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INTRODUCCION 

Númerosos microorganismos patógenos de plantas tienen la capacidad de 
crecer en las superficie de plantas sanas sin causar síntomas visibles 
(14). varias especies de bacteriosis fitopatógenas tienen una fase 
espefítica en sus hospederos u otras plantas, donde se multiplican y son 
la fuente de inóculo más probables para iniciar la enfermedad en los 
cultivos (8.22). Algunas bacterias pueden colonizar el frijol (Phaseolus 
vulgaris) y multiplicarse en forma epifítica en las hojas. Antes de 
producirse brotes de enfermedades (19). 

El papel de las malezas en la supervivencia y diseminación de varias 
enfermedades bacterianas ha sido bien documentado ( 4, 10, 12, 13, 17, 18) • 
Así mismo, se ha reportado en clima templado cierta relación entre 
malezas comunes y x,c. p.v. phaseoli. (1,6,21). Fuertes infestaciones 
de malas yerbas son problemas frecuentes en la distintas zonas de 
cultivo de frijol en el mundo, particularmente en los trópicos. se ha 
sugerido que las malezas, así como cultivos asociados tales como el 
maíz, podrían funcionar corno importantes fuentes de inóclllos del tizón 
común en regiones productoras de frijol en clima tropical y subtropical 
(1). 

Xanthomonas atípicas pueden ser encontradas en la naturaleza asociadas 
con las plantas bajo diferentes condiciones. Ciertas xanthomonas han 
sido reportadas con actividad saprofiticas en yemas de manzanas ( 16). 
Otras han sido aisladas de fruto y vegetales con síntomas de 
podredumbres suaves ( 15). Las xanthomonas pectolíticas pueden ser 
patógenos oportunistas o sobrevivir epifíticamente sobre plantas 
cultivadas y malezas. Sin embargo, su posición taxonómica no ha sido 
definida (7) • 

OBJETIVOS 

Este estudio es primero en examinar poblaciones de X.e. p.v. phaseoli y 
otras xanthomonas atípicas, que ocurren en forma natural en maleza 
asintomáticas, con el uso de un medio semiselectivo y muestreo de campos 
de frijol, en la República Dominicana. 

* División Fitopatología, DFTO. Sanidad Vegetal, S.E.A. Rep. Diminicana 
y** DEPTO Fitopatología, Universidad de Nebraska, Lincoln,USA 



MATERIALES Y METODOS 

Muestreo y Aislamientos. 
Un total de 77 muestras, incluyendo 21 especies de malezas, fueron 
colectadas al azar dentro de campos infectados de tizón común y en· los 
alrededores aproximadamente de 2-10 m de los bordes en las localidades 
de San Juan (Región sureste), e Higuey (Región Este) y una semana 
después de la cosecha en Constanza (Región Norte) en la República 
Dominicana. En general, tres muestras de hojas fueron tomadas de cada 
especie de malezas, identificadas y transportadas a Lincoln, Nebraska, 
USA. 

Los aislamientos fueron realizados añadiendo 10 ml de bufer (12.5 mm. K2 
P04 + 10 mm Mg so4 , pH = 7 .1) a 3-5 hojas en una funda plástica y 
agitando por 2 horas a 180 rpm. Para cada muestra se prepararon 
diluciones en serie de 10-1 - 10-3 y las poblaciones de bacterias fueron 
determinadas esparciendo O .1 ml. de dilución del lavado foliar en la 
superficie de platos duplicados del medio semiselectivo MXP (3). 
Después de incubar las placas petri a 26°C por 2-3 días, se realizó el 
conteo de colonias amarillas características con hidroliaia de almidón. 
La purificación se realizó transfiriendo 3 veces 2 colonias aisladas a 
medio YDC (20) y luego se seleccionaron 132 aislamientos los cuales 
fueron conservados en medio YDC o NBY (20) a 4ºC y también en glicerol 
estéril al 60% en bufar, a -20'c. cultivos representativos fueron 
liofilizados para ser mantenidos por períodos largos. 

Pruebas de Patogenicidad 
Plantas de frijol de la variedad Dark Red Kidney fueron cultivadas bajo 
condiciones de invernadero en 10 tarros, cada uno con dos plantas. A 
loa 20 días las hojas fueron inoculadas con 89 aislamientos bacterianos 
provenientes de malezas colectadas en las localidades de San Juan e 
Higuey. Hojas trifoliadas de aproximadamente la misma edad en cada 
planta, fueron inoculadas usando el método de inoculación con puntas de 
micropipetas (A. Kumari, comunicación personal). Loa síntomas se 
evaluaron a los 3. 7 y 11 días después de la inoculación. Luego se 
realizó una segunda. prueba en hojas de frijol utilizando 13 aislamientos 
provenientes de la localidad de Constanza. 

Una tercera prueba fue realizada en legumbres de frijol usando el mismo 
método de inoculación. 74 asilamientoa fueron inoculados en las 
legumbres de 10 plantas de 79 días de edad y la evaluación de loa 
sintomaa se hizo de la misma manera que en las pruebas precedentes. A 
loa 21 días después de la inoculación, 24 legumbres de diferentes etapa 
de desarrollo fueron cosechadas individualmente para evaluar la 
presencia de bacterias en las semillas. De cada legumbre se tomaron de 3 
a 5 semillas en forma aséptica y se colocaron en platos petri con medio 
NBY. La incubación se realizó a 26ºC y el crecimiento de bacterias se 
evaluó hasta un máximo de 6 días. 

Características Bioquímicas. 
Para confirmar y ampliar la reacción de hidrolisia de almidón observada 
en el medio MXP, aislamientos seleccionados fueron cultivados en el 
mismo medio modificado con una cantidad doble de metil violeta 2B (60 
ul/lt, solución al 1% en Etanol 20%) y metil verde (120 ul/lt; solución 
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acuosa al 1%). La reacción se observó directamente a inundando loa 
platos con solución de Lugol al 10% a loa 3 días de incubación. 

La producción de pigmento marrón "fuscans 11 (melanina) fue evaluada en 
aislamientos seleccionados sembrados en platos patri conteniendo medio B 
de king et al (11); así como·en tubos de ensayos de 7.5 x 0.9 cm. con 
medio NBY sin glucosa ni Mg S04. (C. ISHIMARU, comunicación personal). 
Ambas pruebas se realizaron por duplicado. 

La producción 
bacterianos fue 
cristal violeta, 

de enzimas pectolíticas por diferentes 
determinada en un medio de polipectato 

CVP (20). 

Cromatografía de Capa Fina del Pigmento Xanthomonadin. 

aislamientos 
de sodio y 

El procedimiento usado fue una modificación del método de IREY y STALL 
(9). Se seleccionaron 17 aislamientos los cuales se cultivaron a 26°C 
en medio B King et at. A los 2 días las células bacterianas fueron 
colectadas y suspendidas en 1.5 ml. de metanol en tubos plásticos de 2 
ml. de capacidad, provistos de tapas de rosca. La suspensión se hirvió 
a 90°C por 10 minutos en un modulo calentador Temp-block (Curtin 
Mantheaon Scientific !ne.USA), luego se enfrió a temperatura ambiente. 
Después de centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm en una centrifuga 
Eppendorf modelo 5413 (Brinkmann Instrumenta, Inc. Weatbury, New York) 
para precipitar los desechos de células, el aobrenadante conteniendo la 
suspensión metanólica fue decantado y evaporado a 75ºC 40-50 minutos 
hasta aproximadamente 1 ml. 

Los extractos concentrados amarillos fueron enfriados a temperatura 
ambiente y luego colocados con una micropipeta de presición de 100 ul 
(microlitroa) usando gotas de 5 ul por muestras, sobre platos de vidrio 
acanalados para cromatografia de capa fina, cubiertas de gel de ailica 
60, con 250 um (micrometroa) de grosor y áreas preabsorbentea (Whatman 
International Ltd. Maidstone, Inglaterra). 

Las gotas de los extractos se colocaron en cada canal a 5 mm debajo de 
la interface preabsorvente y se secaron completamente antes de la 
separación con metanol. La Cámara se saturó previamente con el 
solvente. Las separaciones fueron realizadas a temperaturas ambiente y 
los valores Rf se midieron a partir de las interfaces de las áreas 
preabsorventea de gel de silica. Como control se usaron el pigmento 
xanthomonadin extraído del aislamiento A6 -LB 1 de X.e. p.v. phaseoli y 
el pigmento amarillo del aislamiento C9-lbl de Erwinia herbicola. 

RESULTADOS 

Aislamientos y Poblaciones de Bacterias. 
De un total de 77 muestras de malezas colectadas en las tres 
localidades, solamente 4 no produjeron algún crecimiento bacteriano en 
el medio semilectivo MXP. Algunas colonias que crecieron en MXP no 
hidrolizaron el almidón, mientras otras no crecieron al ser transferidas 
a medio YDC. Colonias amarillas que hidrolizaban el almid6n fueron 
principalmente seleccionadas para análisis posteriores. 



Cuando los aislamientos seleccionados se transferían después de 2 días a 
observó que los aialamieritos que luego 
patogénicos en frijol, continuaban 
que los patógenos no crecían o tenían 

26°C, para mantenerlos a 4ºc, se 
fueron identificados corno no 
creciendo en medio YDC, mientras 
un crecimiento poco significativo. 

La población pormedio de X.e. p.v. phaseoli en 14 muestras_ de 8 especies 
de malezas osciló entre 103 -105 CFU/ml del lavado foliar y la población 
de xanthomonas atípicas varió entre 102 106 CFU/ml (ver tabla I en 
apendice). 

Pruebas de Patogenicidad. 
Los resultados de las pruebas de patogenicidad así como otras 
propiedades de los aislamientos seleccionados se muestran en la tabla 
II (apendice). Al ser inoculados en hojas de frijol los aislamientos 
patogénicos provenientes de malezas indujeron una pequeña mancha acuosa 
alrededor del punto de inoculación a los 3-4. A 7 días aproximadamente, 
se observó un ligero halo amarillento. Este halo se tornó amarillo 
intenso a los 10-11 días y rodeaba un centro color marrón palido. Luego 
los tejidos alrededor del sitio de inoculación se tornaron totalmente 
necróticos. Alrededor de las 2 semanas, la zona amarilla se había 
espandida y cubría una área amplia alrededor del centro necrótico 
marrón. 

Loa aislamientos no patogénicos provocaron una respuesta incompatible 
débil en los tejidos de las hojas de frijol inoculados. 

Las legumbres de frijol inoculadas con aislamientos fitopagenicos 
mostraron loa síntomas típicos mas temprano que las hojas. Alrededor de 
3 días después de la inoculació, una mancha acuosa visible rodeaba el 
sitio de inoculación. Después de 7 días, la mancha se tornó más grande 
y adquirió un aspecto acuoso graciento. 

En muchos casos, después de 10 días la mancha gracienta se diseminó 
sobre la superficie de la legumbre, dependiendo básicamente de la etapa 
fisiológica del fruto. Algunas veces se notó un color púrpura alrededor 
o mezclado con loa síntomas de mancha acuosa gracienta. 

Los aislamientos no patógenicos inoculados causaron una respuesta 
incompatible muy fuerte en los tejidos de las legumbres y la intensidad 
de la reacción aparentemente decrecía con la edad del fruto. A las 24 
horas después de la inoculación, los tejidos reaccionaron con una 
coloración marrón. Alrededor de los 3 días, el área que circundaba el 
sitio de inoculación, presentaba un color marrón rojizo. Las legumbres 
más jóvenes mostraron manchas marrones oscuras con apariencia de 
podredumbre después de 11 días. 

Todos los aislamientos patogénicos en las hojas fueron patogénicos en el 
fruto. En algunos casos se observó exudación bacteriana que salía del 
punto de inoculación. Siete legumbres con reacción de incompatibilidad 
presentaron exudado y solo un aislamiento patogénico produjo exudado en 
la legumbre inoculada. 
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Las semillas de dos de los nueve frutos seleccionados con reélcción 
incompatible, produjeron crecimiento bacteriano en el medio NBY; 
mientras que las semillas de los sietes frutos seleccionado inoculados 
con aislamientos patogénicoa estaban infectadas externamente. En 
general, las legumbres verdea y en etapa de maduración tenían más 
semillas contaminadas con bacterias que las legumbres secas. 

En resumen, de 102 aislamientos provenientes de 77 muestras de 21 
especies de malezas, 22 aislamientos (22%) de 14 muestras de malezas de 
8 especies fueron identificadas como X.a. p.v. phaseoli por su 
patogenicidad en hojas y frutos de frijol. La proporción de patogénicoa 
con relación a loa no patogénicoa fue 1:3.6. La mayoría de loe 
aislamientos patogénicoe (91%) provenían de malezas coleccionadas 
dentro de campos infectados. Ninguno de loe aislamientos de malezas 

'colectados después de la cosecha en la zona de Constanza, causó síntomas 
en hojas de frijol. 

Reacciones Bioquímicas. 
La reacción de hidrolisis del almidón en el medio semiselectivo MXP, 
algunas veces puede ser difícil de distinguir. Sin embargo, loe 
aislamientos de X.a. p.v. phaseoli y de otros Xanthomonae formaron una 
zona visible bien clara alrededor de las colonias en el centro de las 
placas petri después de 3 días, cuando se cultivaron en MXP con una 
cantidad doble de metil violeta y metil verde. 

Los aislamientos de X.e. p.v. phaseoli provenientes de malezas no 
crecieron o tuvieron un crecimiento débil en el medio CVP, sin actividad 
pectolitica. Por el contrario, las Xanthomonaa no patogénica en frijol 
generalmente crecieron bien y mostraron actividad pectolitica positiva 
después de 48 horas. Las xanthomonas pectoliticaa formaron concavidades 
bien notables sobre la superficie de Agar del medio CVP. Por otra 
parte, ninguno de loa aislamientos bacterianos seleccionados produjo 
pigmento "fuscans" en el medio B de King et al, ni en el medio NBY 
modificado. 

Producción del Pigmento Xanthomonadin. 

Todos loe aislamientos incluidos en la prueba, así como el control X.e. 
p.v. phaseoli A6-LB1, produjeron manchas características de 
Xanthomonadin con valorea Rf de aproximadamente 0.45. El pigmento 
amarillo de E. herbiaola C9-1B, tuvo un valor Rf de 0.78. 

Los aislamientos provenientes de malezas tuvieron la tendencia de 
mostrar una segunda mancha en loa canales de los platos de gel de 
silica. Las manchas de xanthomonadin desaparecian a loa pocos minutos 
al secarse loe platos de gel de silica. 

DISCUSION 

El medio semilectivo MXP (3) fue una herramienta apropiada para el 
aislamiento de X.e. p.v. phaseoli y xanthomonas pectoliticas de malezas 
asintomaticaa. Algunas veces, colonias blancas o amarillas sin 
hidrolisie de almidón crecieron en MXP. Otros aislamientos con colonias 
amarillas positivas para hidrolisia de almidón, aparentemente fueron 



afectadas por algún componente del medio de cultivo, puesto que no 
pudieron ser resembrados después de 2 meses mantenidos a 4ºC~ 

Después de la purificación, el uso de una cantidad doble de tinte en MXP 
fue útil para confirmar y ampliar la evaluación visual de la reacción de 
hidrolisis de almidón. Una forma de diferenciar X.e. p.v. phaseoli de 
los aislamientos no patógenos en frijol, fue la habilidad de estos 
últimos para seguir creciendo en platos de YDC transferidos de 26 ºe a 
4 ºc .. 

La inoculación de colonias bacterianas sin diluir con puntas de 
micropipetaa fue adecuada para la prueba cualitativa de patogenicidad en 
frijol de aislamientos provenientes de malezasº El desarrollo de loe 
síntomas del tizón común fue típico y se observó un 100% de correlación 
entre la patogenicidad en el follaje y las legumbres. 

Las xanthomonas pectoliticas no indujeron síntomas de enfermedad en 
plantas de frijol. La respuesta de incompatibilidad observada en los 
frutos inoculados parece haber sido una reacción atípica de 
hipersensibilidad. 

GITAITIS et al (7) encontraron igualmente xanthomonas pectolíticas 
epifíticas en malezas. La abilidad de estas bacterias para producir 
enzimas pectolíticas en la superficie foliar se desconoce. Ellas tienen 
el potencial de causar podredumbre de post cosecha en frutas y vegetales 
según lo reportado por LIAO y WELLS (15). La inducción de sintomas con 
apariencia de podredumbre en algunas legumbres jóvenes inoculadas con 
xanthomonas atípicas podría haber sido causada por la presencia de 
enzimas pectolíticas. 

El medio B de King et al ( 11) ea usado en forma rutinaria para la 
detección de Pseudomonas florescentea. Sin embargo, nosotros notamos la 
producción de un pigmento marrón en ese medio, producido por X.e. p.v. 
phaseolí 11 fuacans 11 aislamiento A1o. La ausencia de pigmento marrón en 
medio B de King et al y NBY modificado sugiere que no se aislaron 
variantes 11 fuscan0 11 de malezas asintomaticas. Quizas tales variantes se 
encuentran raramente como epifitas en malezas comunes en el trópico. 

Las colonias de Xant.omonas app son difícil de distinguir de otras 
bacterias que producen colonias amarillas en la mayoría de los medios de 
cultivo. Irey y Stall (9) reportaron que xanthomonadin, el pigmento de 
Xanthomonas spp, tenia un valor Rf de 0042-0.49 y que otras bacterias 
amarillas no tenían un pigmento con ese valor Rf. igualmente, Gitaitis 
et al (7) encontraron valores Rf de O. 36-0. 49 para xanthomonadin 
extraido con metanol de Xanthomonas pectolíticas amarillas.. El valor 
RF. promedio de 0.45 encontrado en este estudio para X.e. p.v. phaseoli 
y otras xanthomonaa epifíticas concuerda con ambos trabajos de 
investigación. 

Las muestras de malezas colectadas dentro de campos infectados de tizón 
común, tenían más aislamiento patogénicos de X.e. p.v. phaseoli que las 
muestras que provenían del exterior de loa campos o después de la 
cosechaº Esto sugiere que las malezas asintomáticas contaminadas dentro 
de campos de frijol, podrían contribuir a la diseminación secundaria de 
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la enfermedad, mientras c;r\Áe las malezas fuera de los campos parecen 
tener un papel de menor importancia como fuente de inóculo primario. 

El hallazgo de 8 especies de malezas pertenecientes a 6 familias 
botánicas, las cuales pueden actuar como hospederos sin sintomas, indica 
claramente que otras especies potenciales adicionales podría sin dudas 
ser encontradas albergando X.e. p.v. phaseoli epífitas, si se realizan 
más muestreos. 
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A P E N D I C E 

Tabla I. Población de x.c. p.v. phaseoli y Xanthomonas atípicas en 
malezas, aisladas en MXP. 

A. Localidades: san Juan de la Maguana. 

Especie de Maleza 

Panicum maximun(B) 
Euphorbia heterophylla(B) 
Euphorbia heterophylla (I) 
Cleome viscosa (B) 
Macroptilium lathyroides (B) 
Lagascea mollis (B) 
Lagascea mollis (I) 
Rhynchosia minima(B) 
Aeschynomene americana(!) 
casssia tora(I) 
Partenium hysterphorus (I) 

B. Localidad: Higuey, R.D. 

Acanthospermun hispidum (I) 
Leptochloa filiformis (I) 
Leptochloa filiformis(B) 
Euphorbiá heterophylla (I) 
Portulaca oleracea (I) 
Echinochloa colonum(I) 
Borreria laevis (B) 
Eleusine indica (B) 
Malachra alceifolia(B) 
Malvastrum sp. (B) 
Corchorus aestuan (B) 

c. Localidad: Constanza, R.O. 

Portulaca oleracea (DC) 
Amaranthus sp. (DC) 
Setaria sp (DC) 
Chenopodium album (DC) 
Acanthospermun hispidum (DC) 

Familia 

Gramineae 
Euphorbiaceae 
Euphorbiaceae 
capparaceae 
Leguminosae 
Compositae 
Compositae 
Leguminosae 
Leguminosae 
Leguminosae 
compositae 

Compositae 
Gramineae 
Gramineae 
Euphorbiaceae 
Portulacaceae 
Gramineae 
Rubiaceae 
Gramineae 
Malvaceae 
Malvaceae 
Tiliaceae 

Portulacaceae 
Arnaranthaceae 
Gramineae 
Chenopodiaceae 
Compositae 

P.(Log.CFU/ml) 
xc pv Xanth. 
phas. Atíp. 

NB 
NB 

NB 
NB 
NB 
NB 
NB 

4.80 
4.56 

NB 
NB 

5.43 
5.20 

NB 
3.22 
3.77 
4.45 

NB 
NB 

3.51 
NB 
NB 

NB 
NB 
NB 
NB 
NB 

4.39 
4.91 

4.70 
6.51 
4.58 
5.47 
4.90 
5.78 
4.38 
5.07 
5.46 

3.65 
NE 

5.00 
NB 

5.10 
NB 

3.83 
3. 71 
4.76 
4.40 
5.08 

4.06 
4.32 
2.52 

NB 
4.14 

78 



TABLA 2.. Comprobación entre algunas propiedades de aislamientos 
seleccionados de x. c. pov. Phaseoli y Xanthomonas atípicas 
aisladas de malezas. 

características No. aislamiento 
probados 

Colonias amarillas 
en YDC y MXP. 

Hidroliais de 
Almidón en MXP 

Patogenicidad en 
Hojas de Frijol. 

Patogenicidad en 
Legumbres 

Actividad Pectolítica 
en CUP 

Pigmento 11 fuscans 11 

en NBY modificado y 
medio B de King 
et al. 

Valor Rf de Aprox. 
0.45 

+=Reacción Positiva 
= Reacción Negativa 

102 

102 

102 

74 

3B 

44 

17 

X. c.pv. 
Phaseoli 

+ (22) 

+ ( 22) 

+ (22) 

- ( 16) 

- (22) 

+ (11) 

a= Promedio de 2 platos de gel de silica 

Xanthomonas 
altipicas 

+ (80) 

+ (80) 

- ( 80) 

- ( 52) 

+ ( 22) 

- (22) 

+ ( 6) 

b = Los números en parentesis indican No. de aislamientosº 

EVALUACION DE TRES FECHAS DE SIEMBRA DE SOYA (Glycine max L.) EN TRES 
LOCALIDADES, HONDURAS, C.A. CICLO 87-A 

Aar6n Aquiles Alvárez M.* 

R E S U M E N 

En la primavera de 1987 con el objetivo de determinar una fecha óptima y 
resolver él problema de disponib~lidad de semilla en forma oportuna para 

* Ingeniero Agr6nomo, Ministerio de Recursos Naturales, Bo. San 
Francisco, El Progreso, Yoro, Honduras e.A. 
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