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I. RESUMEN 

La identificación de bacterias patógenas de plantas es uno de los pasos más 

importantes y necesarios para el control práctico de las enfermedades 

bacterianas. No se pueden aplicar las medidas de control apropiadas sin la 

identificación rápida y precisa del agente patógeno, y la comprensión de la 

epidemiología de la enfermedad. Las bacterias del género Xanthomonas 

incluyen más de 100 especies y patovares. Se realizó la purificación y el cultivo 

de Xanthomonas adquiridas en el Centro Venezolano de Colecciones de 

Microorganismos (CVCM); así como también se identificó a una bacteria 

aislada de una planta de geranio (LMV14) como X. hortorum pv. pelargonii, 

cuya patogenicidad fue comprobada siguiendo los postulados de Koch. Se 

utilizaron métodos bioquímicos y moleculares para identificar cada especie 

bacteriana objeto de estudio. La caracterización bioquímica se llevó a cabo 

mediante el crecimiento en agar YDC, análisis de motilidad, hidrólisis de 

esculina, oxidación-fermentación para glucosa y lactosa, producción de la 

enzima catalasa, utilización del citrato, utilización de la enzima oxidasa, 

licuefacción de la gelatina, producción de indol, Kligler, hidrólisis del almidón, 

crecimiento en agar MacConkey y utilización de la enzima ureasa. Mediante 

pruebas moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) con 

iniciadores universales y específicos diseñados para identificación de estas 

bacterias patógenas, se corroboró la identificación y caracterización de algunos 

de estos patógenos. Los postulados de Koch se cumplieron a cabalidad con el 

aislado patogénico de plantas de geranio. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las cosechas enfermas tienen poco valor en el mercado, y no son adecuadas 

para el almacenamiento. Entre los principales agentes causantes de 

enfermedad en plantas, se encuentran las bacterias fitopatógenas, las cuales 

pueden causar enfermedades graves y dañinas, ocasionando desde manchas, 

mosaicos o pústulas en hojas y frutos; podredumbres malolientes de 

tubérculos, hasta la muerte de las plantas; lo que se traduce en graves 

pérdidas económicas (Vidhyasekaran, 2002). La mayoría de las plantas 

silvestres y cultivadas, tienen inmunidad innata o resistencia a muchos 

patógenos; sin embargo, muchas plantas pueden hospedar fitopatógenos sin 

desarrollar síntomas (Vidaver y Lambrecht, 2004). 

Las características morfológicas de las células bacterianas son poco variables 

y se han establecido técnicas biológicas, bioquímicas, fisiológicas, 

inmunológicas y genómicas para la identificación fiable significativa y la 

clasificación de los agentes patógenos bacterianos (Vidaver y Lambrecht, 

2004). 

Las bacterias del género Xanthomonas incluyen más de 100 especies de 

fitopatógenos y patovares pertenecientes a la subdivisión de las 

proteobacterias. Las Xanthomonas son bacterias Gram-negativas, con forma 

de bastones, cuyo tamaño aproximado va de 0.4-1.5 µm de ancho por 1.2-4.0 

µm de largo, móviles por medio de un flagelo polar, producen un pigmento 

amarillo cuando crecen en medio sólido y la mayoría tienen un crecimiento 

lento, todas son patógenos vegetales y se encuentran asociadas sólo a plantas 

o materiales vegetales (Rivera, 2007). Las especies y patovares de 
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Xanthomonas fueron clasificados taxonómicamente de acuerdo a su capacidad 

de infectar diferentes tipos de cultivos vegetales. Como ejemplos pueden 

citarse: X. campestris pv. vesicatoria en Pimentón, X. hortorum pv. pelargonii 

en Geranio, X. campestris pv. phaseoli en Frijol, entre otras (Swings y Civerolo, 

1993). 

Se estima que la acción conjunta entre las enfermedades, los insectos y las 

malezas, anualmente interfieren con la producción de los cultivos, acentuando 

la destrucción del 31 al 42% de todas las cosechas producidas a nivel mundial. 

Adicionalmente, de un promedio de 36,5% del total de las pérdidas, 14,1% son 

debidas a enfermedades (Agrios, 2005). 

Las bacterias del género Xanthomonas causan grandes pérdidas en agricultura 

debido a su hábitat en las plantas. Puede vivir en el suelo durante un año y 

extenderse a través del agua de riego. Según Vidaver y Lambrecht (2004), el 

estudio exhaustivo del patógeno (identificación y clasificación), permite formular 

esquemas de manejo integrado, con el propósito de reducir la incidencia y 

severidad de la enfermedad que producen y así reducir las pérdidas que éstas 

generan.  

En este sentido, este trabajo pretende caracterizar a nivel morfológico, 

bioquímico y molecular 6 cepas bacterianas pertenecientes al género 

Xanthomonas.  
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1. ANTECEDENTES 

Las enfermedades bacterianas a menudo se consideran difíciles de manejar. 

En algunos casos, no son fáciles de identificar, pues a simple vista pueden ser 

confundidas con daños fisiológicos o daños provocados por condiciones 

ambientales adversas (Gilchrist-Saavedra y col., 2005). 

La identificación de bacterias patógenas de plantas, es uno de los pasos más 

importantes y necesarios para el control práctico de las enfermedades que 

estas causan. No se pueden aplicar las medidas de control apropiadas sin la 

identificación rápida y precisa de un agente patógeno y la comprensión de la 

epidemiología del patógeno y la enfermedad (Takikawa, 2012). 

La clasificación de las bacterias patógenas de plantas ha cambiado en gran 

medida de acuerdo a los cambios en la taxonomía bacteriana en general. En el 

pasado, muchas bacterias patógenas de plantas se clasificaron basándose 

únicamente en las plantas hospedantes de la cual se aisló la bacteria, junto con 

las bacterias no patógenas, en la actualidad se clasifican en función de sus 

características fenotípicas y genéticas (Takikawa, 2012). 

La detección e identificación de patógenos bacterianos ha sido posible 

mediante el aislamiento en medios de cultivo y métodos de toma de huellas 

dactilares metabólicas. Pero son de trabajo intensivo, requieren mucho tiempo 

y a menudo, los resultados no son concluyentes. En la actualidad, el uso de 

una combinación de pruebas microbiológicas, bioquímicas y moleculares 

permite el diagnóstico acertado de las especies bacterianas (Takikawa, 2012).  

La expresión de los síntomas después de la infección por los patógenos 

bacterianos puede no ser clara, o puede tardar mucho tiempo para su 
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desarrollo en los tejidos lejos del sitio de la infección, esto ocurre por ejemplo 

en las enfermedades de marchitez bacteriana; en tales casos, la infección 

puede tener lugar en las raíces o partes basales del tallo y los síntomas se 

expresan sólo después de un lapso de tiempo apreciable. Mientras que, si los 

síntomas se vuelven observables, el patógeno bien podría haberse establecido 

en los tejidos internos de las plantas, por lo que es difícil aplicar medidas 

efectivas para reducir la propagación de la enfermedad.  

La fiabilidad en sólo el desarrollo de los síntomas externos de la infección, 

puede conducir a la errónea identificación del patógeno y en consecuencia los 

métodos de control que se sugieren pueden resultar ineficaces. Por lo tanto, la 

identificación precisa de las especies/cepas bacterianas causantes de la 

enfermedad es el requisito básico para la planificación de estrategias eficaces 

de gestión de control de las mismas. Además, dicha identificación, y por ende 

la diferenciación de las especies y subespecies de las cepas bacterianas 

causantes de la enfermedad, permiten tomar una mejor decisión al momento 

de la elección del cultivar (mostrando resistencia, si está disponible) y la 

aplicación de productos químicos apropiados en el tiempo. Finalmente, la 

capacidad de las bacterias de multiplicarse muy rápidamente y alcanzar altos 

niveles de población dentro de un corto período de tiempo, es un factor 

importante a tener en cuenta en cualquier ecosistema en general, y como 

patógenos de plantas y animales, en particular (Narayanasamy, 2001). 

Como requisito básico para el diagnóstico de bacterias patógenas, la 

patogenicidad de la bacteria aislada de las plantas enfermas, tiene que ser 

probada y todos los pasos de los postulados de Koch tienen que ser cumplidos.  
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2.1 Características de las bacterias fitopatógenas del género 

Xanthomonas. 

El género Xanthomonas comprende varias bacterias patógenas de plantas que 

afectan una amplia gama de hospederos. A pesar de las grandes pérdidas que 

producen las enfermedades producidas por Xanthomonas, la clasificación y las 

relaciones filogenéticas del género son aún objeto de debate activo. Algunas de 

las relaciones entre patovares y especies no se han aclarado a fondo, con 

viejos patovares convirtiéndose en nuevas especies (Rodríguez y col., 2005).  

Las bacterias que pertenecen al género Xanthomonas causan una variedad de 

síntomas, incluyendo la necrosis, gomosis y/o enfermedades vasculares o 

parenquimatosas en las hojas, tallos o frutos de muchas plantas. Las 

Xanthomonas son bacilos Gram-negativos, con células a veces ligeramente 

curvadas con extremos redondeados; principalmente se observan solas o en 

parejas, pero también se producen cadenas y filamentos; se encuentran células 

de hasta 1,5 µm de ancho y 4 µm de largo aunque la longitud celular es 

variable, incluso dentro de la misma cepa. La aparición de pares de células es 

bastante típica para X. campestris, pero no está claro si se trata de un par de 

células o una célula individual alargada. La mayoría de las células tienen 

gránulos intracelulares. No producen esporas u otras estructuras de 

resistencia. Las células producen goma xantano (polisacárido extracelular) 

dependiendo de las condiciones ambientales, el cual no es reconocible en 

forma de cápsula mediante microscopía óptica o electrónica (Swings y 

Civerolo, 1993). 
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Se creía que todos los miembros del género Xanthomonas eran patógenos, 

pero Vauterin y col. (1996), demostraron que algunas no lo son o son muy poco 

virulentas. Estas razas se usan actualmente como agentes de control biológico 

(Takikawa, 2012). 

Basándonos en micrografías electrónicas, Xanthomonas tiene la estructura de 

la membrana interior y exterior típica de bacterias Gram-negativas (Dos Santos 

y Dianese, 1985). La membrana externa es una estructura única de las 

bacterias Gram-negativas, compuesta por un mosaico de seis a ocho proteínas 

principales, una o dos moléculas de lipopolisacáridos heterogéneos y varios 

lípidos. La membrana externa cumple una variedad de funciones, por ejemplo: 

protección del medio ambiente, la permeabilidad selectiva y funciones de 

exportación (Hancock, 1991).  

La mayoría de las Xanthomonas producen el pigmento xanthomonadina, el cual 

se observa en forma de manchas amarillas, insoluble en agua cuando se 

cultivan en medios sólidos comunes como el extracto de levadura, carbonato 

de calcio (GYCA), Levadura- Peptona-Glucosa-Agar (LPGA) y el agar nutritivo 

(AN). Los tonos varían de muy amarillo pálido a amarillo profundo. Los cambios 

de intensidad de color se dan durante el envejecimiento. Dicho pigmento 

amarillo se encuentra, probablemente, unido a la membrana celular (Dianese y 

Schaad, 1982). 

Un gran número de medios diferenciales y semi-selectivos están disponibles 

para el aislamiento e identificación de Xanthomonas. Entre los recomendados 

se encuentran el medio YSP (yeast extract sucrose peptone) y el medio YDC 

(Yeast extract-dextrose-carbonate), debido a que favorecen el crecimiento de la 
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bacteria y permiten diferenciarla de otros organismos (Schaad y col., 2001). 

También son ampliamente utilizados los medios selectivos de la serie D, entre 

los cuales se encuentra el medio selectivo para Xanthomonas, denominado D5, 

reportado por Kado y Heskett (1970). 

Según Swings y Civerolo (1993), la necrosis de los tejidos es un síntoma 

característico de muchas especies del género Xanthomonas, especialmente de 

aquellas que causan manchas en las hojas; ya que al avanzar la enfermedad, 

el fenol de la vacuola reacciona con el citoplasma y la membrana, 

envolviéndolos de oxidasas y glicosidasas; la oxidación del fenol es lo que 

resulta en el desarrollo de una pigmentación café o negra de los tejidos de la 

planta. Estos autores, también afirman, que las lesiones acuosas se vuelven 

necróticas al final de la infección, probablemente debido a la desintegración 

continua de los tejidos; y en infecciones severas las lesiones pueden 

prevalecer destruyendo grandes áreas de la lámina foliar, lo que se conoce 

como tizón bacteriano; finalmente el área necrótica se separa de la parte sana 

del tejido y se desprende. 

X. campestris puede ser identificada por las lesiones negras que aparecen en 

la superficie de las plantas cuando están contaminadas. El patógeno interactúa 

en primer lugar con el hospedador secretando una serie de proteínas efectoras, 

las cuales pueden comportarse de forma avirulenta disfrazándose para secretar 

varias reacciones hipersensibles y proteínas externas con el fin de que se 

produzca la interacción con las células huésped. Después, X. campestris se 

dirige al tejido vascular, causando oscurecimiento y clorosis marginal. La 

bacteria se filtra en la hoja hacia los estomas, hidátodos y hacia las células 

epidérmicas iniciando una nueva lesión. En plántulas se dan infecciones 
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graves. Puesto que la enfermedad avanza a través de toda la planta, no se 

puede formar el tallo principal, se produce un retraso en el crecimiento y un 

ennegrecimiento de las venas. Finalmente, la bacteria prolifera a través del 

sistema vascular, causando que las semillas se vuelvan infecciosas y se den 

nuevas infecciones. 

Actualmente existen varios patovares de esta especie. El término “patovar” fue 

propuesto por Young y colaboradores (1978), como un significado de 

preservación del nombre del patógeno de la planta, por el cual la información 

adecuada del fenotipo no estaba disponible para diferenciar a ésta de las otras 

especies. El término patovar no es taxonómicamente categórico en el código 

internacional de nomenclatura bacteriana (Sneath y col., 1992), ha sido una 

manera de dar significado temporal, ya que los nombres pueden ser guardados 

para que en el futuro se puedan regresar las especies a un nuevo taxón. 

2.1.1 Xanthomonas campestris pv. campestris 

Se reconocen aproximadamente 125 patovares de X campestris, pero muy 

pocas son fácilmente distinguibles del tipo de especies por las pruebas 

bioquímicas convencionales usadas en la segunda edición del manual de 

Bergey´s (Schaad y col., 2001). Por esta razón, todas, excepto 4 especies de 

Xanthomonas, han sido clasificadas como patovares de X. campestris; sin 

embargo, muchos de estos patovares pueden ser distinguibles por pruebas 

serológicas, proteínas de membrana, crecimiento en algunos medios de 

cultivos semiselectivos, pruebas bioquímicas y por pruebas moleculares como 

Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP), entre otras 

(Martínez, 2009). 
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La podredumbre negra, causada por X. campestris pv. campestris, se 

encuentra en cualquier lugar que se cultiven las crucíferas y se considera la 

enfermedad más destructiva de las crucíferas en todo el mundo (Chupp y 

Sherf, 1960). La enfermedad se caracteriza por clorosis en forma de V en los 

tejidos vasculares así como lesiones necróticas en el margen de las hojas 

(Vicente y col. 2001). 

El control de la podredumbre negra es difícil, y sólo se puede lograr mediante el 

uso de semillas libres de la enfermedad y las prácticas de cultivo que limitan la 

difusión del patógeno (Williams, 1980; Álvarez, 2000). Los cultivares resistentes 

podrían desempeñar un papel importante en la reducción de las pérdidas 

debidas a esta enfermedad (Massomo y col. 2003).  

Estudios realizados por Chidamba y Bezuidenhout en el 2012 sobre 

caracterización de X. campestris, revelan que existen características 

determinantes para ésta especie, incluyendo la viscosidad de la suspensión 

bacteriana, reacción de Gram y la hidrólisis de almidón. También se puede 

realizar ELISA indirecto usando anticuerpos monoclonales específicos para X. 

campestris pv. campestris. Todas estas pruebas son determinantes al 

momento de la identificación de la bacteria. (Schaad y col. 2001). 

Entre las características bioquímicas más resaltantes de X. campestris pv 

campestris, tenemos que es una bacteria Gram negativa, aeróbica, catalasa 

positiva, oxidasa negativa, con crecimiento a 35 ° C, produce H2S e indol, no 

reduce nitratos, hidroliza almidón, gelatina y esculina, es intolerante a 0.1 y 

0.02 % de TTC . Las cepas producen ácido a partir de D-arabinosa, arginina, 
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dulcitol, galactosa, D-glucosa, maltosa, manosa, sorbitol, sacarosa y xilosa 

(Popopic y col., 2013). 

2.1.2 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

X. campestris pv. vesicatoria es la causante de la mancha bacteriana del 

tomate y pimiento (Swings y Civerolo, 1993). Las plantas enfermas presentan 

crecimiento y rendimiento reducidos en comparación con las plantas sanas. La 

medida de las reducciones depende de la gravedad de la enfermedad y la 

etapa de crecimiento de la planta afectada (Pohronezny y Violin, 1983).  

Los estudios muestran que son bacterias Gram-negativas, con forma de 

bastón, móviles, oxidasa negativa, arginina-dihidrolasa positiva, no 

fluorescentes y crecen a 37 °C, no licuan gelatina ni almidón y producen H2S 

(Bradbury, 1986; Lelliott y Stead, 1987; Vauterin y col. 1990).  

En la década de 1990, Vauterin y colaboradores (1990) y  Stall y colaboradores 

(1994), determinaron que existían dos grupos genética y fenotípicamente 

distintos dentro de X. campestris pv. vesicatoria; el grupo A y el grupo B. Jones 

y colaboradores en 2004 confirmaron que las cepas del grupo A fueron 

negativos de manera uniforme para la hidrólisis del almidón y la actividad 

pectolítica mientras que el grupo B consistió de cepas amilolíticas y 

pectolíticas. Con base en las similitudes de DNA (Jones y col., 2000; Stall y 

col., 1994; Vauterin y col., 1990), era evidente que las cepas de los grupos 

grupo A y B no estaban relacionados a nivel de especie. Vauterin y 

colaboradores (1995) proponen una reclasificación de las Xanthomonas y 

divide X. campestris pv. vesicatoria en dos especies, con las cepas B siendo 

retenidos en X. vesicatoria y las cepas A como patovar de X. axonopodis . 
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La enfermedad causada por esta bacteria se manifiesta tanto en plántulas 

como en plantas adultas. En plántulas de chile, la infección puede ocasionar 

una defoliación severa. Las lesiones se presentan en las partes de la hoja 

(limbo y pecíolo) y en los frutos incluyendo el pedúnculo y cáliz. Los tallos 

también son susceptibles, pero generalmente el follaje es infectado en mayor 

grado. La infección de los verticilos florales a menudo causa un considerable 

desprendimiento de las inflorescencias (Bashan y Okon, 1986). En tomate, los 

síntomas en las hojas de las plantas adultas se reflejan en forma de pequeñas 

manchas de casi 3 mm de diámetro, irregulares y de color gris púrpura, que 

presentan un halo amarillo estrecho con la parte central de color negro. Cuando 

son numerosas, estas manchas producen defoliación o hacen que las hojas 

queden rasgadas. Este conjunto de síntomas fueron descritos con base en los 

resultados de pruebas de inoculación sobre plantas de chile y tomate (Millán, 

1999). 

En Venezuela, el tomate es uno de los principales productos hortícolas para 

mercado fresco, con producción continua durante todo el año, debido a la 

extensión en latitud y a la diversidad de ambientes. Esto determina una 

zonificación de la producción en directa relación con la temperatura media de 

cada lugar. Su producción se encuentra relativamente extendida, pero se da 

con mayor intensidad en los estados Lara, Aragua, Guárico, Portuguesa, 

Carabobo y Zulia. De acuerdo a Faria y Nava (2009), el tomate es un cultivo 

hortícola importante en Venezuela, con una producción estimada para el año 

2010 de 239 000 t, en una superficie de 9.000 ha y un rendimiento de 21,67 

t.ha-1. 
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Por otro lado, el cultivo del pimentón viene en un crecimiento acelerado tanto 

en producción, rendimiento y superficie cosechada y allí ha ocurrido 

principalmente dos cosas: el incremento de la superficie sembrada, el uso de 

nuevos cultivares con mayor tolerancia a enfermedades, y el empleo de 

híbridos que han sido seleccionados para las condiciones venezolanas. Por lo 

que se evidencia la importancia en el control y prevención de las enfermedades 

de estos cultivos. 

2.1.3 Xanthomonas campestris pv. phaseoli. 

X. campestris pv. phaseoli, agente causal del tizón bacteriano común del frijol, 

fue descrita por primera vez en 1987, y ha sido objeto de varias revisiones 

taxonómicas en los últimos años. Las pérdidas económicas son resultado de la 

reducción de la comercialización de la semilla e incluso la pérdida de la 

producción de semillas debido a la acción de esta bacteria patógena. Los 

cultivares y las variedades locales varían en respuesta a la infección, aun 

cuando las condiciones son propicias para el desarrollo de la enfermedad 

(Saettler, 1989). 

Dentro del patovar phaseoli, se han descrito dos variantes: Xcp(c) = tipo común 

y el Xcp(f) =fuscans. El tipo común representa cepas de phaseoli de colonias 

de pigmentación amarilla, mientras que el tipo fuscans es de color amarillo pero 

produce otro pigmento melanoide extracelular, el cual es difusible al medio de 

cultivo. Las enfermedades causadas por estas bacterias son difíciles de 

distinguir bajo condiciones de campo, y el tipo fuscans puede perder la 

capacidad de perder melanina, lo que haría difícil la diferenciación de esta 

bacteria del tipo común (Zapata y Gaud, 2001). 
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El patógeno ataca todos los órganos de la parte aérea de la planta pero los 

síntomas son más severos y visibles en las hojas y las vainas (Martínez, 2009). 

A su vez, éste causa más daño a 28°C que a temperaturas más bajas (Patel y 

Walker, 1963). La enfermedad ocurre en la mayoría de las regiones donde se 

siembra fríjol con ambientes favorables para el desarrollo de la enfermedad y 

ha sido reportada en la mayoría de los países de América, Europa y África 

(Hernández, 1983). 

El frijol, es una de las leguminosas de grano fundamental en la alimentación de 

las poblaciones rurales de Venezuela, por su contenido de proteína (23%), 

carbohidratos (56%), grasa, fibra, minerales y vitaminas (De Gouveia y col., 

2005; Rodríguez y López, 2009), por lo que es vital el control de las 

enfermedades que atacan a este cultivo de importancia para el país, y como se 

ha mencionado, el control de las enfermedades comienza con la identificación 

del causante de las mismas.  

2.1.4 Xanthomonas albilineans. 

X. albilineans es el agente causal de la escaldadura de la hoja de la caña de 

azúcar. Es una de las enfermedades más devastadoras de este cultivo y se ha 

localizado en más de 60 países alrededor del mundo. Fue descrita por primera 

vez en el año 1920 en Java, Australia y Fiji. En Venezuela, la enfermedad se 

detectó en 1968, en un material proveniente de la Estación Experimental de 

Barbados (Ricaud y col, 1989; Ordosgoitti y col. 1977).  

La enfermedad se transmite principalmente por daños mecánicos, y presenta 

tres etapas (Birch, 2001). La fase crónica se caracteriza por una raya blanca 

fina de 1 a 2 mm de espesor en la superficie de la hoja, de longitud variable y 

paralela a las nervaduras de la hoja, llamada “línea a lápiz blanca” (Álvez y col., 
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2011). En la fase aguda, la raya se extiende hasta el borde de la hoja 

provocando marchitez y necrosis. En la fase de latencia la planta infectada no 

exhibe síntoma alguno, lo que dificulta el diagnóstico y favorece la 

diseminación de la enfermedad (Huerta y col., 2003b).   

X. albilineans presenta forma de bastón de 0,25-0,30 x 0,60-1,00 µm, es móvil, 

con un flagelo polar, es Gram negativa, mucoide, aeróbica y exhibe un tiempo 

de generación de 3 a 7 días, a una temperatura óptima de crecimiento de 27 °C 

y máxima de 35 °C; posee resistencia intrínseca a diferentes antibióticos como 

la novobiocina y la cefalexina (Birch, 2001; Davis, 1994; Schaad y col., 2001). 

El aislamiento in vitro en medios de cultivo, ha tenido limitaciones prácticas 

debido a la naturaleza mucoide del patógeno, su lento crecimiento y exigencias 

nutricionales (Davis, 1994). 

La caña de azúcar (Saccharum spp.) es uno de los principales rubros agrícolas 

que se siembran en Venezuela, no sólo por volúmenes de producción, sino 

también por las áreas sembradas. Además es una fuente nutricional importante 

de carbohidratos (Cova y col., 2006). La importancia de este cultivo puede ser 

atribuida a sus múltiples usos, siendo principalmente empleada como materia 

prima para la producción de azúcar y alcohol (Silva, 2005). 

En este rubro, las enfermedades se han convertido en uno de los principales 

factores que afectan la producción azucarera nacional. Esto se debe a que en 

los últimos años, han aumentado las poblaciones de patógenos que afectan al 

cultivo y se han extendido los que ya existían (Cova y col., 2006). En el año 

2014, Alvez identificó un aislado patogénico (LMV08) de caña de azúcar como 
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X. albilineans utilizando pruebas morfológicas, bioquímicas y moleculares. Este 

aislado será usado como control positivo en el desarrollo de este trabajo.  

2.1.5 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii 

X. hortorum pv. pelargonii es el agente causal de la mancha foliar bacteriana y 

la pudrición del tallo del geranio, que es económicamente la enfermedad más 

importante de esta planta ornamental (Swings y Civerolo, 1993). Esto es 

atribuido principalmente a la práctica de la propagación vegetativa en los 

cortes, en los que una infección latente puede transmitirse fácilmente de una 

generación a la siguiente (Munnecke, 1954).  

El tizón bacteriano causado por X. hortorum pv. pelargonii anteriormente 

conocida como X. campestris pv. pelargonii, es una enfermedad grave (Strider, 

1985). Los síntomas consisten en lesiones acuosas en el envés de las hojas 

seguido de flacidez, marchitamiento marginal acompañados de necrosis 

intervenosa. La podredumbre del tallo se produce cuando la bacteria se mueve 

en el vástago a través del tejido vascular. El diagnóstico preciso de tizón 

bacteriano mediante inspección visual se ve obstaculizada por síntomas 

similares causados por otros agentes patógenos o daños mecánicos 

(Chittaranjan y De Boer, 1997). 

En condiciones desfavorables para el desarrollo de la enfermedad, el patógeno 

sobrevive en la superficie de las plantas y dentro de las plantas sin causar 

síntomas (Digat, 1987). Los cortes de las plantas infectadas de forma latente o 

contaminados utilizados para la propagación son propensos a difundir 

eficazmente la enfermedad. Dado que no existen otros métodos de control 

químico o estén disponibles, la detección precisa y sensible de X. hortorum pv. 
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pelargonii es necesaria para permitir su pronta eliminación de las plantas 

infectadas y esquejes. 

Las colonias puras de esta bacteria son mucoides, de color amarillo pálido, son 

Gram negativas y presentan actividad oxidasa y catalasa positivas, utilizan 

glucosa, manosa, galactosa, celobiosa y fructosa (Vauteriny col., 1995). 

Todos los Pelargonium tienen su origen en Africa del sur; Pelargonium peltatum 

perteneciente a la familia Generaniaceae es conocida como geranio de hojas 

de hiedra. Su importancia no está basada sólo en su utilidad ornamental sino 

también medicinal y como aditivo en todo tipo de productos para el cuidado de 

la piel. Aranguren (2005), realizó un estudio en la región de Bailadores, en el 

municipio Rivas Dávila del estado Mérida-Venezuela. De un total de 101 que 

son empleadas con fines medicinales el geranio fue incluido entre 20 especies 

medicinales de valor relativo importante. 

Algunos químicos derivados de las plantas son fuente invalorable de una 

variedad de fármacos, condimentos, colorantes, aceites y resinas (Balandrin y 

col., 1985). Muchos de estos fitoquímicos valorados comercialmente son 

metabolitos secundarios, producidos en pequeñas cantidades, y a menudo 

acumulados en tejidos específicos (Kim y col., 2006). Tomando en cuenta lo 

antes expuesto, se destaca nuevamente la importancia del diagnóstico 

temprano de las enfermedades que atacan este cultivo, entre ellas, la 

producida por X. hortorum pv pelargonii.  
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2.2 Diagnóstico de enfermedades bacterianas 

2.2.1 Postulados de Koch y pruebas de patogenicidad 

La identificación de una bacteria es su asignación a un taxón según una 

clasificación dada. Consiste en la determinación de las características 

fenotípicas y/o genotípicas y la comparación de estas características con los 

diferentes taxones. Las características a determinar y su número dependen 

principalmente del tipo de bacteria y del fin que se persigue con la identificación 

(Díaz, 2005).  

El diagnóstico de la enfermedad producida por un agente patógeno, se basa en 

el cumplimiento de los postulados enunciados por Robert Koch (Agrios, 2005). 

Koch publicó sus postulados por primera vez en el año 1882 en un artículo 

sobre la etiología de la tuberculosis, pero no fue hasta 1890 cuando estos 

postulados fueron publicados tal y como los conocemos hoy (Fuentes y col., 

2007). Koch descubrió que el patógeno podía ser aislado de los individuos 

enfermos y cultivado en el laboratorio sin perder su capacidad patogénica, ya 

que cuando se les inoculaba a nuevos individuos se reproducía la enfermedad. 

A partir de estas investigaciones propuso los siguientes postulados: 1. La 

bacteria patógena debe aislarse siempre de individuos enfermos y nunca de 

individuos sanos. 2. Cuando el individuo está enfermo la bacteria debe aislarse 

en cultivo puro. 3. Si la bacteria se inocula a otro individuo debe reproducirse la 

enfermedad. 4. La bacteria debe aislarse nuevamente en cultivo puro (Fuentes 

y col., 2007). 

En una enfermedad compleja, dos o más agentes patógenos pueden estar 

involucrados, por lo que es difícil identificar el patógeno primario y los 



18 
 

secundarios invasores de los tejidos de la planta afectada. La expresión del 

síntoma siguiente a la infección por las bacterias patógenas puede no ser clara 

o puede tomar mucho tiempo para el desarrollo de los síntomas en los tejidos 

lejos del sitio de infección, como ocurre en las enfermedades de 

marchitamiento causadas por bacterias. En tales casos, la infección puede 

tener lugar en las raíces o las porciones basales del tallo y los síntomas se 

expresan sólo después de lapsos de tiempo apreciables. Por el tiempo en que 

los síntomas son observables, el patógeno se podría haber establecido bien en 

los tejidos internos de las plantas, lo que hace difícil, si no imposible aplicar 

medidas efectivas para reducir la enfermedad en extensión. Sin embargo, la 

confiabilidad en el desarrollo de síntomas externos de la infección solo puede 

conducir a la identificación errónea del patógeno y en consecuencia los 

métodos de control que se sugieren pueden resultar ineficaces. Por lo tanto, la 

identificación precisa de las especies/cepas de patógenos bacterianos, es el 

requisito básico para la planificación de estrategias de gestión eficaz de la 

enfermedad.  

Para garantizar la utilización de plantas sanas, libres de patógenos existe una 

herramienta altamente valiosa que es el cultivo in vitro de tejidos vegetales. Las 

técnicas de cultivos asépticos han contribuido no sólo a un mejor entendimiento 

de los eventos de la diferenciación celular, sino a un mejor aprovechamiento de 

tales eventos en la explotación más eficiente de las plantas. En ese último 

aspecto, vale la pena mencionar los siguientes usos de las técnicas del cultivo 

in vitro: a) mejoramiento genético; b) obtención de plantas libres de virus y 

otros patógenos; c) conservación de germoplasma y d) micropropagación. 
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La propagación de plantas in vitro o micropropagación, es una técnica muy 

utilizada en cultivos de importancia económica. Los cultivos son realizados por 

personal especializado, con agentes específicos (hormonas, minerales, 

vitaminas, fuente de carbono, agente gelificante, agua, etc.), y en condiciones 

ambientales controladas (temperatura, humedad y luz). Según Frid (2009). Los 

pasos son: 

1. Elección de la planta original donante de explantes.  

2. Obtención y desinfección de los explantes.  

3. Adaptación de explantes al medio de cultivo.  

4. Formación de raíces con el fin de convertir los brotes en plántulas completas.  

5. Aclimatación de las plántulas obtenidas in vitro a las condiciones 

medioambientales ex vitro  

Las ventajas de este método es que permite obtener muchos individuos iguales 

en una pequeña superficie, controlar las condiciones ambientales, estudiar 

diversos procesos de las plantas y evita el riesgo de que proliferen agentes 

patógenos (se realiza en medios esterilizados). Constituye uno de los métodos 

que mayores logros ha aportado al desarrollo de la agricultura. Se aplica en la 

producción masiva de especies hortícolas, aromáticas, medicinales, frutícolas, 

ornamentales y forestales (Frid, 2009) y ofrecen plantas sanas idóneas para la 

realización tanto de pruebas de patogenicidad como también la confirmación de 

los postulados de Koch. 

 

http://www.inia.org.uy/publicaciones/documentos/lb/ad/2004/ad_382.pdf
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2.2.2. Técnicas de identificación bacteriana mediante pruebas 

morfológicas, microbiológicas y bioquímicas 

Existe un gran número de patógenos vegetales presentes en los tejidos 

enfermos de la planta. La bacteria entonces puede ser detectada cultivándola 

en un medio rico, y posteriormente en medios selectivos para su crecimiento. 

La capacidad de muchos medios de cultivo para seleccionar y diferenciar un 

género bacteriano, está basada en prevenir o retardar el crecimiento de otros 

organismos, mediante el uso de inhibidores de las rutas metabólicas y 

antibióticos que suprimen la síntesis de proteínas y de ácidos nucleicos. 

(Swings y Civerolo, 1993). 

Los medios denominados serie-D fueron diseñados para cinco géneros 

bacterianos patógenos de plantas (Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia, 

Pseudomonas y Xanthomonas), y se basan principalmente en alterar los 

componentes de la superficie y la membrana de las células bacterianas, lo que 

elimina la necesidad del uso de agentes inhibitorios de síntesis de proteínas y 

ácidos nucleicos (Kado y Heskett, 1970). 

En el análisis morfológico para la identificación de bacterias, la tinción de Gram 

es una prueba importante que permite clasificar a las bacterias en dos grupos: 

las que captan el colorante básico cristal violeta, es decir, las bacterias Gram-

positivas, y las que pierden ese colorante por lavado las cuales son bacterias 

Gram-negativas. Las diferencias en la composición de las paredes celulares de 

las células Gram-positivas, que contienen una capa gruesa de peptidoglucano 

con numerosos enlaces cruzados de ácido teicoico, y las paredes de las 

células Gram-negativas en las que la capa de peptidoglucano es más delgada, 
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explican las diferencias de la tinción Gram entre estos dos principales grupos 

de bacterias. Es probable que la gran cantidad de enlaces cruzados de ácido 

teicoico en los microorganismos Gram-positivos, contribuya a su capacidad de 

resistir la decoloración con alcohol, si bien el colorante de contraste puede ser 

captado por estos microorganismos, su color violeta no se altera. Por otra 

parte, las bacterias Gram-negativas, raras veces (o nunca) retienen el cristal 

violeta (no se tiñen de violeta) si el procedimiento de tinción se ha realizado de 

manera apropiada; éstos pierden el cristal violeta con la decoloración y 

aparecen de color rosa en los frotis preparados y teñidos de manera correcta 

(Forbes y col., 2009). En la Tabla 1 y en la Figura 1 se muestran las bases de 

algunas pruebas morfológicas y bioquímicas usadas para el diagnóstico del 

género Xanthomonas. 

En 1923, David Bergey publicó un manual para las bacterias de interés médico 

conocidas hasta entonces, las características que podían utilizarse para la 

identificación bacteriana. Este manual (Bergey's Manual of Determinative 

Bacteriology) ha sido utilizado en muchos laboratorios de microbiología de todo 

el mundo y ha sido actualizado a lo largo de los años (Díaz, 2005).  

A pesar de los cambios y avances en los criterios de clasificación, la 

identificación sigue basándose en la distinción bioquímica entre géneros y 

especies, que apenas se han modificado. Por lo que se continúan utilizando las 

características publicada en la novena edición del Bergey's Manual of 

Determinative Bacteriology (Díaz, 2005). 
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Prueba Resultado 

Tinción Gram Gram- 

Movilidad Móvil. 1 flagelo polar. 

Medio OF. Aeróbica. 
Oxidasa - 

Catalasa + 
Esculina + 
Citrato + 

Gelatina + 
Indol - 

Nitrato - 
Almidón + 

MacConkey Lac- 

 

 

 

Tabla 1: Identificación microbiológica y bioquímica del género Xanthomonas. 

Schaad y col., (2001). 

Figura 1: Pruebas bioquímicas presuntivas para la identificación de bacterias 

patógenas. Tomado de Schaad y col., (2001). 
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Un diagnóstico simple puede requerir sólo el reconocimiento de los síntomas y 

una prueba rápida para confirmar la identidad de una bacteria patógena 

conocida. Aunque algunas bacterias fitopatógenas son relativamente fáciles de 

identificar de una mezcla de poblaciones, otras son difíciles de distinguir de 

bacterias saprófitas prevalentes en el ambiente (Álvarez, 2000). La variabilidad 

fenotípica y genotípica de las características bacterianas debe ser tomada en 

cuenta al momento de realizar una fiable identificación, por lo que será 

necesario el uso de métodos complementarios. 

2.2.3. Técnicas moleculares para la caracterización e identificación de 

bacterias fitopatógenas. 

En cuanto al análisis molecular, las técnicas basadas en ácidos nucleicos han 

demostrado ser generalmente más sensibles, específicas y confiables para la 

detección, identificación y cuantificación de patógenos bacterianos de plantas 

que otros métodos. Los organismos estrechamente relacionados comparten 

una mayor similitud de nucleótidos que los que están alejados. Una secuencia 

de nucleótidos altamente específica en el genoma bacteriano puede ser 

identificada. Los iniciadores basados en las secuencias de los nucleótidos 

presentes en el fragmento de DNA se pueden emplear para la hibridación o 

amplificación de una banda específica.  

Las tecnologías para la detección molecular de los patógenos de plantas han 

sido objeto de dos avances importantes durante los últimos años. El primero 

fue la llegada de la detección basada en anticuerpos (ELISA) y luego se 

iniciaron las tecnologías basadas en el DNA, como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Ambas técnicas han sido utilizadas en la identificación de 
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las patologías de las plantas, pero estos métodos no han reemplazado por 

completo el cultivo tradicional y las pruebas fenotípicas (Álvarez, 2000). 

Las pruebas de diagnóstico basadas en las características de los ácidos 

nucleicos genómicos de los patógenos bacterianos pueden proporcionar 

resultados más fiables, que no son dependientes de la expresión del síntoma ni 

de la influencia de las condiciones ambientales. Además, comparativamente 

son más precisos, sensibles y específicos, ya que se necesitan cantidades muy 

pequeñas de la población de patógenos que pueden estar por debajo de los 

niveles detectables con otros métodos de diagnóstico. Se han utilizado 

extensivamente pruebas basadas en la hibridación o amplificación de los 

fragmentos de DNA del patógeno bacteriano, para la detección específica y la 

identificación de la subespecie, patovares o cepas de la especie bacteriana 

bajo investigación. Sin embargo, las limitaciones de los métodos basados en 

ácidos nucleicos como el requisito de DNA de alta calidad, la presencia de 

inhibidores de amplificación por PCR en las plantas que pueden afectar 

adversamente los resultados y la incapacidad para distinguir las células 

bacterianas vivas y muertas, debe tenerse en cuenta al interpretar los 

resultados obtenidos con estas técnicas (Aldaghi y col., 2009). 

Diagnóstico bacteriano mediante amplificación por PCR usando 

iniciadores universales  

La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR (por sus siglas 

en inglés), es una técnica descrita por Kary Mullis en 1990, cuyo objetivo es 

obtener un gran número de copias de un fragmento de DNA particular, 

partiendo de un mínimo, en teoría, de una copia única de ese fragmento.  
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El uso de marcadores universales o las cartillas de oligonucleótidos de grupos 

específicos basados en las secuencias de genes conservados del rRNA 16S, 

permiten la amplificación de secuencias del rDNA 16S de cepas pertenecientes 

a un amplio grupo de bacterias y de diversas cepas dentro de un grupo 

determinado. El análisis de la PCR amplificando las secuencias de los genes 

conservados o fragmentos de DNA específicos, ofrece un método simple y 

rápido para clasificación de fitopatógenos (Lee y col., 2009). 

Para la extracción de los ácidos nucleicos, la mayoría de los métodos 

conforman extracciones con fenol-cloroformo o cloroformo-alcohol isoamílico y 

finalmente la precipitación se produce utilizando una solución de bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio (CTAB) que, o bien es baja en sal o contiene dodecil 

sulfato de sodio (SDS) y alta de sal para eliminar la contaminación de 

proteínas, hidratos, polisacáridos y otros desechos (Garber y Yoder, 1983;  Kim 

y col. 2009, Moller y col. 1992). Estos métodos pueden ser utilizados en los 

laboratorios bien equipados y en desarrollo que cuentan con las instalaciones 

para el manejo de los fenoles y cloroformo, compuestos tóxicos y peligrosos 

(Moller y col. 1992; Raina y Chandlee, 1996).  

Una vez extraído el DNA, y calculada su concentración y pureza, es frecuente 

el establecimiento de una PCR para la amplificación del gen ribosomal 16S, 

altamente conservado en procariotas y que nos permite comprobar la calidad 

del extracto de DNA, la ausencia de inhibidores para la reacción de PCR y la 

naturaleza procariota del DNA extraído (Lu y col., 2000). El fragmento 

amplificado por estos iniciadores universales ha sido secuenciado para muchas 

bacterias patógenas y su secuencia depositada en los bancos de datos; razón 



26 
 

por la cual esta estrategia también es usada para la identificación de bacterias 

patógenas. 

Diagnóstico bacteriano mediante amplificación por PCR utilizando 

iniciadores específicos. 

El éxito de la detección de los patógenos utilizando técnicas de PCR depende 

de la especificidad de los iniciadores. Álvez y colaboradores en el 2011 

realizaron la identificación de la bacteria Xanthomonas albilineans empleando 

el protocolo descrito por Pan y colaboradores (1997), utilizando los iniciadores 

ALA4 y L1, combinación que genera un fragmento de 360 pb identificando al 

organismo como X. albilineans. El iniciador L1 fue desarrollado por Jensen y 

colaboradores (1993) para amplificar la región espaciadora 16S-23S de 300 

especies bacterianas, mientras que el iniciador ALA4 fue desarrollado por 

Honeycutt y col. (1995) específico para X. albilineans, localizado en la región 

espaciadora intergénica transcrita (ITS) del DNA ribosomal 16S-23S. 

Posteriormente, Álvez (2014) utilizó iniciadores más específicos aún: PGBL1 y 

PGBL2 diseñados por Pan y col. (1999), altamente específicos para el 

diagnóstico de la bacteria, observando un fragmento de 288 pb. 

También se han diseñado iniciadores específicos para la identificación de los 

diferentes patovares de X. campestris: Zaccardelli y col. (2007) describen un 

protocolo para la identificación de X. campestris pv campestris por 

amplificación por PCR de fragmentos del gen asociado a la patogenicidad 

hrcC. Obtuvieron un fragmento de 519 bp en una colección de 46 aislados de 

X. campestris pv campestris, con la excepción de dos aislados a partir de 
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rábano. No se obtuvieron amplicones de los cultivos puros de 39 bacterias 

patógenas relacionadas. 

Birch y col. (1997) usaron RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para 

diferenciar entre aislados de X. campestris pv. phaseoli y X. campestris pv. 

phaseoli var. fuscans. Con el primer OP-G11, obtuvieron una banda simple, 

intensa para todos los aislados de X. campestris pv. phaseoli var. fuscans, 

mientras que múltiples productos de amplificación de varios tamaños fueron 

generados para los DNAs de X. campestris pv. phaseoli. La inequívoca 

naturaleza del método RAPD-PCR fue demostrada cuando el aislado 408, 

clasificado inicialmente como X. campestris pv. phaseoli var. fuscans, no 

produjo la banda de 820 bp típica de los aislados de X. campestris pv. phaseoli 

var. fuscans y además falló en producir el pigmento marrón característico por lo 

que fue re-clasificado como X. campestris pv. phaseoli. 

Park y colaboradores (2006) describen un ensayo de PCR para detectar la 

mancha bacteriana causada por X. campestris pv. vesicatoria en pimiento y 

tomate. Desarrollaron un set de iniciadores para amplificar el fragmento de un 

gen de la familia rhs homólogo a rhsA, involucrado en la biogénesis de la 

envoltura celular. Se produjo sólo un producto de 517 bp con X. campestris pv. 

vesicatoria. 

Del mismo modo, Chittaranjan y De Boer (1997), realizaron estudios donde 

produjeron anticuerpos policlonales y monoclonales específicos para X. 

hortorum pv. pelargonii para comparar la detección del patógeno mediante 

ensayo de inmuno absorción ligado a enzimas (ELISA) y por inmuno 

fluorescencia.  
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Amplificación de secuencias repetidas ERIC-PCR, BOX-PCR y REP-

PCR 

Estos métodos basados en marcadores moleculares son la elección de los 

patólogos de plantas que están caracterizando los patógenos a fin de entender 

o aclarar los principios o factores subyacentes de la evolución molecular, la 

genética de poblaciones, las interacciones planta-patógeno, o la evolución de 

patógenos a nivel molecular (Milgroom y Fry, 1997). 

Además del uso de la PCR con iniciadores universales y específicos para la 

identificación de bacterias, recientemente se ha desarrollado la técnica de rep-

PCR que ha sido utilizada exitosamente para evaluar la diversidad en un gran 

número de microorganismos. Esta técnica se basa en la presencia de 

secuencias repetidas en el DNA, dispersas en el genoma bacteriano (Lopes y 

col., 2001) y permite distinguir cepas relacionadas, conocer las relaciones 

filogenéticas existentes entre las cepas y estudiar la diversidad de la bacteria 

en diferentes ecosistemas (Versalovic y col., 1991). Utilizando cebadores 

específicos a los elementos altamente conservados y repetitivos, como la 

secuencia palindrómica extragénica repetitiva (REP) de 35-40 pb, una 

secuencia consenso intergénica repetitiva de enterobacterias (ERIC) 124–127 y 

un elemento BOX de 154 pb, los cuales han sido utilizados con éxito para 

caracterizar un gran número de bacterias y diferenciar relaciones estrechas 

entre otras cepas de bacterias (Louws y col. 1994; Versalovic y col., 1994). 

Se piensa que la organización del genoma está formada por la selección y así 

la dispersión de las secuencias REP, ERIC y BOX, que pueden ser un 

indicativo de la estructura y evolución del genoma bacteriano (Lupski y 
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Weinstock, 1992). Con base en este conocimiento sobre la naturaleza clonal y 

la dinámica poblacional de la bacteria patogénica, se da como hipótesis que si 

cada línea especializada evolutiva o patovar, o si el patógeno tienen una única 

distribución o arreglo de secuencias repetitivas a lo largo del genoma, entonces 

se pueden generar huellas digitales del genoma que lo ponen en correlación 

con un linaje específico o patovar  (Massomo y col. 2003). 

Los métodos de toma de huellas digitales genómicas y basados en secuencias 

repetitivas, revelan suficientes relaciones filogenéticas y genotípicas de los 

organismos (Versalovic y col. 1994). Éstas se pueden utilizar como técnicas de 

detección rápida, y a su vez altamente discriminatorias, para determinar la 

diversidad taxonómica y la estructura filogenética de las poblaciones 

bacterianas. La existencia de cepas únicas, de origen geográfico específico de 

X. campestris pv. campestris ha sido previamente informada y sugiere la 

existencia de variantes patogénicas de dicha bacteria (Vicente y col. 2001; 

Taylor y col. 2002). 

Lema y colaboradores (2012) aislaron e identificaron las razas de X. campestris 

pv. campestris del noroeste de España usando un medio semiselectivo y 

pruebas de patogenicidad. Determinaron la existencia de razas de X. 

campestris pv. campestris en esta área por series diferenciales en Brassica 

spp., y evaluaron el uso de REP-PCR para diferenciar entre las 9 razas 

existentes. Recuperaron 75 aislados y los identificaron como X. campestris pv. 

campestris. Las pruebas de tipo de raza arrojaron 7 razas del patógeno. 

Observaron que una de esas 7 razas era más frecuente en Brassica oleracea y 

otra en Brassica rapa por lo que el mejoramiento debería estar enfocado en 

obtener variedades resistentes de esas dos especies vegetales. El análisis 



30 
 

REP-PCR no resultó adecuado para discriminar entre las razas, por lo que 

debe usarse una serie diferencial de genotipos de Brassica spp. u otra 

aproximación alternativa. 

Xanthomonas es uno de los pocos géneros bacterianos en los que un gran 

conjunto de datos de hibridación DNA-DNA, RFLP y rep-PCR están disponibles 

(Egel y col. 1991; Vauterin y col. 1995) y se han empleado para la resolución 

taxonómica del grupo. Además, la disponibilidad de más de diez genomas 

dentro del género (Ryan y col. 2011), ha permitido estudios recientes de la 

genómica comparativa y la evolución del genoma (Blom y col., 2009). 

Recientemente, se ha aplicado un enfoque filogenómico para resolver las 

relaciones filogenéticas del género (Rodríguez y col., 2012). 

Basándonos en lo antes expuesto, en este trabajo se pretende caracterizar a 

nivel morfológico, bioquímico y molecular 5 aislados de Xanthomonas sp. 

adquiridos en el CVCM y una bacteria aislada de una planta de geranio con 

síntomas de bacteriosis.  
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2. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General: Caracterizar a nivel morfológico, bioquímico y molecular 

6 aislados venezolanos de Xanthomonas sp. 

3.2 Objetivos Específicos: 

 Aislar y caracterizar mediante pruebas morfológicas, bioquímicas y 

moleculares una bacteria patógena de una planta de Pelargonium sp. 

(Geranio) con sintomatología de bacteriosis, causada hipotéticamente 

por X. hortorum pv. pelargonii. 

 Caracterizar a nivel morfológico, bioquímico y molecular las cepas de 

Xanthomonas sp. aisladas y adquiridas en el Centro Venezolano de 

Colecciones de Microorganismos (CVCM). 

 Comparar la caracterización realizada con la identificación reportada en 

las cepas adquiridas en el CVCM. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material vegetal 

Se utilizaron plantas de geranio con sintomatología de bacteriosis en las hojas 

para el aislamiento de la bacteria. También se emplearon plantas de geranio 

sanas, para la confirmación de los postulados de Koch. 

4.2 Medios de cultivo para la identificación de la bacteria 

Se aislaron las cepas bacterianas en diferentes medios de cultivos para 

garantizar el suministro de los nutrientes necesarios para su óptimo crecimiento 

(Schaad y col., 2001): Los medios empleados para el aislamiento y 

preservación de los cultivos puros de Xanthomonas fueron los siguientes: 

1.- Medio nutritivo: agar LB (Luria Bertani). Este medio no hace crecer 

preferentemente un tipo de bacteria sobre otra, al ser altamente nutritivo es 

recomendado para la preservación de microorganismos (Schaad y col., 2001). 

Está compuesto por 5 g.L-1 de extracto de levadura, 10 g.L-1 de cloruro de 

sodio, 10 g.L-1 de triptona y 15 g.L-1 de agar. 

2.- Medio diferencial: agar YDC (Yeast extract-dextrose-carbonate) 

ampliamente recomendado para la diferenciación de las colonias y para 

observar la producción o no de exopolisacáridos de las especies del género 

Xanthomonas (Schaad y col., 2001). Está compuesto por 10 g.L-1 de extracto 

de levadura, 20 g.L-1 de sacarosa, 20 g.L-1 de carbonato de calcio y 15 g.L-1 de 

agar. 

3.- Medio semi-selectivo: agar D5 selectivo para bacterias del género 

Xanthomonas, desarrollado por Kado y Heskett (1970), perteneciente a la serie 
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designada como serie-D diseñada además para el cultivo de los géneros de 

bacterias fitopatógenas Erwinia, Pseudomonas, Agrobacterium y 

Corinebacterium. Está compuesto por 10 g.L-1 de celobiosa, 3 g.L-1 de K2HPO4, 

0,3 g.L-1 de MgSO4.7H2O, 1 g.L-1 de NaH2PO4, 1 g.L-1 de NH4Cl y 15 g.L-1 de 

agar.  

4.3 Cepas bacterianas. Aislamiento de X. hortorum pv. pelargonii 

El aislamiento y purificación de la bacteria a partir de hojas de geranio, se 

realizó siguiendo la metodología planteada por Alvez (2014); pero a partir de 

tejido foliar de plantas de Pelargonium sp con sintomatología típica de la 

enfermedad. Las hojas se desinfectaron con NaOCl diluido (10% v/v de 

producto comercial), durante dos minutos y se enjuagaron con agua destilada 

estéril dos veces durante 30 segundos, luego se maceraron utilizando 3 mL de 

agua destilada estéril. Se inoculó 0,1 mL del macerado en caldo de medio 

semi-selectivo D5 por tres días, posteriormente fue inoculado en placas de agar 

D5, por el método de agotamiento para obtener colonias aisladas luego de 24-

48 horas de incubación a temperatura ambiente (Schaad y col., 2001). De allí 

se obtuvo la cepa LMV14, de acuerdo a la nomenclatura establecida en el 

Laboratorio de Mejoramiento Vegetal (LMV); que fue sometida en esta 

investigación a pruebas morfológicas, bioquímicas y moleculares para su 

identificación como X. hortorum pv. pelargonii. Posteriormente el patógeno se 

cultivó en medio diferencial YDC para observar la coloración y la presencia o 

no de exopolisacáridos, y finalmente se cultivó en medio nutritivo LB para la 

realización de las pruebas bioquímicas. 
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También se estudiaron en este trabajo cepas del género Xanthomonas 

adquiridas en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos 

(CVCM) cuyas características se describen a continuación: Las cepas CVCM 

2063 y 2065 identificadas como X. campestris, provenientes del Laboratorio de 

Micología del Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas (IVIC), 

cultivadas en medio LB a 26°C por 24 horas por Gioconda San Blas (IVIC); la 

cepa CVCM 2059 identificada como X. campestris pv. phaseoli, proveniente del 

Laboratorio de Micología, del IVIC, aislada de frijol, cultivada en medio LB y en 

Agar Nutritivo (AN) a 30°C durante 24 horas, por Nancy Contreras; la cepa 

CVCM 2093 identificada como X. campestris pv. vesicatoria, suministrada por 

la Cátedra de Bacterias Fitopatógenas, Postgrado de Agronomía UCLA, aislada 

de pimentón y cultivada en medio LB y AN a 30°C por 24 horas por Nancy 

Contreras. Por otro lado, se emplearon como controles el aislado LMV08, 

identificado como X. albilineans por Alvez (2014). Este aislado fue obtenido a 

partir de la variedad de caña de azúcar CC8593. Además, como control 

negativo, se usó la cepa CVCM 2038 identificada como Escherichia coli, 

aislada de muestra de orina de micción directa proveniente de pacientes 

ambulatorios, atendidos en el Centro Médico Docente La Trinidad (CMDLT), 

cultivada en medio LB a 37°C durante 18 horas por Angiolillo (Lab. Biología de 

Plásmidos, IBE). 
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4.4 Identificación morfológica y características culturales 

4.4.1 Características de las colonias 

Se observó la forma, color, opacidad, superficie, bordes, pigmento y 

consistencia de las colonias puras, en agar extracto de levadura, dextrosa, 

carbonato de calcio (YDC) y en agar LB (Díaz y Ferrán, 2003). 

4.4.2 Tinción de Gram 

Según Rodríguez y col. (2005), existen variaciones de esta técnica, pero en 

términos generales, la tinción de Gram involucra los siguientes pasos: 

1. Tinción inicial: las células se tiñen con cristal violeta, el cual es el 

colorante primario. 

2. Mordente: se adiciona yoduro (lugol) que reacciona con el cristal violeta 

y forma un complejo cristal violeta-yoduro. En este punto todas las células 

continúan de color morado. 

3. Decoloración: Se adiciona un solvente no polar, el cual actúa lavando el 

complejo cristal violeta-yoduro de las células Gram-negativas. De esta manera 

las bacterias Gram positivas continúan moradas y las Gram negativas quedan 

incoloras. Este es el paso crítico de la tinción, pues si se exagera, decolora las 

Gram positivas y si se hace muy débil no decolora a las Gram-negativas. 

4. Contra-tinción: se vuelve a teñir con safranina o fucsina, de manera que 

las bacterias Gram-negativas, que habían sido decoloradas, se tiñen de rosado 

fucsia según el colorante empleado; en tanto, las bacterias Gram positivas no 
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se afectan con la contra-tinción y permanecen moradas debido a lo intenso de 

esta coloración. 

4.4.3 Motilidad 

Las bacterias tienen motilidad por medio de sus flagelos, que se encuentran 

principalmente entre los bacilos (bacterias en forma de bastoncillos); las 

bacterias móviles pueden contener un solo flagelo o muchos; además su 

localización varía con la especie bacteriana y las condiciones de cultivo. A 

veces, las bacterias con motilidad producen variantes no móviles que parecen 

ser estables y raramente se revierten en formas móviles. Los organismos no 

móviles carecen de flagelos (Mc Faddin, 2003). 

Con un asa de inoculación se le coloca a un cubreobjetos un poco de muestra 

y se le agrega una gota de agua destilada. Se coloca sobre un portaobjetos y 

se observa al microscopio. Podremos observar si las bacterias tienen 

movimientos rectilíneos o curvos y en todas direcciones. 

 

4.5 Caracterización bioquímica 

4.5.1 Hidrólisis de esculina  

La esculina es un glucósido, un derivado acetal de un monosacárido simple. 

Cuando una sustancia que no es un hidrato de carbono se une a un azúcar por 

una unión acetal, el acetal resultante se denomina glucósido y la porción no 

glúcida se denomina aglucona; la porción esteroide se une a un residuo 

carbono del azúcar. Los acetales se hidrolizan con facilidad por acción de los 

glúcidos; la base de la prueba de esculina es la hidrólisis en la ligadura β de la 
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esculina a esculetina por una β-glucosidasa constitutiva (la enzima esculinasa), 

la cual libera la molécula de glucosa. La esculina, un derivado de la cumarina 

(6-β-glucósido-7-hidroxicumarina), es hidrolizada a 6,7-hidroxicumarina y 

glucosa (Mc Faddin, 2003). Para el desarrollo de esta prueba se crecerán las 

bacterias en un medio complejo que contiene 0,01 % de esculina y un 0,05 de 

citrato férrico. Se evidenció la hidrólisis de esculina por la aparición de un 

precipitado negro en el medio de cultivo. 

4.5.2 Oxidación-Fermentación de azúcares en medio OF. 

Es un medio de cultivo que al ser suplementado con hidratos de carbono, se 

usa para determinar el metabolismo oxidativo-fermentativo de las bacterias 

Gram negativas. También, permite determinar movilidad y producción de gas. 

Cuando un microorganismo es inoculado en 2 tubos del medio O.F. 

conteniendo el mismo hidrato de carbono, y uno de los 2 tubos es sellado con 

parafina, se puede diferenciar bien el metabolismo oxidativo o fermentativo, así 

como la utilización de un hidrato de carbono por la bacteria en estudio. 

Contiene fosfato dipotásico que agrega capacidad reguladora, cloruro de sodio 

que mantiene el balance osmótico, y el azul de bromotimol es el indicador de 

pH que vira al color amarillo en medio ácido. El contenido de agar da la 

propiedad de ser un medio semisólido, y permite determinar la movilidad y la 

distribución de los productos ácidos en el medio de cultivo. La glucosa es el 

hidrato de carbono más frecuente que se agrega al medio basal O.F, pero 

también pueden agregarse otros azúcares como lactosa, sacarosa, maltosa, 

manitol o xilosa, entre otros (Mc Faddin, 2003). Para la realización de esta 

prueba, se añadió la fuente de carbono (glucosa, lactosa; estériles preparadas 

en stocks al 10%), 0,5 mL por tubo, quedando a una concentración final de 1 
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%. Por cada muestra se inocularon 2 tubos de OF-glucosa, 2 de OF-lactosa y 2 

de OF-O (OF sin carbohidrato). Previamente a inocular los tubos se hierven a 

baño de María por 8 minutos para extraerles el O2. Se dejaron enfriar antes de 

inocular. Se realiza con dos condiciones: 1: tubo aeróbico: se inocula, se agita 

y se incuba a 37°C por 24 horas o más.2: tubo anaeróbico: se inocula, se agita, 

se añade 1 mL de parafina líquida estéril que cubra la superficie del medio y se 

incuba a 37°C por 24 horas o más. 

4.5.3 Actividad catalasa 

El principio de la prueba es determinar la presencia de la enzima catalasa. La 

catalasa se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias 

facultativas que contienen citocromo. Por lo general, los organismos que no 

poseen el sistema citocromo carecen también de la enzima catalasa y por lo 

tanto no pueden descomponer el peróxido de hidrógeno. La mayoría de las 

bacterias anaerobias poseen la enzima peroxidasa en lugar de la catalasa. Sin 

embargo la prueba de la catalasa no es específica y puede interferir en la 

acción de las enzimas peroxidasas (Mc Faddin, 2003). La actividad catalasa se 

detectó añadiendo unas gotas de peróxido de hidrógeno sobre las colonias en 

un portaobjetos. La producción de burbujas indica la presencia del enzima 

(Schaad y col, 2001). 

4.5.4 Actividad ureasa 

El sustrato urea, una diamida del ácido carbónico, a menudo se designa como 

una carbamida. Todas las amidas son hidrolizadas con facilidad. La urea es 

hidrolizada por una enzima específica, la ureasa, para dar dos moléculas de 

amoníaco. En solución, la urea se hidroliza a carbonato de amonio como 
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producto final. La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con 

la descomposición de los compuestos orgánicos. Las enzimas bacterianas se 

clasifican como constitutivas o adaptativas. Una enzima adaptativa o inducida 

se produce sólo cuando su sustrato específico está presente. La ureasa es 

considerada constitutiva debido a que es sintetizada por ciertas bacterias sin 

tomar en consideración la presencia o ausencia de su sustrato, la urea (Mc 

Faddin, 2003). Se cultiva el microorganismo en agar urea. Ésta será degradada 

por aquellos microorganismos capaces de producir el enzima ureasa. Esta 

degradación produce amoniaco que hará variar el color del indicador de 

amarillo a rojo, poniéndose así de manifiesto la actividad ureasa. 

4.5.5 Utilización de Citrato 

La energía puede ser proporcionada a algunas bacterias en ausencia de 

fermentación o producción de ácido lácticos por la utilización del citrato como 

única fuente de carbono. En condiciones normales, el metabolismo del citrato 

involucra una condensación de acetilo con coenzima A y oxalacetato para 

ingresar al ciclo de Krebs. El metabolismo del citrato por la mayoría de las 

bacterias es rápido por la vía del ácido tricarboxílico o el camino metabólico de 

la fermentación del citrato. Los microorganismos que poseen un mecanismo de 

transporte o permeasa permiten que el citrato penetre al interior de la célula. En 

las bacterias, el desdoblamiento del citrato involucra un sistema enzimático sin 

la participación de la coenzima A, la citratasa (citrato oxalacetato liasa) o la 

citrato desmolasa. La citratasa requiere un catión divalente para su actividad, 

magnesio o manganeso. Un microorganismo que puede utilizar el citrato como 

su única fuente de carbono también utiliza las sales de amonio como su única 

fuente de nitrógeno. Las sales de amonio son degradadas a amoníaco (NH3),  
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lo cual aumenta la alcalinidad. Las bacterias extraen el nitrógeno de las sales 

de amonio con producción de amoniaco, lo que conduce a la alcalinización del 

medio y la conversión de NH3
+2 a hidróxido de amonio (Mc Faddin, 2003). Se 

inocula el medio con la bacteria y se incuba a 30 °C por 24 horas o hasta 7 días 

a temperatura ambiente, el crecimiento de la bacteria conduce a una coloración 

azul del medio denota la prueba positiva. 

4.5.6 Licuefacción de gelatina 

La gelatina, una proteína derivada del colágeno animal, se incorpora a 

diferentes medios de cultivo para determinar la capacidad de un 

microorganismo de producir enzimas proteolíticas (proteinasas), detectadas por 

digestión o licuefacción de la gelatina. Las enzimas capaces de producir 

gelatinosis se denominan gelatinasas. Las enzimas proteolíticas a menudo son 

importantes factores de virulencia de algunos microorganismos. La gelatina es 

hidrolizada por las gelatinasas en sus aminoácidos constitutivos, con pérdida 

de sus características gelificantes (Mc Faddin, 2003). El medio consiste en 

caldo nutritivo suplementado con gelatina al 12%. Se inocula la muestra y se 

incuba a temperatura ambiente por una semana. La prueba positiva queda 

indicada por la licuefacción de la gelatina una vez incubado el tubo a 4°C por 

30-40 minutos. 

4.5.7 Producción de Indol 

El principio de esta prueba es determinar la capacidad de un organismo de 

desdoblar el Indol de la molécula triptófano. El triptófano es un aminoácido que 

puede ser oxidado por ciertas bacterias para formar tres metabolitos indolicos 

principales: Indol, escatol (metilindol) e indolacético. Diversas enzimas 
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intracelulares que intervienen en este proceso reciben el nombre colectivo de 

“tripotofanasa”, lo que indica un sistema completo de enzimas vinculadas con la 

producción de Indol (Mc Faddin, 2003). 

Según Mc Faddin (2003) la interpretación de la prueba del Indol es la siguiente: 

a) Prueba positiva: un anillo rojo en la superficie del medio en la capa 

alcohólica. 

b) Prueba negativa: no se produce color en la capa alcohólica, toma el color del 

reactivo de Kovacs (amarillo). 

c) Variable: un color anaranjado en la superficie del medio debido al desarrollo 

de escatol, un compuesto metilado que puede ser precursor de la formación 

de Indol. 

4.5.8 Fermentación de carbohidratos  

El agar con hierro de Kligler (KIA) contiene 20 g.L-1 de digeridos de proteínas 

como fuente de aminoácidos, 6 g.L-1 de sales esenciales para el crecimiento 

como el sulfato ferroso a una concentración de 0,2 g.L-1, 0,025 g.L-1 de rojo 

fenol como indicador de pH, 15 g.L-1 de agar y dos hidratos de carbono: 1% de 

lactosa y 0,1% de glucosa. Algunos microorganismos pueden fermentar ambos 

hidratos de carbono, otros fermentan solo la glucosa; incluso otros no pueden 

fermentar ni la glucosa ni la lactosa. La fermentación de los hidratos de 

carbono puede ocurrir con producción de gas o sin ella. La fermentación tiene 

lugar tanto en aerobiosis (en el pico de flauta) como en anaerobiosis (en el 

fondo). En el pico de la flauta, el monosacárido glucosa es catabolizado 

inicialmente por la vía metabólica anaerobia Embden-Meyerhof-Parna, usada 

por aerobios y anaerobios para producir el intermediario clave ácido pirúvico. El 
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ácido pirúvico es degradado luego a través del ciclo de Krebs por aerobios o 

anaerobios facultativos para rendir CO2, H2O y energía. A los fines de 

identificación, todos los tubos de KIA deben interpretarse en lo que respecta a 

la fermentación de los hidratos de carbono después de 18-24 h de incubación. 

Las interpretaciones realizadas antes o después pueden dar patrones de 

fermentación no válidos que producirán errores al agrupar los microorganismos 

(Mc Faddin, 2003). 

Por consiguiente, una reacción KIA puede interpretarse de cuatro maneras, 

según las bacterias a probar: 

1. Alcalino/ácido: sólo la glucosa es degradada. 

2. Ácido/ácido: glucosa y lactosa degradadas. 

3. Alcalino/alcalino: ni la glucosa ni la lactosa son degradadas; uso de 

peptonas. 

4. Alcalino/sin cambio: ni la glucosa ni la lactosa son degradadas; uso de 

peptonas. 

Se inocularon los tubos inicialmente por picadura en el fondo del tubo (de 3 a 5 

mm) y posteriormente por estría en la superficie. Se incubaron los tubos con las 

tapas flojas a 35- 37°C durante 18 a 48 horas y luego se observaron los tubos 

para determinar producción de ácido en el fondo y la superficie, así como la 

producción de gas y sulfuro de hidrógeno. 

 

4.5.9 Reducción de nitratos a nitritos 

La reducción de nitrato a nitrito y a nitrógeno gaseoso por lo común se produce 

en condiciones de anaerobiosis, en las cuales en un microorganismo produce 
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su oxígeno del nitrato. El oxígeno actúa como un aceptor de hidrógeno; es 

decir, el protón y el aceptor final de electrones. La mayoría de las bacterias 

aerobias son anaerobias facultativas y sólo pueden reducir los nitratos en 

ausencia de oxígeno. Esta respiración anaerobia es un proceso de oxidación 

en el que las sustancias inorgánicas (sobre todo nitrato y sulfato, rara vez 

carbonato) producen oxígeno para actuar como un aceptor de electrones a fin 

de proporcionar energía. En la reducción de nitratos, los citocromos 

bacterianos transportan electrones a moléculas aceptoras específicas. El 

nitrato actúa como último oxidante en los sistemas de citocromos. La reducción 

de nitratos características de una especie particular es más o menos constante 

(Mc Faddin, 2003). Para la realización de la prueba de reducción de nitrato a 

nitrito: Se mezclan los componentes con calor hasta la completa disolución del 

agar. Se distribuye en tubos de ensayo, 5 mL/tubo. Se esteriliza 15 min, 15 lb, 

121°C. Se inocula la muestra y se incuba a 37° por 24 horas o más. Se añade 

al tubo con crecimiento unas gotas de ácido sulfanílico (0,8 g de ácido 

sulfanílico disuelto en 1000mL de ácido acético 5N), y unas gotas de α-

naftilamina (5,0 g de α-naftilamina disueltos en 1000 mL de ácido acético 5N).   

4.5.10 Actividad citocromo oxidasa 

Es una prueba que detecta la presencia de la enzima citocromo oxidasa, la cual 

en presencia de oxígeno atmosférico, oxida el reactivo fenilendiamina oxidasa 

para formar un compuesto coloreado: indofenol. Se utiliza como reactivo p-

fenilendiamina al 1% en agua. Es positiva cuando aparece un color azul en la 

zona de depósito de la bacteria (Díaz y Ferrán, 2003). Para la realización de 

esta prueba se Coloca un trozo de papel de filtro de 3x3cm aproximadamente 

en una placa de Petri. Se Agregaron 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el 
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centro del papel, se extendió con el asa de siembra una colonia sobre el papel 

impregnado. La reacción de color positiva se produce a los 5-10 segundos. 

4.5.11 Producción de amilasas 

El principio de esta prueba es determinar la capacidad de un organismo de 

hidrolizar el almidón por medios enzimáticos y a su vez, probar la desaparición 

del almidón por el uso de un reactivo con yodo. Se inoculó la muestra con 

ayuda del asa de platino estéril, haciendo sobre la superficie del agar una raya 

de cultivo. Se incubó a 37°C por 24-48 h. Finalmente se reveló si hubo 

hidrólisis de almidón añadiendo unas gotas de lugol. 

4.5.12 Crecimiento en agar Mac Conkey  

El agar MacConkey es un medio empleado frecuentemente para separar las 

bacterias fermentadoras de lactosa de aquellas que no la fermentan. Contiene 

sales biliares y cristal violeta que inhiben a bacterias Gram-positivas y algunas 

Gram-negativas que no pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Contiene 

lactosa, único carbohidrato y rojo neutro como indicador de pH, cuyo ámbito de 

viraje está entre pH 8,0 (amarillo) y pH 6,8 (rojo). Las bacterias fermentadoras 

de lactosa producen colonias que varían en el tono rojo: rojas, rojo fucsia o 

incoloro con el centro rosado, depende de la cantidad de ácido producido y las 

no fermentadoras de lactosa producen colonias incoloras. En este caso, el 

medio adquiere un ligero tono amarillo, pues las bacterias utilizan las peptonas 

y alcalinizan el medio de cultivo (Rodríguez y col. 2005). Para la realización de 

la prueba de crecimiento en agar MacConkey: Se inoculó la bacteria la placa 

por agotamiento. Se incubaron las placas a 35 ± 0.2°C durante 18 a 24 horas.  
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4.6 Caracterización molecular 

4.6.1 Extracción del DNA 

Se llevó a cabo según el método reportado por Gomes y col., (2000). Se aisló 

una colonia sembrada en placa de agar LB. Se cultivó en 5 ml de caldo nutritivo 

con 10% v/v de glicerol por 72 horas a 28 ºC. Se transfirió la suspensión 

bacteriana a un tubo eppendorf de 1.5 μL y se centrifugó a 13000 xg por 5 

minutos. El sedimento o pellet se resuspendió en 200 μL de Tris 0.1 M y se le 

añadieron 200 μL de solución de lisis (NaOH 0.2 N y SDS 1%) y 100 ΜL de 

proteinasa K 1 mg/L. Se dejó actuar durante 1 hora a 55 °C. La mezcla se 

desproteinizó con 700 μL de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1 

v/v/v), se homogenizó y posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 

13000 x g. Luego de esta centrifugación se observan tres fases y se toma la 

fase acuosa, la cual se trasvasó a otro tubo. Se hizo precipitar el DNA con 700 

μL de etanol frío al 95%. Seguidamente se centrifugó la mezcla a 13000 x g 

durante 5 minutos,  luego se lavó con 700 μL de etanol frío al 70% y se 

centrifugó a 13000 x g durante 5 minutos. Finalmente se descarta el 

sobrenadante y el precipitado de DNA se secó y se resuspendió en 50 μL de 

agua destilada estéril. 

4.6.2 Evaluación de la cantidad y calidad del DNA extraído 

La evaluación de la concentración y la pureza del DNA extraído se realizó 

mediante el uso de un espectrofotómetro Genesys 10 Bio usando la relación 

260/280 D.O., según Sambrook y Russell, (2001). Esta evaluación se 

complementó con la electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del DNA extraído.  
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Para estimar la concentración y pureza, se diluyen 2,5 μL de las muestras de 

DNA extraído, en 497,5 μL de agua destilada en una cubeta de cuarzo, y se 

mide la absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. Previamente blanqueado el 

equipo, se toma nota de los valores de cada densidad óptica y de la relación 

260/280, la cual indica la pureza de la muestra en cuanto al contenido de 

material genético libre de proteínas y otros compuestos se refiere.  

Para calcular la concentración de ácidos nucleicos se empleó la siguiente 

ecuación:   

                        [DNA] (μg/ml) = Abs (260 nm) x F.D. X 50 μg/ml 

Para observar la integridad del DNA extraído, se toma una alícuota de la 

muestra y se mezcla con una alícuota de tampón de carga (azul de bromofenol 

0,25%, xilenecianol 0.25% y glicerol 30% en H2O) y se coloca en un bolsillo del 

gel de agarosa al 0,8%. Se aplica corriente (80 V) hasta que el primer colorante 

alcance el final del gel. Se coloca el gel en una solución 10 mg/mL de bromuro 

de etidio durante 10 minutos y luego en agua por 20 minutos El gel se analiza, 

posteriormente, en un Transiluminador (BioRad) con el programa Multi-Analyst 

(Luque y Herraez, 2000).  

4.6.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Utilización de iniciadores universales para la realización de PCR mediante 

amplificación del gen ribosomal 16S.  

Se realizó la amplificación por PCR del fragmento 16S del gen ribosomal, de 

una región conservada en todas las bacterias utilizando los iniciadores 

universales diseñados por Lu y colaboradores (2000), U1 y U2. Las secuencias 
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del iniciador U1 es 5´-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3´ correspondiente a los 

nucleótidos de 518 a 537 del gen 16S del rRNA de E. coli, y del iniciador U2 es 

5´-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3´ correspondiente a los nucleótidos 

de 1513 a 1491 del mismo gen (Lu y col., 2000). Esta amplificación se llevó a 

cabo con un volumen final de 25 μL conteniendo: 1X de amortiguador de 

reacción, 0.2 mM de dNTP’s, 25 ng de DNA, 2.5 mM de MgCl2, 0.2µM de cada 

iniciador y 1U de taq polimerasa. 

Las condiciones de amplificación se fijaron según el protocolo planteado por los 

mismos autores, el cual consta de los siguientes ciclos: 1 ciclo de 

desnaturalización de la molécula de DNA durante 5 min. a 94ºC; 35 ciclos que 

constan de la desnaturalización durante 1 min a 94°C, la hibridación de los 

iniciadores durante 1min a 48°C y enlongación durante 2min a 72°C. Con una 

extensión final de los amplificados durante 10 min a 72°C. 

Las amplificaciones de DNA se realizaron en un termociclador automatizado 

(GeneAmp PCR System). Posteriormente, una alícuota de 10 μL de cada una 

de las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 1.5% a 80 

V y el gel fue tratado posteriormente con una solución de bromuro de etidio  y 

se fotografió en un Transiluminador con luz UV. Se compararon luego los 

patrones de bandas de las muestras esperando obtener una banda de 996 pb y 

otra banda inespecífica de 100 pb (Lu y col., 2000). Empleando como control 

negativo un tubo al cual se le sustituyó el DNA por agua destilada estéril pero 

que contenía todos los demás componentes de la reacción.  
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Identificación molecular de los aislados mediante PCR con iniciadores 

específicos 

Xanthomonas hortorum pv. pelargonii  

Con el objetivo de detectar la presencia de DNA diferencial en las diferentes 

cepas de Xanthomonas, se realizó la amplificación por PCR del fragmento de la 

región ITS de las cepas por medio de cebadores específicos. Para X. hortorum 

pv. pelargonii, ésta amplificación se llevó a cabo de acuerdo con el 

procedimiento de Manulis y col. (1994) y Chittaranjan y de Boer (1997); usando 

los iniciadores P1 y P2 (5´-GAGTGTCCAGTGGCAAGC-3´ y 5´-

GTTGCTGCCTCTTCCTGC-3´) con un volumen final de 25 μL conteniendo: 

1mM de MgCl2, 0,2 µM de cada primer, 1 U de taq polimerasa, 0,2 Mm de 

dNTP’s, 1X de Buffer de reacción y 50 ng de DNA. 

Las condiciones de amplificación se fijaron según el protocolo planteado por los 

mismos autores, el cual consta de los siguientes ciclos: con un ciclo inicial de 5 

minutos a 94 °C, seguidos por 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 58 °C, 

2 minutos a 72 °C, con una extensión final de 3 minutos a 72 °C. Las 

amplificaciones de DNA se realizaron en un termociclador automatizado 

(GeneAmp PCR System).  

Posteriormente, una alícuota de 10 μL de cada una de las muestras fueron 

sometidas a electroforesis en gel de agarosa 1.5% a 80 V y el gel fue tratado 

posteriormente con una solución de bromuro de etidio y se fotografió en un 

Transiluminador con luz UV. Se empleó como control negativo de la reacción, 

una muestra donde se sustituye el extracto de DNA con un volumen igual de 
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agua estéril. Se compararon luego los patrones de bandas de las muestras 

esperando obtener una banda de 1,2 kb según Manulis y col., (1994).  

Xanthomonas albilineans 

Para diagnosticar si alguno de los aislados del CVCM correspondía a X. 

albilineans se realizó la amplificación del DNA utilizando los iniciadores 

desarrollados por Pan y colaboradores (1999) PGBL1: 5`- CTT TGG GTC TGT 

AGC TCA GG -3` y PGBL2: 5`- GCC TCA AGG TCA TAT TCA GC -3`, los 

cuales amplifican la región espaciadora transcrita intergénica (ITS) ubicada 

entre el 16S  y el 23S del RNA ribosomal, y generan una única banda de 288 

pb. Empleando como control positivo la cepa LMV08 identificada como X. 

albilineans en el LMV por la Dra. Beatriz Alvez y como control negativo de la 

reacción un tubo al cual se le sustituyó el DNA por agua destilada estéril pero 

que contenía todos los demás componentes de la reacción.  

La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 μL conteniendo: 1X de 

Amortiguador de reacción, 2mM de MgCl2, 0,2 Mm de dNTP’s, 10 µM de cada 

iniciador, 1 U de taq polimerasa, y 10 ng de DNA. Las condiciones de 

amplificación son las descritas por Alvez (2014): 1 ciclo de desnaturalización de 

la molécula de DNA durante 5 min. a 95ºC; 30 ciclos que constan de la 

desnaturalización durante 1 min a 95°C, la hibridación de los iniciadores 

durante 1min a 45°C y enlongación durante 30 seg a 72°C. Con una extensión 

final de los amplificados durante 2 min a 72°C. 

Posteriormente, una alícuota de 10 μL de cada una de las muestras fueron 

sometidas a electroforesis en gel de agarosa 1.8% a 80 V y el gel fue tratado 

posteriormente con una solución de bromuro de etidio y se fotografió en un 
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Transiluminador con luz UV. Se empleó como control negativo de la reacción, 

una muestra donde se sustituye el extracto de DNA con un volumen igual de 

agua estéril. Se compararon luego los patrones de bandas de las muestras 

esperando obtener una banda de 288 pb para aquellas cepas que sean X. 

albilineans (Pan y col., 1999).  

Amplificación del DNA extraído mediante la utilización de regiones 

repetidas rep-PCR. 

REP-PCR 

Para la genotipificación, se realizó una amplificación con iniciadores que 

hibridan con regiones repetidas dispersas en el genoma bacteriano, se 

siguieron las condiciones de amplificación reportadas Tsygankova y 

colaboradores (2004), utilizando el iniciador KRPN2: 5´-CGCCIGGIGGAT-La 

mezcla de reacción de 25 µL conteniendo: 1 X de amortiguador de reacción·2.5 

mM MgCl2, 7.5 mM dNTP, 50 ng de DNA, 0,2 µM de iniciador y 1.25 U de taq 

polimerasa. 

Se siguieron las mismas condiciones de amplificación descrita por los autores 

(Tsygankova y col., 2004): Un primer ciclo de 94°C durante 30 s, 30°C durante 

30 s y 72°C durante 1 min 30 s. El segundo ciclo de 43 repeticiones de 94°C 

por 5 s, 30°C durante 30 s y 72°C durante 1 min 30 s. Con una extensión final 

de 72°C durante 7 min. 

Posteriormente, una alícuota de 10 μL de cada una de las muestras fueron 

sometidas a electroforesis en gel de agarosa 1.5% a 80 V y el gel fue tratado 

posteriormente con una solución de bromuro de etidio y se fotografió en un 

Transiluminador con luz UV. Se empleó como control negativo de la reacción, 
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una muestra donde se sustituye el extracto de DNA con un volumen igual de 

agua estéril. 

ERIC y BOX-PCR 

También se realizó ERIC-PCR y BOX-PCR, con iniciadores que hibridan con 

regiones repetidas dispersas en el genoma bacteriano, siguiendo las 

condiciones de amplificación reportadas por Lopes y col., (2001). Esta 

amplificación se llevó a cabo con un volumen final de 25 μL conteniendo: 1X de 

Amortiguador de reacción, 0.2 mM de dNTP’s, 25 ng de DNA, 3 mM de MgCl2, 

2µM de cada iniciador y 1 U de taq polimerasa. 

Las condiciones de amplificación se fijaron según el protocolo planteado por los 

mismos autores, el cual consta de los siguientes ciclos: 1 ciclo de 

desnaturalización de la molécula de DNA durante 3 min. a 95ºC; 35 ciclos que 

constan de la desnaturalización durante 1 min a 94°C, la hibridación de los 

iniciadores durante 1min a 50°C y enlongación durante 4min a 65°C. Con una 

extensión final de los amplificados durante 10 min a 65°C. 

La observación de los fragmentos de DNA amplificados se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1,8%, esperándose productos de 

amplificación entre 0,18 a 2,68 Kb con los iniciadores ERIC1: 5′- ATG TAA GCT 

CCT GGG GAT TCA C -3′ y ERIC2: 5′- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 

-3, y con el iniciador los cuales hibridan con las regiones repetidas dispersas en 

el genoma bacteriano según lo reportado por López y colaboradores (2001). 

Del mismo modo se utilizó el iniciador BOXA1R: 5′-

CTACGGCAAGGCGACCGCTGACG-3′ en una reacción aparte 
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4.7 Demostración de los postulados de Koch 

Como requisito básico, la patogenicidad del supuesto patógeno bacteriano 

aislado de las plantas enfermas, tiene que probarse y todos los pasos de los 

postulados de Koch tienen que cumplirse. 

Se realizó la demostración de los postulados de Koch, de la bacteria aislada de 

geranio en condición de vivero, con plantas de Pelargonium sp. mantenidas en 

vivero y cultivadas in vitro. 

Para el cultivo in vitro microesquejes se realizó una desinfección de las plantas 

provenientes de vivero, realizando un primer lavado con agua destilada estéril y 

jabón, seguido de un lavado con etanol durante 1 minuto, posteriormente se 

colocará el tejido en cloro al 20% + Tween 20 durante 35 minutos, luego en 

Phytón durante 5 minutos y finalmente se dejaron en un fungicida durante toda 

la noche. Por otro lado se realizó un medio cultivo sólido compuesto por las 

sales de Murashigue y Skoog (1962) completas, suplementado con 0,4 mg/l 

tiamina; 100 mg/l mio-inositol; 30 g/l sacarosa; 10ml/l vitaminas de Morel y 0,5 

mg/l del regulador de crecimiento ácido 6-Benzilaminapurina (BA). A todos los 

medios se les ajustó el pH a 5.8. (Oropeza y col., 2006). El experimento se 

llevó a cabo en frascos de vidrio con 20 mL del medio, y en cada uno de estos 

se cultivaron 2 o 3 explantes previamente desinfectados, para un total de 12. 

Estos frascos se incubaron 4 días en oscuridad y luego transferidos al cuarto 

de cultivo a 25 °C bajo luz blanca fluorescente contínua. (Alva, 2005). 

Luego de 3 meses de cultivo, las vitroplantas de geranio libres de enfermedad, 

serían inoculadas con suspensiones del aislado LMV14 de Xanthomonas. 

hortorum. pelargonii a 108 ufc ml‒1 de 3 días de cultivo. Pero debido a fuertes 
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problemas de contaminación, como se mostrará en los resultados, no se 

obtuvieron vitroplantas de tamaño adecuado para este ensayo, entonces, los 

postulados de Koch se realizaron con plantas de geranio sanas, sin síntomas 

de bacteriosis, mantenidas en vivero y previamente desinfectadas siguiendo la 

metodología de desinfección descrita anteriormente. 

Para inocular las plantas de vivero, se realizó una pequeña incisión en el 

vástago inferior con un bisturí estéril y utilizando una jeringa estéril 0,5 ml de 

suspensión bacteriana a una concentración aproximada de 108 cel.mL-1 se 

inyectó en la incisión (Rott y col., 2011, Garcés, 2011). Se realizaron 

inoculaciones en 20 hojas con 5 hojas de control sin inóculo. Los síntomas de 

la enfermedad se observaron diariamente después de la inoculación. 

Finalmente se realizó un macerado del tejido infectado para la extracción y re-

identificación del patógeno, mediante las pruebas bioquímicas y PCR con 

iniciadores específicos; de manera que se cumplieran a cabalidad los 

postulados de Koch. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El diagnóstico de las enfermedades bacterianas, está precedido de la 

identificación fiable del agente patógeno causante de la enfermedad. Para 

lograr exitosamente la caracterización e identificación de dichos 

microorganismos, el desarrollo de métodos moleculares en conjunto con los 

métodos microbiológicos tradicionales disponibles en la actualidad, representan 

la mejor aproximación para la correcta identificación de los patógenos de 

plantas y cultivos que ocasionan daños y grandes pérdidas económicas y 

disminuyen la cantidad de alimentos disponible para el consumo de la 

población venezolana. 

5.1 Aislamiento del agente causal de bacteriosis en geranio 

De la planta de geranio mantenida en el vivero del LMV con sintomatología de 

bacteriosis, se obtuvieron diversos aislados a partir del macerado de las hojas, 

los cuales fueron sembrados en placas de agar del medio semi-selectivo D5, 

donde se observaron diversos microorganismos bacterianos, encontrando 

colonias de diferentes formas y colores entre amarillas, blancas y beige; así 

como también algunos hongos. El crecimiento de esta elevada cantidad de 

contaminantes puede ser debido a las características del medio, al ser sólo 

limitado el crecimiento de microorganimos por la fuente de carbono disponible, 

que es la celobiosa (Kado y Heskett, 1970). De la misma manera, se debe 

considerar que el método de desinfección empleado no pudo ser muy agresivo 

para evitar la eliminación de la bacteria de interés, quedando así una gran 

cantidad de diversos microorganismos presentes en el macerado. Aquí es 

donde juega un papel importante conocer el fenotipo de la bacteria de interés 
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para la discriminación de ésta en relación a las demás colonias encontradas. 

De esta manera, se logró aislar la cepa LMV14 cuyas características 

morfológicas son: pigmentación amarilla, bordes enteros y superficie convexa. 

Este aislado fue incubado en medio nutritivo LB y sometido a las diversas 

pruebas morfológicas, bioquímicas y moleculares desarrolladas en este 

estudio, para lograr finalmente la identificación del mismo. En la figura 2 se 

muestran los síntomas de marchitez y clorosis observados en las hojas de la 

planta de geranio del cual se obtuvo el aislado bacteriano que fue denominado 

LMV14. 

 

 

 

 

 

 

 

5.2 Caracterización morfológica de todos los aislados bacterianos 

La primera prueba que se debe llevar a cabo para conocer el grupo al cual 

pertenece determinada bacteria es la tinción Gram, ya que ésta divide a las 

bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram positivas y bacterias Gram 

negativas, que indica diferencias fundamentales en la estructura y composición 

de la pared celular (Álvez, 2014). De esta manera, se realizó el procedimiento 

Figura 2: Hojas de geranio con sintomatología de clorosis, necrosis y 

marchitamiento. 
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descrito para la realización de la tinción Gram, luego de obtenidos cultivos 

puros y colonias aisladas tanto de las cepas obtenidas en el CVCM como de la 

cepa aislada de la planta de geranio, se sometieron a tinción de Gram, se 

observaron al microscopio con objetivo de inmersión (100x) encontrándose 

bacilos rosados. En la figura 3, se observa que todas las bacterias presentaron 

una coloración roja característica de las bacterias Gram-negativas, con forma 

de bastones. Este resultado concuerdan con lo reportado en la bibliografía para 

las bacterias del género Xanthomonas. 

 

 

 

Las bacterias aisladas presentan las características culturales similares a lo 

reportado para Xanthomonas sp por diversos autores (Bergey, 1994; Birch, 

2001; Jiménez y Contreras, 2004; Ordosgoitti y col., 1976; Shaad y col., 2001). 

Se observaron diferencias en el crecimiento y las características de la bacteria 

Figura 3 Tinción de Gram de microorganismos observados al microscopio óptico 

con aceite de inmersión (Aumento 100X): a) CVCM 2063, b) CVCM 2065, c) 

CVCM 2059, d) CVCM 2093 e) LMV08, f) LMV14 y g) E.coli. 
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en los medios LB y YDC; estas diferencias se deben a los reactivos que 

componen cada medio, variando la intensidad del pigmento amarillo, la 

velocidad de crecimiento y la mucosidad de la bacteria (Figuras 4 y 5) (Jiménez 

y Contreras, 2004). Una descripción más detallada se puede apreciar en la 

tabla 2, en donde se resaltan las principales características morfológicas 

observadas de cada cepa, en agar LB y en YDC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Morfología de las cepas bacterianas en agar LB. a) CVCM 2063, b) 
CVCM 2065, c) CVCM 2059, d) CVCM 2093e) LMV08, f) LMV14, g) E.coli 

Figura. 5: Morfología 
de las cepas 
bacterianas en agar 
YDC. a) CVCM 2063, 
b) CVCM 2065, c) 
CVCM 2059, d) CVCM 
2093e) LMV08, f) 
LMV14, g) E.coli 
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Medio LB YDC 
Cepa Morfología COLOR COLOR MUCOSIDAD 

CVCM2063 Circular Amarillo claro Crema No 
CVCM2065 Circular Amarilloclaro Crema No 
CVCM2059 Circular Amarillo Crema Si 
CVCM2093 Circular Amarillo Anaranjado Si 

LMV 14 Circular Amarillo Anaranjado No 
LMV08 Circular Amarillo claro Amarillo Si 
E.coli Circular Blanco Blanco No 

 

Al igual que lo reportado para el género Xanthomonas, todas las colonias 

tenían forma circular, con pigmentación amarillo-amarillo claro o crema, 

dependiendo del medio de cultivo. Las cepas CVCM 2063, CVCM 2065 y 

LMV14 presentaron mucosidad al igual que el control negativo E. coli. Sin 

embargo, según lo reportado por Jiménez y Contreras (2004) algunas especies 

del género Xanthomonas presentan esta característica.  

 

5.3 Caracterización bioquímica 

Existen diversas pruebas bioquímicas importantes que se deben emplear para 

identificar un microorganismo, tratando a nivel de género como de especie. En 

el caso del género Xanthomonas las pruebas básicas para su identificación una 

vez realizada la tinción Gram, son: actividad catalasa, actividad oxidasa, 

hidrólisis de almidón, esculina y gelatina, utilización de carbohidratos, 

descarboxilación de aminoácidos, crecimiento en medios selectivos, entre otras 

características (Alvez, 2014). En este sentido, los resultados de estas pruebas 

realizadas en esta investigación, se detallan a continuación: 

Tabla 2: Resultado de la morfología observada de las cepas en 

medios LB y YDC. 
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5.3.1 Hidrólisis de la esculina 

Las bacterias aisladas procedentes tanto de las hojas de geranio así como de 

las cepas obtenidas en el CVCM, presentaron una reacción positiva a la 

hidrólisis de la esculina. En contraste con el resultado de la cepa control 

negativo E.coli cuya prueba de hidrólisis de esculina fue negativa. 

5.3.2 Prueba de Oxidación-fermentación  de azúcares en medio OF 

El medio Hugh-Leifson (O-F) es muy sensible, ya que detectó la producción 

leve de ácidos por degradación oxidativa (metabolismo oxidativo), dado que no 

fermentan la glucosa ni la lactosa por la vía aerobia y las fermentan muy poco 

por la vía anaerobia (Figura 5) 

 

 

 

 

 

 

5.3.3 Actividad catalasa 

Al adicionarle peróxido de hidrógeno (H2O2) al 10% a una asada de cultivo 

bacteriano se observó una reacción positiva en todas las cepas bacterianas 

estudiadas, observándose la producción rápida y sostenida de burbujas o 

efervescencia, lo que indica la presencia de la enzima catalasa. 

Figura 6: Prueba de (O-F); metabolismo oxidativo de Xanthomonas 
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5.3.4 Actividad ureasa 

La ureasa es una importante enzima microbiana relacionada con la 

descomposición de la úrea. Ésta será degradada por aquellos microorganismos 

capaces de producir la enzima ureasa. Esta degradación produce amoniaco 

que hará variar el color del indicador de amarillo a rojo, poniéndose así de 

manifiesto la actividad ureasa. En este caso se obtuvo una reacción negativa 

en todas las cepas, lo que se puede apreciar en la figura 6, donde no se 

observa ninguna coloración oscura en ninguno de los tubos inoculados. 

 

 

 

 

 

 

5.3.5 Utilización de citrato 

Se observó en todas las cepas de Xanthomonas un resultado positivo, es decir, 

un crecimiento con un color azul intenso en el pico de la flauta. Esto indica la 

capacidad de las bacterias de éste género de utilizar citrato como única fuente 

de carbono presente en el medio. El resultado se muestra a continuación en la 

Figura 7, en donde también se puede observar el resultado negativo de la cepa 

de E.coli cuyo medio se observó sin cambio aparente. 

 

Figura 6: Resultado negativo de la prueba de hidrólisis de urea en todas 

las cepas estudiadas 
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5.3.6 Licuefacción de la gelatina 

Las cepas CVCM 2093, LMV08 y E. coli licuaron la gelatina, presentando una 

reacción positiva, la cual se debe a la presencia de enzimas proteolíticas que 

licúan la gelatina; por su parte las demás cepas de Xanthomonas presentaron 

una reacción negativa al no observarse una licuefacción del medio de gelatina 

utilizado. (Figura 8) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Resultado de la prueba citrato de las cepas de Xanthomonas 
estudiadas y de la cepa control negativo E.coli 

Figura 8: Resultado prueba de hidrólisis de gelatina de las cepas estudiadas. 
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5.3.7 Producción de Indol 

El principio de esta prueba es determinar la capacidad de un organismo de 

desdoblar el Indol de la molécula triptófano. A continuación en la figura 9, 

podemos observar el resultado negativo de esta prueba para las cepas de 

Xanthomonas donde no se produce color en la capa alcohólica, toma el color 

del reactivo de Kovacs (amarillo) y por su parte se observa una reacción 

positiva en la cepa de E. coli con un anillo rojo en la superficie del medio en la 

capa alcohólica lo que indica la capacidad de la bacteria de desdoblar el Indol. 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.8 Reducción de natratos a nitritos  

Para determinar si el nitrato ha sido reducido a nitrito, después de la 

incubación, se le añadió al medio de cultivo, 2 gotas de solución A,y luego 2 

gotas de la solución B del reactivo de Griess y se mezcló. La aparición de una 

coloración rosada o roja indica que los nitratos han sido reducidos a nitritos. Si 

no se observó reacción, se le añadió una muy pequeña cantidad de polvo de 

Zinc. La aparición de una coloración rosada o roja confirma el resultado 

Figura 9: Resultado de la prueba de Indol realizada a las cepas bacterianas. 
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negativo; en caso de que esto no suceda, significa que los nitratos han sido 

reducidos a N2 gaseoso, es decir se ha producido una desnitrificación. El 

resultado de esta prueba se refleja en la Figura 10, en la que sólo la cepa 

CVCM 2093 y E.coli mostraron una reacción positiva, mientras que las demás 

cepas bacterianas arrojaron un resultado negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.9 Actividad citocromo oxidasa 

Con esta prueba determinamos la presencia de enzimas oxidasas. La enzima 

citocromooxidasa en presencia de oxígeno oxida el reactivo (fenilendiamina 

oxidasa) formando un compuesto coloreado llamado indofenol. Sobre una tira 

reactiva impregnada en reactivo (para-amino-N- dimetil-anilina) depositamos 2 

o 3 colonias objeto de estudio. Se observó si la zona impregnada vira a un 

color azul - violeta, en cuyo caso la reacción sería positiva, lo que ocurrió sólo 

con la cepa E. coli. 

5.3.10 Producción de amilasas 

Figura 10: Resultado prueba nitrato 
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Las colonias después de 72h crecieron en agar almidón, luego se les adicionó 

lugol y se formó un área clara alrededor del crecimiento bacteriano, lo que 

indica una reacción positiva. Exceptuando a las cepas CVCM 2059 y LMV08 

cuya hidrólisis de almidón fue débil debido a que el cambio de color del área 

alrededor del crecimiento bacteriano no fue muy marcado. 

5.3.11 Crecimiento en agar MacConkey 

Al cabo de 72h se desarrollaron colonias mucosas de color rosado muy claro y 

el medio se observó de un tono amarillento lo que corresponde con bacterias 

no fermentadoras de lactosa. En este caso, el medio adquiere un ligero tono 

amarillo, pues las bacterias utilizan las peptonas y alcalinizan el medio de 

cultivo.  

Un análisis de los resultados con mayor valor diagnóstico presentados 

anteriormente nos permite destacar que la prueba de Kligler, en la que no se 

observó viraje para el bisel ni el taco, demuestra que se está en presencia de 

una bacteria que utiliza la vía oxidativa; la prueba de catalasa positiva, la 

prueba de reducción de nitratos a nitritos, permite concluir que la bacteria no 

redujo los nitratos; la prueba oxidasa, cuya reacción fue negativa, demuestra 

que esta bacteria no posee la enzima citocromo-oxidasa; la hidrólisis de la 

esculina con resultado positivo demuestra que los aislados hidrolizan la 

esculina en esculetina y glucosa, la primera reacciona con sales de hierro 

originando un compuesto de color negro y finalmente el resultado de la 

hidrólisis de almidón negativa, permiten corroborar la identidad del aislado 

LMV08 como X. albilineans lo que concuerda con lo reportado para X. 

albilineans por otros autores (Jiménez y Contreras, 2004; Huerta-Lara y col., 
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2003; Bergey`s, 1994) y con la identificación realizada por Alvez (2014) de la 

cepa. 

Por otro lado, para el aislado LMV14 se observaron bacterias aerobias, bacilos 

Gram negativos mótiles, colonias amarillas no mucoides en YDC, con reacción 

de catalasa positiva y oxidasa positiva, no fermentan lactosa, con capacidad de 

utilizar el citrato como única fuente de carbono disponible y no producen indol. 

Estas características sugieren que el aislado corresponde a X. hortorum pv. 

pelargonii (Jiménez y Contreras, 2004; Huerta-Lara y col., 2003).  

Del mismo modo, la caracterización bioquímica realizada permitió la 

identificación de los aislados CVCM 2063, CVCM 2065, CVCM 2059 y del 

aislado CVCM 2093 como bacterias pertenecientes al género Xanthomonas y 

para corroborar su identificación como X. campestris, X. campestris pv. 

phaseoli y X. campestris pv. vesicatoria, respectivamente, se procederá a 

realizar el análisis molecular. La Tabla 3 resume los resultados del análisis 

bioquímico realizado a las cepas en estudio. 
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 CVCM 
2063 

CVCM 
2065 

CVCM      
2059 

CVCM 
2093 

LMV14 LMV08 E.coli 

Gram BGN BGN BGN BGN BGN BGN BGN 

Ureasa - - - - - - - 

Catalasa + + + + + + + 

Oxidasa - - - - - - + 

Nitrato - - - + - - + 

Gelatina - - - + - d + 

Kligler Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc A/A 
Indol - - - - - - + 

Almidón + + - + + - + 

OF glucosa - - - - - - - 

OF lactosa - - - - - - - 

MacConkey Lac- Lac- Lac- Lac- Lac- Lac- Lac+ 

Motilidad + + + + + + + 

Esculina + + + + + + - 

Simmons + + + + + + - 

(+): Positivo; (-): negativo; (Alc): Alcalino; (Ac): Ácido; (BGN): Bacilo Gram-
Negativo (d): débil. (lac-): lactosa negativo: (lac+): lactosa positivo. 

 

 

5.4 Caracterización molecular 

La técnica más empleada actualmente para la caracterización, identificación y 

diagnóstico de patógenos de animales y de plantas, es la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR). Para llevar a cabo esta técnica con éxito, debemos 

obtener un material genético libre de contaminantes proteicos y mantenerlo 

estable para evitar que se degrade. Es por ello que en este estudio se extrajo el 

DNA de los aislados bacterianos por el método de Gomes y colaboradores 

(2000) el cual fue reportado por Alvez y colaboradores (2011) como el método 

más eficiente, con el cual se obtiene un material genético de calidad y con una 

pureza que permite llevar a cabo los análisis por PCR.  

Tabla 3. Resultado de pruebas bioquímicas 

realizadas a las cepas bacterianas. 
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5.4.4 Extracción del DNA 

En la Tabla 4 se muestran los valores de concentración y pureza de los DNAs 

extraídos. Es importante destacar que todos los extractos de DNA obtenidos 

tienen valores muy cercanos al óptimo de pureza que oscilan de 1,8 a 2 según 

Sambrook y Russell (2001).  

 

 

Aislado Abs 
260nm 

Abs 
280nm 

260/280 [DNA]ng/µL [DNA] ng/µLx 
FD (200) 

CVCM2063 0.194 0.106 1.830 8.387 1677.4 
CVCM2065 0.135 0.077 1.753 5.720 1144 
CVCM2059 0.048 0.032 1.867 1.867 373.4 
CVCM2193 0.034 0.021 1.619 1.383 276.6 

LMV08 0.099 0.056 1.768 4.211 842.2 
LMV14 0.123 0.073 1.685 5.109 1021.8 
E. coli 0.152 0.086 1.767 6.465 1293 

Abs 260 y 280 nm: lectura de absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 

280nm; 260/280: relación entre las lecturas de absorbancias; [DNA] ng/µL: 

Concentración de la dilución del DNA según la lectura del espectrofotómetro; 

[DNA] ng/µLx FD (200): concentración total del DNA; FD: Factor de dilución. 

 

Los resultados de los aislamientos del DNA se pueden visualizar en la figura 

11, donde se observa la corrida electroforética de los extractos de material 

genético total de las cepas sometidas a estudio en gel de agarosa al 0,8%. Se 

observan bandas de alto peso molecular en todos los aislados, lo que evidencia 

la integridad del material genético a emplear en las pruebas moleculares. 

 

 

 

Tabla 4. Concentración y pureza de los DNAs de las cepas bacterianas. 
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El resultado obtenido es similar al reportado por Gomes y colaboradores (2000) 

y por Alvez (2014) donde los extractos en el gel de agarosa presentan 

integridad y pocos residuos de RNA, siendo éste un método eficiente y de buen 

rendimiento para el aislamiento de DNA de las bacterias de los géneros 

Xanthomonas y Escherichia. 

Amplificación de la región del gen ribosomal 16S 

Se realizó la amplificación del gen ribosomal 16S, a fin de comprobar la calidad 

del DNA extraído y verificar si se trata de material genético de procariota, ya 

que éste es un gen altamente conservado que codifica para la subunidad 

menor de los ribosomas. Se utilizaron los iniciadores universales U1 y U2 que 

anclan en los extremos de la secuencia del gen (Lu y col., 2000).  

En la figura 12 se observa la banda de 996 pb esperada de la misma intensidad 

en todas las muestras, la cual corresponde al gen de la subunidad ribosomal 

menor 16S, lo cual corrobora que se trata de organismos procariotas según lo 

reportado por Lu y colaboradores (2000). 

 

Figura 11. Registro 

fotográfico de electroforesis 

de los extractos de DNA 

total. Carril M: marcador de 

peso molecular λHind III. 

Carriles 1 al 6: aislados 1) 

CVCM2063, 2) CVCM2065, 

3) CVCM2059, 4) 

CVCM2093, 5) LMV08, 6) 

LMV14. Carril 7: E. coli. 
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Del mismo modo, se observan bandas inespecíficas en algunos aislados, que 

pueden deberse a que los iniciadores tienen posibilidades de hibridar en 

regiones inespecíficas durante los eventos de amplificación. Distintos autores 

observaron resultados similares al emplear esta técnica (Alvez y col., 2012, 

Oropeza y col., 2008, Alvez, 2014). Con este resultado se comprueba además 

la calidad de los extractos de DNA ya que no existen inhibidores para las 

subsiguientes reacciones de amplificación de DNA con iniciadores específicos. 

 

 

 

Figura 12: Registro fotográfico de electroforesis de las amplificaciones por 

PCR, empleando los iniciadores universales U1 y U2 Carril M: marcador de 

tamaño molecular 1 kb, Carriles A al F: A) aislados CVCM 2063, B) CVCM 

2065, C) CVCM 2059, D) CVCM 2093, E) LMV08, F) LMV14. Carril G: E. 

coli. Carril H: control de reactivos. 
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Amplificación mediante iniciadores específicos 

Xanthomonas albilineans  

Alvez (2014) logró el diagnóstico de un aislado de X. albilineans denominado 

LMV08 obtenido de plantas de caña de azúcar con síntomas de escaldadura 

foliar, mediante la combinación de técnicas microbiológicas, bioquímicas y 

moleculares. Utilizando los iniciadores PGBL1 y PGBL2 obtuvo una banda 

específica de 288 pb sólo en los extractos de DNA de esta bacteria. En este 

sentido, se procedió a diagnosticar si alguno de los extractos del CVCM 

correspondían a X. albilineans utilizando el aislado LMV08 como control 

positivo, siguiendo esta metodología descrita por Pan y colaboradores (1999); 

aunque por pruebas bioquímicas y morfológicas ningún otro aislado parecía 

corresponder a esta especie. Sin embargo, la confiabilidad de los resultados 

obtenidos se incrementaría al obtener amplificación sólo en el aislado LMV08, 

previamente identificado como X. albilineans. La Figura 13 muestra la 

electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de las amplificaciones con estos 

iniciadores específicos para X. albilineans, observando la amplificación de la 

banda de 288 pb sólo para es aislado control LMV08, demostrándose así que 

es la única X albilineans en los aislados objeto de este estudio. 

 

 

 

 

 

Figura 13: Registro fotográfico 

de electroforesis de las 

amplificaciones por PCR, 

empleando los iniciadores 

específicos PGBL1 y PGBL2. 

Carril M: marcador de tamaño 

molecular 50 pb, Carriles A al F 

aislados A) CVCM 2063, B) 

CVCM 2065, C) CVCM 2059, 

D) CVCM 2093, E) LMV14, F) 

LMV08. Carril G: E. coli. Carril 

H: control de reactivos. 
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Xanthomonas hortorum pv. pelargonii 

La bacteria aislada de la planta de geranio con síntoma de bacteriosis, luego de 

ser caracterizada por pruebas bioquímicas e identificada como X. hortorum pv. 

pelargonii a raíz de los resultados de estas pruebas; también fue evaluada su 

naturaleza procariota por PCR con iniciadores universales y su identificación 

definitiva se logró al amplificar, sólo en este aislado la banda 1,2 kb (Figura 14), 

tal y como lo reportan Manulis y colaboradores (1994)  

 

 

 

 

 

 

Aislados CVCM2063, CVCM2065, CVCM2059 y CVCM2093 

Con respecto a los aislados adquiridos en el CVCM, la identificación 

suministrada en el catálogo de este centro indica que todos corresponden a la 

especie X. campestris, siendo los aislados CVCM2063 y CVCM2065 X. 

campestris pv. campestris; CVCM2059 corresponde a X. campestris pv 

phaseoli y el aislado CVCM2093 había sido identificado como X. campestris pv. 

vesicatoria. En este sentido en esta investigación, mediante los métodos 

bioquímicos y moleculares implementados, sólo se corrobora la identidad de 

estos aislados hasta el nivel de especie; confirmando lo previamente reportado 

Figura 14: Registro 

fotográfico de electroforesis 

de las amplificaciones por 

PCR, empleando iniciadores 

específicos P1 y P2. Carril 

M: marcador de tamaño 

molecular 1kb. Carriles A al 

F: A) CVCM2063, B) 

CVCM2065, C) CVCM2059, 

D) CVCM2093, E) LMV08, F) 

LMV14. Carril G: control 

negativo E.coli Carril H: 

control de reactivos. 
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en el catálogo del CVCM, que todos estos aislados correspondían a la especie 

X. campestris. Si recordamos las pruebas bioquímicas, esta especie es oxidasa 

negativa al igual que X. albilineans, pero a diferencia de X. hortorum pv 

pelargonii; además X. campestris hidroliza el almidón mientras que X. 

albilineans y X. hortorum pv pelargonii no lo hidrolizan. Para corroborar estos 

resultados mediante pruebas moleculares se realizó una rep-PCR con los 

extractos de DNA de estos aislados y sus controles siguiendo la metodología 

descrita por Tsygankova y colaboradores (2004), utilizando el iniciador KPRN2 

el cual según los autores amplifica un patrón de bandas de mayor y menor 

peso molecular para diferentes géneros bacterianos, incluyendo Xanthomonas, 

pero que además sólo en las especies de X. campestris amplifica una banda 

específica de 600 pb (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Registro fotográfico de electroforesis de la amplificación de la 

rep-PCR realizada por Tsygankova y colaboradores (2004) con los 

iniciadores  KRP2+KRP8 (a) y KRPN2 (b) para las especies del género 

Xanthomonas. En la figura b, se puede observar la banda de 600 pb típica 

de X. campestris. 
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Sin embargo, al realizar esta rep-PCR, no se observó la amplificación de 

ninguna banda en ninguno de los aislados del CVCM, ni del aislado LMV14 así 

como tampoco de los controles utilizados (Figura 16). Se realizaron diferentes 

modificaciones a la metodología propuesta por los autores (Tsygankova y col., 

2004), como variar la temperatura de anillamiento del iniciador, cambiar el ciclo 

de amplificación de la reacción en general, cambiar la cantidad de iniciador y 

de DNA en la mezcla de reacción e incluso agregar 0,8 µg/µL de albúmina para 

optimizar el funcionamiento de la taq polimerasa, pero ninguna de las 

estrategias empleadas para observar alguna amplificación con este iniciador 

fue satisfactoria, por lo que la identificación planteada para los aislados del 

CVCM no se pudo llevar a cabo con ésta técnica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Registro fotográfico de electroforesis de la amplificación de rep-

PCR, empleando el iniciadior KRPN2. Carril M: marcador de tamaño molecular 

1kb. Carriles A al F: A) CVCM2063, B) CVCM2065, C) CVCM2059, D) 

CVCM2093, E) LMV08, F) LMV14. Carril G: control negativo E.coli Carril H: 

control de reactivos. 
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Genotipificación de los aislados bacterianos 

Por otro lado, la amplificación de la región consenso intergénica (ERIC) ha sido 

una de las herramientas empleadas para identificar a las bacterias del género 

Xanthomonas y para evaluar su diversidad (Lopes y col., 2000), ya que este 

género presenta grandes variaciones y se ha expandido alrededor de todo el 

mundo, por lo que la variabilidad de las cepas es muy elevada (Swings y 

Civerolo, 1993). Las secuencias repetitivas juegan un papel importante en la 

organización del genoma bacteriano. Con base en el conocimiento de la 

naturaleza clonal y la dinámica de poblaciones de las bacterias patógenas, 

Louws y colaboradores (1994), han planteado la hipótesis que a través de la 

evolución, cada línea especializada o patovar tiene una distribución única o 

reordenamiento de las secuencias repetitivas en el genoma, por lo que se 

pueden generar patrones genómicos correlacionados con un patovar 

específico. 

Se realizó la PCR usando iniciadores de DNA que amplifican regiones 

conservadas en elementos repetitivos bacterianos (rep -PCR) para obtener 

“fingerprint” genómicos de Xanthomonas, obteniendo amplificación para las 

regiones ERIC y BOX. Ambos análisis arrojaron un complejo patrón con 

bandas que oscilan entre los 150 y 3000 pb. (Figura17). Las cepas CVCM2063 

y CVCM2065 generaron dos patrones de bandas muy similares, mostrando una 

alta similitud entre ellas, en contraste con las demás cepas del CVCM y los 

aislados LMV08 y LMV14 los cuales arrojaron patrones de productos ERIC y 

BOX diferentes entre ellos, distinguiéndose cada uno como un aislado único y 

diferente al resto. 
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El resultado obtenido para la cepa CVCM2093, con la amplificación de una 

banda única tanto para ERIC como BOX, nos indica que de confirmar esta 

cepa como X. campestris pv vesicatoria, podríamos identificarlas en lo sucesivo 

con estas PCR donde se amplifica una única banda de aproximadamente  1kb 

con ERIC-PCR y de 3500 pb con BOX-PCR. De acuerdo a la actividad 

amilolítica que presentó este aislado en las pruebas bioquímicas y a lo 

reportado por Vauterin y colaboradores (1996). Este aislado podría ser 

identificado como X. vesicatoria; sin embargo, se recomienda la amplificación 

con iniciadores específicos o la secuenciación del fragmento del gen ribosomal 

16S para la identificación definitiva de este aislado. Según la reclasificación de 

X. campestris pv vesicatoria propuesta por Jones y colaboradores (2014) X. 

euvesicatoria incluye sólo las cepas del antiguo taxón X. campestris pv. 

vesicatoria. Las cepas son generalmente aisladas de lesiones en plantas 

solanáceas, especialmente tomate (Lycopersicon spp.) y pimiento (Capsicum 

Figura 17: Registro fotográfico de electroforesis de las amplificaciones por ERIC-

PCR (a) y BOX-PCR (b), empleando los iniciadores universales ERIC1-ERIC2 y 

BOAX1 respectivamente.Carril M: marcador de tamaño molecular 1 kb, Carriles A 

al F aislados A) CVCM2063, B) CVCM2065, C) CVCM2059, D) CVCM2093, E) 

LMV08, F) LMV14. Carril G: E. coli. Carril H: control de reactivos. 
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spp.). X. euvesicatoria puede distinguirse de cepas de tipo X. vesicatoria B por 

similitudes de DNA y rasgos fenotípicos que pueden ser probados fácilmente: 

X. euvesicatoria es débilmente amilolítica y pectolítica, tiene un patrón distinto 

de reacción para un panel de anticuerpos monoclonales y no utiliza ácido cis-

aconítico. En contraste, las cepas que representa X. vesicatoria digieren 

fuertemente sustratos almidón y pécticas, reaccionan de manera diferente al 

panel de anticuerpos monoclonales, no utilizan cis-aconitato, y tiene una 

proteína de 25 a 27 kDa encontrada en X. vesicatoria.  

Lopes y colaboradores (2001) utilizaron los iniciadores ERIC y BOX para 

estudiar la diversidad en X. albilineans y distinguirla de otras especies 

bacterianas no conocidas, también presentes en la caña de azúcar. Obtuvieron 

alta variedad en los patrones de bandas (fingerprint), logrando determinar las 

diferencias entre otras bacterias patógenas y entre serovares presentes dentro 

de una misma localidad. Este resultado concuerda con el obtenido en esta 

investigación, donde sólo los aislados CVCM2063 y CVCM2065 muestran 

patrones similares, pudiendo corresponder ambos a X. campestris pv 

campestris de acuerdo a las pruebas bioquímicas reportadas en este trabajo y 

a la identificación suministrada en el catálogo del CVCM. 

En resumen, tomando en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas 

bioquímicas y los obtenidos en las pruebas moleculares para los aislados de X. 

campestris, podemos en primer lugar validar la identificación realizada en el 

CVCM para estos aislados, ya que todos son bacilos Gram negativos, móviles, 

con actividad catalasa positiva, oxidasa negativa, aerobios estrictos, no 

mucoides, no fermentadoras, utilizan citrato como única fuente de carbono 

disponible, hidrolizan el almidón, hidrolizan la esculina y la gelatina, no 
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producen indol, que son características particulares de esta especie bacteriana. 

Sin embargo, al intentar corroborar que los aislados mencionados pertenecen a 

la especie X. campestris, realizando rep-PCR no se obtuvo ninguna 

amplificación de bandas con el iniciador KRPN2. Por lo que la identificación 

molecular de los aislados del CVCM con dicho iniciador específico no se pudo 

realizar satisfactoriamente, quedando la identidad de los mismos comprobada 

únicamente con las técnicas bioquímicas y morfológicas descritas 

anteriormente. La identificación de los aislados LMV08 y LMV14 se logró 

inequívocamente mediante la implementación de pruebas bioquímicas y la 

PCR con iniciadores epecíficos.  

 

 

5.5. Postulados de Koch para X. hortorum pv. pelargonii 

La estimación de la patogenicidad de un agente infeccioso es importante para 

su identificación, pudiendo llegar incluso hasta el nivel de patovar. Para estimar 

la patogenicidad se debe inocular el patógeno en el tejido sano y evaluar el 

desarrollo de la enfermedad. En el caso de las Xanthomonas se recomienda la 

inoculación con el aislado mediante decapitado, asperjado o inyección (Ramos 

y Barbosa, 2005). A su vez, Álvez (2014) realizó la inoculación mediante 

inyección para X. albilineans en caña de azúcar. 

Con el objetivo de cumplir los postulados de Koch como requisito para la 

identificación final de la bacteria aislada de las hojas de geranio, se cultivaron 

in vitro microesquejes de geranio con el propósito de obtener vitroplantas y 

realizar las inoculaciones en las hojas libres de patógenos. El método de 

desinfección de los microesquejes no resultó apropiado, debido a que a los 
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pocos días de establecido el cultivo, se observaba una marcada contaminación 

tanto de bacterias como de hongos en los frascos de cultivo (Figura 18), así 

como también nos enfrentamos a una fuerte oxidación del tejido vegetal. Se 

intentó establecer el cultivo in vitro de esta especie vegetal en 6 oportunidades 

variando diversos parámetros como por ejemplo el tiempo en el que se dejaba 

el tejido en fungicida, pero mientras más abrasivo era el método de 

desinfección, mas daño se le hacía al tejido siendo esto igual de ineficiente y 

disminuyendo notablemente la capacidad de regeneración de los tejidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo tanto, se realizó el cumplimiento de los postulados de Koch en hojas de 

geranio de una planta sana mantenida en condición de vivero, libre de los 

síntomas de la bacteriosis característica producida por X. hortorum pv. 

pelargonii (Figura 19). 

 

Figura 18: Contaminación presentada en los 

microesquejes de geranio cultivados in vitro. 
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Además también se realizó el ensayo en discos de hojas de geranio, con el fin 

de determinar si existe alguna diferencia cuando la bacteria entra e invade el 

tejido xilemático, y cuando ésta entra a través de heridas, en contacto directo 

con el tejido foliar. En este caso, también se utilizaron discos control sin inóculo 

bacteriano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Establecimiento del patosistema en cámaras húmedas con hojas de 

geranio inoculadas con el aislado LMV14 (1-10). Control: Inoculada con caldo LB.  

Figura 20: Discos de hojas de geranio en cámaras húmedas, las cuáles fueron 

inoculadas al cortarlas con un sacabocado impregnado en la solución bacteriana 

(1-9). Control: sacabocado impregnado en caldo LB. 
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En el transcurso de los días, se fueron observando los síntomas de la 

enfermedad conforme éstos fueron apareciendo, el resultado final para ambos 

casos, tanto en hojas completas como en los discos, fue una necrosis total del 

tejido foliar. (Figura 21)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Lesiones 

típicas de bacteriosis 

presentes en discos de 

hojas de geranio 

inoculadas con la 

bacteria LMV14 

identificada como X. 

hortorum pv. pelargonii . 

a) y b): control sin inóculo  

0 y 10 días post 

inpoculación 

respectivamente.c) 4 dpi 

d) 6 dpi e) 8 dpi f) 10 dpi  

(dpi: días post 

inoculación). 

Figura 21 Necrosis observadas en hojas de geranio inoculadas con X. 

hortorum pv. Pelargonii. A) Control sin inóculo B) 3 días post inoculación c) 

10 días post inoculación 
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Luego de transcurridos diez días del día de infección de las hojas de geranio, y 

observada la clorosis y posterior necrosis total de todas las hojas infectadas 

(Figura 22), se realizó un macerado de las mismas con caldo de medio semi- 

selectivo D5. Las colonias crecidas en este caldo se aislaron en agar LB y en 

agar D5; aquellas colonias amarillas de bordes convexos fueron separadas de 

las demás colonias encontradas y posteriormente fueron sometidas a tinción de 

Gram y a las mismas pruebas bioquímicas seleccionadas en este estudio para 

corroborar que se tratara de la misma bacteria con la que fueron inoculadas las 

hojas de geranio. Estas pruebas bioquímicas realizadas en el organismo re-

aislado cuyas características morfológicas eran similares a las de la bacteria 

inoculada inicialmente, arrojaron los mismos resultados que las pruebas 

bioquímicas realizadas para la identificación de la bacteria (Figura 23). De esta 

manera, tanto la sintomatología como el perfil bioquímico, permitió corroborar la 

identidad de la bacteria, así como lo reportan distintos autores (Alvez, 2014; 

Sánchez, 2011).  

 

 

 

 

Así mismo, se realizó la extracción de DNA de la bacteria reaislada y la PCR 

con los iniciadores específicos P1 y P2, bajo las mismas condiciones descritas 

anteriormente según Manulis y colaboradores (1994), observándose la banda 

específica para X. hortorum pv. pelargonii de 1,2 kb (Figura 24). 

Figura 23: Resultados de 

pruebas bioquímicas 

realizadas a la bacteria 

reaislada de las hojas de 

geranio inoculadas con el 

aislado LMV14 a) Citrato 

positiva, b) Gram-, c) Kligler 

Alc/Alc, d) Indol negativo e) 

Crecimiento en agar D5 

positivo. 
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En el ámbito de la preservación de las plantas, la aplicación de técnicas de 

diagnóstico que implican estudios inmunológicos y/o detección basada en la 

reacción en cadena de la polimerasa, han proporcionado herramientas muy 

útiles y necesarias para el diagnóstico de enfermedades (Alvez, 2014). El uso 

de una única técnica metodología no es suficiente para la identificación de un 

patógeno, por lo que se han establecido protocolos en los cuales se deben 

utilizar conjuntamente pruebas morfológicas, bioquímicas, moleculares, 

fisiológicas, serológicas y de patogenicidad que garanticen la identidad de la 

cepa de estudio (Jaradat y col., 2009). Con los postulados de Koch 

comprobados para el aislado LMV14, en este trabajo se siguió la metodología 

recomendada por estos autores logrando la identificación definitiva y veraz de 

la bacteria X. hortorum pv pelargonii. 

 

El estudio de los fitopatógenos bacterianos, ha contribuido al avance de las 

técnicas y prácticas de control de enfermedades, así como también ha tenido 

aportes significativos en cuanto al desarrollo de productos comerciales y 

Figura 24: Registro fotográfico 

de electroforesis de las 

amplificaciones por PCR, 

empleando iniciadores 

específicos P1 y P2. Carril M: 

marcador de tamaño molecular 

1kb. Carriles: A) LMV14 B) 

Bacteria reaislada de geranio 

C) E.coli Carril D: control de 

reactivos. 
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tecnologías innovadoras, como el mejoramiento vegetal y la ingeniería 

genética. Proyectos de investigación de interés nacional, como el programa de 

certificación de semillas, son sumamente importantes para la detección y 

control de las enfermedades de las plantas, que generan pérdidas en la 

economía del país traducidas en la disminución de los productos agrícolas 

nacionales. En este sentido, es importante destacar el aporte al país de este 

proyecto de investigación, cuya versatilidad en el uso integrado de técnicas 

morfológicas, bioquímicas y moleculares para la identificación del agente 

patógeno, así como el cumplimiento de los postulados de Koch; garantizan la 

identidad de la cepa en estudio. Ya que no se pueden tomar las medidas de 

control adecuadas en el tiempo sin la identificación fiable del patógeno 

causante de la enfermedad, 
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CONCLUSIONES 

 Del macerado de hojas de geranio con síntomas de bacteriosis se logró 

aislar una bacteria Gram negativa. Los resultados de las pruebas 

morfológicas, bioquímicas y moleculares permitieron identificarla como X. 

hortorum pv. pelargonii. 

 La identidad de las cepas obtenidas en el CVCM fue corroborada en esta 

investigación mediante técnicas bioquímicas, observándose características 

similares a las reportadas para X. campestris. 

 Mediante la genotipificación con ERIC-PCR y BOX-PCR, se observó que las 

cepas CVCM 2063 y CVCM 2065 identificadas previamente como X. 

campestris presentan bandas del mismo tamaño, por lo que se presume que 

están relacionadas entre sí. Mientras que las demás cepas objeto de 

estudio, CVCM 2059, CVCM 2093, LMV14, LMV08 y E. coli no están 

relacionadas, perteneciendo estas a diferentes patovares y/o especies. 

 Desafortunadamente, por motivos de contaminación recurrente, no pudimos 

valernos del cultivo in vitro para el cumplimiento de los postulados de Koch. 

Por lo que se realizó de la manera convencional, utilizando plantas sanas 

mantenidas en condiciones de vivero de manera satisfactoria. Estos 

postulados realizados como requisito para la identificación fiable del aislado 

LMV14, fueron cumplidos a cabalidad. De manera que al ser inoculadas 

hojas sanas con el aislado bacteriano, se produjeron los síntomas típicos de 

la enfermedad causada por X. hortorum pv. pelargonii; luego al ser re-

aislada la bacteria del macerado de hojas enfermas y sometida a pruebas 

morfológicas, bioquímicas y moleculares se logró la identificación definitiva 

del aislado LMV14 como X. hortorum pv. pelargonii.  
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RECOMENDACIONES 

 Se recomienda complementar el diagnóstico bioquímico convencional de 

las bacterias con la técnica de PCR mediante los iniciadores específicos, 

así como secuenciar los productos del PCR rRNA 16S para la 

identificación definitiva de las cepas obtenidas en el CVCM. 

 Se recomienda el establecimiento del cultivo in vitro como sistema para 

obtener material vegetal bajo condiciones controladas y  asepsia, y así 

llevar a cabo el cumplimiento de los postulados de Koch. El cultivo in 

vitro de tejidos vegetales sigue a la vanguardia al ser altamente eficiente 

para el estudio de la interacción del patógeno con su hospedador. 
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