacion de estos patdgenos en Cuba se
realizé por Stefanova et al. (7), quienes emplearon prue-
bas de patogenicidad en variedades comerciales de
frijol comun e informaron la presencia de aislamientos
de X. axonopodis pv. phaseoli moderados y altamente
virulentos. En afios mas recientes, Rodriguez et al.
(12) utilizaron medios de cultivo semiselectivos como
Extracto de Levadura, Dextrosa, Carbonato de calcio
y Agar (YDCA) y Medio semiselectivo para
Xanthomonas campestris pv. phaseoli (MXP), asi como
las pruebas de patogenicidad en cultivares suscepti-
bles de frijol comun para la identificacion de estos
patégenos.

Los objetivos de este trabajo fueron detectar y ca-
racterizar el patdgeno de la Bacteriosis comun en dife-
rentes cultivares de frijol comun en campo.

Rev. Proteccién Veg. Vol. 30 No. 2 (Mayo.-ago. 2015): 97-103

MATERIALESY METODOS

En la campana de frijol 2013-2014 se colectaron 30
muestras de P. vulgaris en areas de los municipios
San José de las Lajas, Glines y Quivican de la provin-
cia Mayabeque (Tabla 1).

Se tomaron muestras foliares (trifolios ubicados en
la parte media de la planta) y frutos (vainas) con sinto-
mas similares a los de Bacteriosis comun en los pe-
riodos de prefloracién, floracion y formacién de la vaina
en los diferentes cultivares. Las muestras se colecta-
ron al azar en el campo y se colocaron extendidas en
papel secante, para evitar la pudricion por exceso de
humedad para su traslado al laboratorio.

- Aislamiento e identificacion

Las hojas y las vainas se lavaron con agua corrien-
te durante 15 min. Posteriormente, se separé una pe-
quefa porcion de tejido enfermo del borde de la lesién,
utilizando un escarpelo previamente desinfectado. Los
fragmentos de tejidos se desinfectaron en NaClO (1%)
durante dos minutos y se lavaron con agua destilada
estéril. A continuacion se maceraron en solucion sali-
na estéril al 0,85% y con 10 ul de esta suspension se
inocularon con placas Petri de 9 cm, contentivas de
medio de cultivo YDCA (13), arazdn de tres placas por
muestra. Las placas inoculadas se incubaron a 28°C
durante 48 horas.

A las colonias de color amarillo, convexas, con bor-
des enteros y de aspecto mucoide, obtenidas en YDCA,
se les realizé la Tincion de Gram, la prueba de la
Oxidasa y se inocularon en el medio de cultivo
semiselectivo para Xanthomonas campestris pv.
phaseoli (XCP1)(14). Las placas inoculadas se incu-
baron a 28°C durante cinco dias.

- Prueba de patogenicidad en frijol

La prueba de patogenicidad se desarrollé en los
aisladores bioldgicos del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA) en condiciones
semicontroladas. En ella se sembraron plantas sanas
del cultivar susceptible Bat-304, a razén de dos plan-
tas por muestra. Se emplearon 30 macetas de 400g,
contentivas de un sustrato compuesto por 2/3 de sue-
lo estéril y 1/3 de abono organico (residuos vegetales)
y las plantas se mantuvieron en camara humeda de 20
a 30°C hasta la aparicion del primer trifolio (16 dias
después de plantadas las semillas).
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TABLA 1. Aislados bacterianos obtenidos de material vegetal de cultivares de frijol con infeccidn./ Bacterial isolates

from infected bean cultivars.

Tipo de Cultivar Nombre de

Lugar de colecta

Muestra la cepa

Hoja Bat-304 Xapl Finca “El Mamey, San José

Hoja Bat-304 Xap2 Finca “El Mamey, San José

Hoja Bat-304 Xap3 Finca “El Mamey, San José

Hoja Bat-304 Xap4 Finca “El Mamey, San José

Hoja Bat-304 Xap5 Finca “Asuncién”, San José

Hoja Delicia Rojo Xap6 Finca “Asuncién”, San José

Hoja Cueto 309 Xap7 Finca “Asuncién”, San José

Hoja Delicia Rojo Xap8 Empresa de Cultivos Varios, 19 de Abril, Quivican

Hoja Delicia Rojo Xap9 Empresa de Cultivos Varios, 19 de Abril, Quivican

Hoja Delicia Rojo Xapl0 Empresa de Cultivos Varios, 19 de Abril, Quivican

Hoja Santiago 3 Xapll Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), San José

Hoja Bat 304 Xapl2 Unidad Bésica de Produccion Agropecuaria (UBPC)
Guerrillero Heroico, Guines

Hoja Bat 304 Xapl3 UBPC Guerrillero Heroico, Guines

Hoja Bat 304 Xapl4 UBPC Guerrillero Heroico, Guines

Hoja Bat 304 Xapl5 UBPC Guerrillero Heroico, Guines

Hoja Bat 304 Xapl6 UBPC Guerrillero Heroico, Guines

Hoja Cueto Xapl7 UBPC Agustin Hernandez, Gliines

Hoja Cueto Xapl8 UBPC Agustin Hernandez, Gliines

Hoja Cueto Xapl9 UBPC Agustin Hernandez, Giiines

Hoja MER 2222-48 Xap20 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap21 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap22 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap23 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap24 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap25 INCA, San José

Vaina Bat 9 Xap26 INCA, San José

Hoja Secano 9 P-2 Xap27 INCA, San José

Hoja Secano 9 P-3 Xap28 INCA, San José

Hoja Man 2206-6V Xap29 INCA, San José

Vaina Bat 304 Xap30 INCA, San José

Elinéculo bacteriano se preparé en solucién salina
estéril (0,85%) y a partir de cada aislamiento puro cul-
tivado en medio YDCA incubados a 28°C durante 48
horas, con una concentracién de 2x108UFCxml-’
(Espectrofotémetro T60 UV PG Instruments).

La inoculacién se realiz6 segun el método de
Popovic et al. (15). Se inocularon dos plantas por cada
aislado. Como control negativo se utilizé solucion sali-
na estéril (0,85%) y una suspension bacteriana de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, cepa Xcv20,
conservada en el cepario del Laboratorio de Bacterio-
logia Vegetal del Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria (CENSA).

Después de inoculadas las plantas, se colocaron
en camara humeda durante 48 horas, con 16 horas de
luz, 8 horas de oscuridad y temperatura media diaria
de 28°C. La humedad relativa se mantuvo superior al
85%. La patogenicidad se evalud al tercer, quinto, oc-
tavo y décimo dias después de inoculadas las plantas,
tomando en cuenta la frecuencia de aparicion de los
sintomas tipicos de la enfermedad en hojas (15).

- Extraccion del ADN total

Todos los aislados se inocularon en cinco ml de
Caldo Nutriente (CN) y se incubaron a 28°C de 12 a
18h. Del medio inoculado se tomaron 2 ml y se
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centrifugaron (Eppendorf) a 8 000 rpm por 5 min. El
precipitado celular se lavé con 1 ml de agua destilada
estéril por tres veces y se centrifugd a 8 000 rpm.

La extraccién del ADN total del cultivo bacteriano
se realizé con el método de Nunes et al. (16). Los ADN
se almacenaron a -20°C hasta su posterior uso en la
PCR.

- Identificacion molecular. Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR)

Para la identificacion molecular se usaron los ADNs
totales, aislados a partir de los cultivos bacterianos
puros. Se utilizé la pareja de cebadores especificos
p7X4cy p7X4e que amplifican un fragmento de 800pb
procedente de un segmento de 3,4 Kb del ADN
plasmidico (P7) de X. axonopodis pv. phaseoli (17, 18).
Como control negativo se utilizé el ADN total de la cepa
de referencia de Xanthomonas campestris
pv.vesicatoria Xcv20.

El ensayo de amplificacion se realizé en una mez-
cla de reaccion de 25ul de volumen final, que contenia
GoTagADN polimerasa a 1,25 U/reaccion, solucion
Tampon de la enzima a 1X; cloruro de magnesio (MgCl,)
a1,5mM, dNTP a 0,4 uM, cada cebadora 0,8 uMy 2
Ml de ADN molde. La PCR se efectué en un
Termociclador (Eppendorf, Mastercycler) programado
para 28 ciclos, usando el programa recomendado (10,
18). El fragmento de ADN amplificado se visualizd por
irradiacion con luz ultravioleta en un transiluminador
(Syngene InGenius L, Syngene, EE.UU) sobre un gel
de agarosa al 1% en TBE al 0,5 X tefiido con bromuro
de etidio. Se empled el marcador de peso molecular
de 1.0Kb (Ladder, Promega).

RESULTADOS

Aislamiento e Identificacion morfolégicay cultural

De 30 muestras colectadas en las localidades de
la provincia Mayabeque, solo 29 produjeron colonias
de color amarillo, convexas, con bordes enteros y de
aspecto mucoide en el medio de cultivo YDCA. Las
bacterias presentaron morfologia bacilar y reacciéon ne-
gativa ala Tincion de Gramy ala prueba de la oxidasa.
Las colonias inoculadas en el medio de cultivo XCP1
tuvieron un color amarillo brillante rodeadas por una
zona clara por la hidrdlisis del almidon (Fig. 1).

Prueba de patogenicidad

Los sintomas tipicos de la enfermedad en las plan-
tas aparecieron a los tres y cinco dias posteriores a la
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FIGURA 1. Morfologia de las colonias en los medios de
cultivos semiselectivos. A: medio de cultivo XCP1, B: me-
dio de cultivo YDCA./ Colony morphology on semi-
selective media cultures. A: medium XCP1, B: medium
YDCA.

inoculacion (Fig. 2). La marchitez de las plantas, se-
guida de la necrosis total del tejido foliar ocurrié a los
14 dias después de la inoculacién.

Los aislados manifestaron diferentes sintomas de
la enfermedad en las plantas inoculadas. Los aislados
Xap1, Xap4, Xap7, Xap10, Xap19, Xap22, Xap26 y Xap27
provocaron manchas necroticas de color pardo con
bordes irregulares, rodeadas por un halo clorético de
color verde claro cercano a la lesion. Los sintomas
aparecieron en los margenes de las hojas después del
quinto dia posterior a la inoculacion. Los aislados Xap2,
Xap15, Xap18, Xap20, Xap28 indujeron al quinto dia de
post inoculacion manchas necroéticas pardas
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FIGURA 2. Sintomas en plantas de frijol inoculadas al tercer y quinto dias post inoculacion, A: aislado Xap8, B: aislado
Xapl, C: aislado Xap2 y D: aislado Xap12./ Symptoms on inoculated bean plants at three to five days post inoculation, A:
isolate Xap8, B: isolate XAP1, C:isolate XAP2, and D: isolate Xap12.

conceéntricas, con centro mas oscuro y bordes regula-
res, circundadas por un halo clorético de color verde-
amarillo amplio y difuso. Las lesiones aparecieron en
los margenes y centro de las hojas de las plantas ino-
culadas. Las plantas inoculadas con los aislados Xap3,
Xapb, Xap6, Xap8, Xap9, Xap14, Xap16, Xap17, Xap21,
Xap23, Xap24, Xap25 y Xap29 mostraron, al tercer dia
de inoculacion, manchas necroéticas muy pequenas,
como puntos de color pardo oscuro, que al unirse for-
maron una mancha necrotica de mayor tamafio con
bordes irregulares, rodeadas por un halo clorético ama-
rillo palido. Los aislados Xap11, Xap12, Xap13 provoca-
ron manchas necréticas semejantes a las descritas
anteriormente, pero sin halo clorético. Estos sintomas
aparecieron a las 48 horas después de la inoculacién
en el cultivar susceptible usado en la prueba (Fig.2).

Identificaciobn molecular

En el estudio molecular se obtuvo, como producto
amplificado, un fragmento de ADN cuya talla corres-
ponde a la informada en la literatura para los aislados

pertenecientes a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(800pb) (Fig. 3).

DISCUSION

Xanthomonas axonopodis pv.phaseoli y su variante
fuscan son patdgenos que provocan la enfermedad del
Tizdn comun en el cultivo del frijol (19). Los métodos
empleados confirmaron la presencia de este agente
en el 97% de las muestras e indican que el mismo
afecta las regiones productoras de frijol en dicha pro-
vincia.

En este estudio, la utilizacion de medios de culti-
vos semi-electivos, YDC y XCP1, asi como las prue-
bas bioquimicas y fisiolégicas permitieron la identifica-
cion preliminar de los aislados de este patégeno en el
cultivo del frijol. Las caracteristicas culturales,
morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas de todos los
aislados coincidieron con las notificadas por la EPPO
en 1990y por otros autores (4, 18, 20). La patogenicidad
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FIGURA 3. Identificacion por PCR de aislados de X. axonopodis pv. phaseoli con los cebadores empleados por Audy et
al., 1994, en un gel de agarosa al 1%. M: Patron de peso molecular (1.0-KblLadder, Promega) linea 1 a la 29: aislados de X.
axonopodis pv. phaseoli. C-:cepa de Xcv20. H,0./ PCR identification of X. axonopodis pv. phaseoli isolates with the
primers used by Audy et al., 1994, on a 1% agarose gel. M: molecular weight pattern (1.0-Kb ladder, Promega) lanes 1
to 29: isolates of X. axonopodis pv. phaseoli. C-: Xcv20 strain. H20.

de los aislados se confirmé en hojas de plantas jove-
nes de frijol y los sintomas fueron similares a los des-
critos por Sheppard et al. (18) para este patégeno y
por Grimault et al. mas recientemente (9).

En la prueba de patogenicidad se visualizaron dife-
rentes caracteristicas de la sintomatologia de la enfer-
medad. Estas diferencias fenotipicas, expresadas por
los disimiles aislados en el mismo cultivar, pudieran
estar relacionadas con diferencias genotipicas presen-
tes en los mismos, aspecto que sera objeto de inves-
tigaciones futuras.

Por otro lado, la técnica de PCR confirmé que los
aislados de bacterias estudiados pertenecen a la es-
pecie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Estos
resultados coinciden con los informados por Sheppard
et al. y Grimault et al. en los afios 2012 y 2014, res-
pectivamente (18, 20).

Los resultados obtenidos en este estudio eviden-
ciaron que el Tizén comun constituye un problema fre-
cuente en las areas productoras de frijol en la provincia
Mayabeque. En ocasiones, la sintomatologia de esta
enfermedad puede confundirse con la causada por
patdgenos como Alternaria alternata (Fr.) Keissler (sin.
A. tenuis Nees) (sin. A. macrospora Zimm) (21). Por
tanto, desarrollar un sistema de diagndstico para la

deteccion de este patégeno en las fases tempranas
de la enfermedad contribuira a la deteccion y la toma
de medidas de manejo adecuadas.
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