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Resumen: Las leguminosas representan un importante rubro en la alimentaciéon humana y animal, pero su cultivo estd limitado por
factores abidticos y bidticos. Para la certificacion de semillas, la ausencia de patdgenos es un requisito fundamental. Entre estos, las
bacterias fitopatdgenas transmitidas por semillas representan una amenaza. En el laboratorio, para la prueba de patologia de semilla se
utiliza como rutina el método estandar de papel secante, incluido en las reglas de la International Seed Testing Association (ISTA). Este
protocolo permite el monitoreo del desarrollo de patogenos durante la germinacion y crecimiento inicial de las plantulas. En un lote de
semillas de frijol chino y frijol pico negro (ambos pertenecientes al género Vigna), se observé un marchitamiento atipico de las plantulas,
procediéndose a la identificacion del agente etioldgico. A partir de las plantulas sintomaticas, se aislaron colonias bacterianas de color
amarillo, cuya caracterizacion se basé en criterios morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos, permitiendo la identificacion del patdgeno
como Xanthomonas fuscans subsp. fuscans, lo que constituye el primer reporte en especies de frijoles del género Vigna en Venezuela.

Palabras clave: Vigna sp., diagnostico fitopatoldgico, tizon bacteriano, semillas de frijol chino, semillas de frijol pico negro.

Identification of the causal agent of seedling rot in mung beans and black-eyed pea
in Portuguesa State, Venezuela

Abstract: Legumes represent an important component of human and animal nutrition, but their cultivation is limited both by abiotic and
biotic factors. For seed certification, the absence of pathogens is a fundamental requirement. Among these, seed-borne phytopathogenic
bacteria pose a threat. In the laboratory, the standard blotting paper method, included in the rules of the International Seed Testing
Association (ISTA), is routinely used for seed pathology testing. This protocol allows the monitoring of pathogen development during
germination and initial seedling growth. In a batch of mung bean and black bean seeds (both belonging to the Vigna genus), atypical
seedling wilting was observed, leading to the identification of the etiological agent. From the symptomatic seedlings, yellow bacterial
colonies were isolated and characterized based on morphological, physiological, and biochemical criteria, allowing the pathogen
identification as Xanthomonas fuscans subsp. fuscans, which constitutes the first report in bean species of the Vigna genus in Venezuela.
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Introduccion

El género Vigna (Savi, 1824), perteneciente a la familia
Leguminosae, presenta una distribucion pantropical, con
mas de 80 especies distribuidas en el mundo. El género se
divide en seis subgéneros: Ceratotropis (Piper) Verdc.,
Haydonia (Wilczek) Verdc., Lasiospron (Benth.) Verdc.,
Plectotropis (Schum.) Baker, Sigmoidotropis (Piper)
Verde. y Vigna (Savi). El subgénero Macrorhynchus
Verdc., anteriormente incluido en el género Vigna, fue
transferido al género Wajira [1,2].

El subgénero Ceratotropis representa el grupo del
género Vigna, siendo el subgénero de mayor importancia
econdmica, ya que incluye cultivos alimentarios, forrajeros
y de cobertura. Se caracteriza por la presencia de una
estipula peltada, una bolsa en el pétalo izquierdo de la
quilla, el estilo se extiende mas alla del estigma a modo de
pico, pétalos de la quilla curvados hacia la izquierda en la
parte superior y granos de polen con una escultura
reticulada tosca. [3]

Segtin Hortus Third, Vigna difiere de Phaseolus en la
bioquimica y estructura del polen, asi como en detalles del
estilo y las estipulas. Vigna también se confunde
frecuentemente con el género Dolichos, pero ambos
difieren en la estructura del estigma. Las plantas del género
Vigna son hierbas o, en ocasiones, sub-arbustos. Las hojas
son pinnadas, divididas en tres foliolos. La inflorescencia
es un racimo de flores amarillas, azules o moradas. El fruto
es una vaina de legumbre de formas variadas que contiene
semillas. Entre las especies comestibles mas comunes se
encuentran la judia adzuki (V. angularis), el frijol negro (V.
mungo), el caupi (V. unguiculata, incluyendo la variedad
conocida como frijol de ojo negro) y el frijol mungo (V.
radiata). Cada una de estas leguminosas puede consumirse
entera, en pasta o como brotes [1].

El frijol es una leguminosa de importancia econémica en
Venezuela, por sus condiciones nutricionales y beneficio
en la sostenibilidad de los sistemas de produccioén. Sus
granos contienen entre 22 y 28 % de proteinas. Los frijoles
son utilizados como abonos verdes, coberturas vegetales en
siembra directa de cereales, rotacion de cultivos y
agricultura de sustento. Los frijoles son leguminosas que
fijan nitrégeno atmosférico para su desarrollo y aportan un
remanente al suelo para el cultivo posterior, minimizando
las necesidades de fertilizantes quimicos, lo que favorece
la disminucion del consumo de energia fosil y la emision
de gases de efecto invernadero [4].

En Venezuela se siembran un gran numero de variedades
de frijol como son el “Blanco Apure”, “Bayo”, “Chino o
mungo”, “Cuarentéon”, “Pico negro” (grano grande y
pequeiio) y “Blanco Unare”. Todas estas variedades

pertenecen a la especie V. unguiculata con excepcion del
frijol “mungo”, cuya especie es V. radiata. Las especies
mas consumidas son el frijol comun (V. unguiculata), el
quinchoncho (Cajanus cajan L. Millps) y la arveja (Pisum
sativim L.). El area de siembra del cultivo de frijol se ha
elevado en el estado Portuguesa a las localidades de Turén,
El Playon, El Aji, La Misién, El Gateao, Guanare y
Guanarito, siendo el frijol comun el de mayor superficie
de cultivo, seguido por la caraota (Phaseolus vulgaris L.)
en produccioén y consumo. Sus semillas son variadas en
forma y colores, con preferencia por los colores rojizo
“bayo”, crema con el hilum negro “ojo negro” y blanco [4].

Los cultivares mejorados de frijol se obtienen de la
seleccion de materiales criollos o de introducciones de
otros programas de mejoramiento. Las condiciones para la
produccion del frijol se ubican en: 1) la region llanera del
pais, la zona central, constituida por los estados Guarico,
Cojedes, Aragua, Carabobo y Miranda, con el 13 % de la
produccion nacional; 2) La zona occidental, formada por
los estados Portuguesa, Barinas, Yaracuy, Zulia y Lara,
con el 31 % de la produccion de frijol; 3) La zona oriental,
con los estados Monagas (estado mas productor con 26 %
de la produccion nacional), Sucre, Anzoategui, Nueva
Esparta y Delta Amacuro, con el 37 %; y 4) La zona sur,
conformada por los estados Apure, Bolivar y Amazonas,
siendo su contribucion a la produccion nacional del 19 %
[5].

La produccion de frijol en Venezuela se ha incrementado
en los tltimos afos de manera significativa, variando de
11986 t en 1998 a 42 000 t en 2021, predominando la
siembra de V. unguiculata, debido a su mayor consumo. El
principal productor de V. wunguiculata es el estado
Monagas, con 9 460 t., seguido de Portuguesa con 4 262 t.,
Guarico con 3 883 t. y Apure, que produjo 3 776 t. [1]. La
produccion de frijol mungo o frijol chino, se ubica en los
estados Portuguesa, Barinas y Cojedes, sembrandose el
95 % de esta leguminosa en el estado Portuguesa; es la
leguminosa mas sembrada en el estado y su utilizacion es
para la exportacion [6].

Los rendimientos del frijol mungo y el frijol pico negro
se reducen debido a causas de estrés abidticas, como
enfermedades, insectos, plagas, estrés hidrico,
temperaturas altas, estrés por salinidad y otros. Los
factores bioticos que limitan la productividad del frijol
mungo y pico negro incluyen malezas, enfermedades
fingicas, virales y bacterianas, siendo las mas peligrosas la
pudricion radical (Macrophomina phaseolina), el tizon
hilachoso (Rhizoctonia solani, Thanatephorus cucumeris),
el mildia polvoroso (Erysiphe polygoni), la mancha foliar
causada por Cercospora (Cercospora canescens) y la
antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum). Entre las
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enfermedades virales se encuentran el mosaico amarillo y
el virus del arrugamiento de la hoja. El frijol es afectado
por tres enfermedades bacterianas importantes: la mancha
foliar bacteriana (Xanthomonas campestris = axonopodis
pv. phaseoli), el tizon de halo (Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola), y la mancha marrén bacteriana causada por
Pseudomonas syringae pv. syringae. Estas enfermedades
bacterianas se transmiten por las semillas e infectan el
follaje y el tallo. [2]

No obstante, en pruebas de germinacion para frijol
mungo y pico negro se han manifestado efectos de los
factores biodticos, observandose, en muestras de semillas
provenientes de la localidad de Turén del estado
Portuguesa, plantulas con pudriciones en raices, tallos y
hojas cotiledonares con incidencias entre el 20-60 %, que
se manifiestan en las pruebas de germinaciéon para
certificacion. Por las razones anteriormente mencionadas,
el objetivo del presente trabajo fue determinar el agente
causal de los sintomas observados en las plantulas de frijol
mungo y pico negro.

Materiales y métodos

El diagnostico se realizd en el laboratorio de
fitopatologia del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA) Portuguesa, ubicado en Araure,
municipio Araure, estado Portuguesa Las muestras de frijol
chino y frijol pico negro se obtuvieron del laboratorio de
semillas del INIA Portuguesa, donde las muestras
ingresadas, provenientes de cavas de conservacion, son
previamente homogenizadas para la obtencion de la
muestra trabajo. Para la prueba de patologia de semillas de
rutina se utiliza el método del papel secante esterilizado,
que estd incluido en las Reglas Internacionales de
Aplicacion para el Analisis de Semillas (International Seed
Testing Association Rules, ISTA), Se usa este método en el
laboratorio como prueba para la determinacion del estado
sanitario de un lote de semillas, ya que es ampliamente
utilizado en la determinacion de gran cantidad de
patdgenos transmitidos por semillas; ademas, se aplica a
todo tipo de cereales, hortalizas, leguminosas, plantas
ornamentales y semillas forestales.

En el analisis rutinario de semillas en el laboratorio de
fitopatologia del INIA, se utilizd una muestra de 400
semillas, colocando las semillas en placas de Petri de 9 mm
que contienen tres capas de hojas de papel secantes como
sustrato, previamente esterilizadas en autoclave a 121 °Cy
15 psi por 20 min; luego, son rociadas con agua destilada
estéril. Las semillas sin tratamiento previo se colocaron a
razén de 25 semillas/placa, se incubaron en el laboratorio
durante 15 dias a 25 + 2 °C, bajo luz fluorescente blanca y
con ciclos alternos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Para
la evaluacion de patogenos asociados a las semillas se
permite el crecimiento de plantulas para la observacion de

sintomas de la enfermedad o signos de la presencia del
patdgeno, por lo tanto, se utiliza como método directo para
la evaluacion de los patdgenos asociados a las semillas.
Este método es directo porque permite el crecimiento de
plantulas, lo que facilita la observacion de los patdogenos en
el huésped vivo, determindndose la viabilidad de la
semilla. Con la ayuda de una lupa estereoscopica, se
realizan observaciones periddicas, para monitorear el
desarrollo y la viabilidad de la semilla.

Aislamiento de patogenos: Se extirpd tejido sintomatico
del tallo y la hoja de dos plantulas enfermas de frijol chino
y dos plantulas enfermas de frijol pico negro provenientes
de la prueba de papel secante. Los patdgenos sospechosos
se aislaron segun los procedimientos descritos por Schaad
[7]. Se transfirieron colonias individuales de cuatro
patdgenos sospechosos al medio de cultivo agar nutritivo
(AN) para garantizar que se obtuvieran colonias
bacterianas puras, y posteriormente se realizaron las
pruebas de patogenicidad en plantas de frijol chino y pico
negro.

Inoculacion: Las semillas utilizadas sin contaminacion se
cultivaron en invernadero y se aclimataron un dia antes de
la inoculacion, en condiciones controladas en camaras
htimedas. Las plantas se incubaron a 12 h de luza 28 °Cy
12 h de oscuridad a 24 °C, con una humedad relativa (HR)
del 95% durante todo el experimento. Antes de la
inoculacion, las colonias de cada aislamiento bacteriano se
sembraron en medio de cultivo AN y se incubaron a 25 °C
durante 48 h.

El inoculo se prepard utilizando cuatro cepas de
bacterias fitopatogenas aisladas de plantulas de frijol chino
y frijol pico negro que mostraron sintomas de pudricion.
Los aislamientos se cultivaron por separado en AN, se
incubaron a 28 °C durante 48 h, y utilizando agua destilada
estéril se prepard por separado una suspension acuosa con
una concentracion de 10° UFC mL! (escala de McFarland)
de cada cepa bacteriana.

pruecba de
patogenicidad, se sembraron cuatro semillas de una
variedad de frijol susceptible en macetas de 20 cm de

Pruebas de patogenicidad: Para la

diametro, y después de la emergencia se mantuvieron dos
plantas por maceta para la inoculacion. Los aislados
seleccionados obtenidos de cada muestra en los ensayos de
semillas se cultivaron en AN y luego se transfirieron a
caldo nutritivo (NB) e incubaron en un agitador durante 24
h a 25 °C. Las células se suspendieron en agua destilada
estéril y se ajustaron aproximadamente a 10° UFC ml-1.
Las plantas se rociaron con agua destilada estéril y se
cubrieron con bolsas plasticas para el establecimiento de
himeda antes de Ia

una camara inoculacion,

proporcionando condiciones favorables para la infeccion.
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Con el uso de un algodon estéril impregnado con la
suspension bacteriana se inocularon primero hojas
cotiledonares y posteriormente, al desarrollarse las hojas
verdaderas, se inocularon colocando en el envés del foliolo
el algodon a razén de una hoja por planta en la parte media
del follaje. Las plantas se evaluaron a partir de siete dias
después de la inoculacion, para determinar los sintomas de
la enfermedad en las plantulas y los patégenos sospechosos
se aislaron y caracterizaron a partir del tejido sintomatico,
para cumplir con los postulados de Koch.

Identificacion de cepas: Los aislamientos bacterianos se
sometieron a pruebas bioquimicas y fisiologicas estandar,
incluyendo la coloracion de Gram, prueba de KOH al 3 %,
presencia de pigmentos fluorescentes, produccién de
catalasa, la reduccion de nitratos, reacciones de ureasa y
oxidasa, metabolismo de la glucosa en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas, hidrolisis de esculina, utilizacion
de glicerol como tnica fuente de carbono, reaccién en
medio de leche de tornasol, hidrolisis de caseina, la
hidrélisis de Tween 80, la hidrdlisis del almidon y
produccion de acido a partir de arabinosa y glucosa en
medio de Dye [7].

Resultados y discusion

Durante los primeros dias, tras la germinacion de la
semilla, se observd en la raiz y el tallo una coloracién
marrén con un crecimiento reducido; al avanzar la
infeccion, los sintomas se extiendieron por el tallo a las
hojas cotiledonares y el punto de crecimiento apical,
mostrando posteriormente areas hundidas y acuosas con
secrecion bacteriana amarillenta, que causo la muerte de

las plantulas (Figura 1).

Figura 1. A) Plantulas de frijol provenientes de semillas infectadas
naturalmente, mostrando en la raiz y el tallo una coloracién marrén con
un crecimiento reducido. B) Sintomas en plantulas infectadas
naturalmente: el tallo, las hojas cotiledonares y el punto de crecimiento
apical muestran areas hundidas, acuosas y muerte de las plantulas.

Las plantulas crecidas de semillas infectadas mostraron
puntos de crecimiento dafiados, atrofiados o muertos y
tallos con areas acuosas. Si el inoculo bacteriano llega a la
xilema induce marchitez en la planta por obstruccion o

desintegracion de la pared celular. Asi mismo, la infeccion
de las semillas ocurre por penetracion de las bacterias a
través del pedicelo o sistema vascular de la vaina, pasando
al funiculo a través del rafe que conduce a la testa; también
ocurre por el micrdpilo, que sirve como punto de entrada
de la bacteria en la semilla [8].

Las plantas inoculadas con los aislamientos bacterianos
mostraron sintomas caracterizados por lesiones necroticas
en las hojas cotiledonares y verdaderas, entre 10 y 15 dias
después de la inoculacion. Las plantas control se
mantuvieron sanas. Es de resaltar que los sintomas
provocados por la bacteria son mas agresivos en plantulas
al comparase con los sintomas causados en plantas adultas.
Los re-aislamientos dieron como resultado colonias
bacterianas similares a las originales.

En las hojas, el sintoma del tizon comun bacteriano del
frijol se manifiesta como manchas acuosas, y evolucionan
a lesiones necrodticas secas y marrones rodeadas de un halo
amarillo; sintomas similares se manifestaron en las plantas
de frijol mungo y frijol pico negro, inoculadas
artificialmente con los aislamientos obtenidos de las
semillas (Figura 2). En condiciones naturales las manchas
se fusionan, causando un quemado, defoliacion y muerte
de la planta. Si la infeccién es sistémica, ocurre una
decoloracion marrén rojiza de las nervaduras con
apariencia acuosa de las areas intervenales. Los tallos
infectados muestran estrias longitudinales rojizas. [9].

Figura 2. A) Plantulas de frijol inoculadas con Xanthomonas fuscans
subsp. fiscans, mostrando la agresividad de la bacteria sobre las hojas
cotiledonares. B) Hoja verdadera de planta de frijol, mostrando los
sintomas del tizon comun bacteriano del frijol: manchas acuosas, con
centro necrotico de color marrén rodeada de un halo amarillo.

Los aislamientos y re-aislamientos bacterianos, después
de su incubacion en agar nutritivo glucosa (NGA) a 28 °C
durante 48-72 horas, y la realizacion de las pruebas de
identificacion, mostraron ser células bacterianas
gramnegativas, aerobicas y de forma bacilar (0,4-0,7 x 0,7-
1,8 um), con un solo flagelo polar, no fluorescentes, con
crecimiento mucoide en medio YDCA (Extracto de
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levadura, dextrosa, carbonato de calcio y agar).
Bioquimicamente, son catalasa positiva, oxidasa negativa,
incapaces de reducir los nitratos a nitritos. La bacteria
crecio a 35 °C, produjo H,S, toler6 cloruro de sodio a 2 %,
licué la gelatina, hidrolizé la esculina y el almidon y
produjo 4cido a partir de arabinosa, glucosa, manosa,
galactosa, celobiosa, fructosa y melobiosa. Ademas, la
bacteria crecid en el medio selectivo SX (medio selectivo
para Trichoderma spp.). Todas estas propiedades son
consistentes con las caracteristicas del género
Xanthomonas. [7].

Los resultados de las pruebas de cultivo, bioquimicas y
fisiologicas [7,8], confirmaron la identidad de la bacteria
aislada de plantulas de frijol chino y frijol pico negro como
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (sin. Xanthomonas
campestris pv. phaseoli “var. fuscans”) debido a que
ademas de las caracteristicas anteriores, se observo que las
cepas aisladas produjeron un pigmento color marrén en
medio de cultivo caracteristico de esta especie [9].

Se ha sefialado que el tizon comun bacteriano del frijol
es causado por los patdgenos denominados Xanthomonas
campestris pv. phaseoli (Xap) y su variante Xanthomonas
phaseoli var. fuscans (Xap var. fuscans), teniendo como
diferencia que esta ultima variante produce un pigmento
marrén en los medios de cultivo. Ambos patdgenos se
presentan en muchas regiones productoras de frijol del
mundo. Asi se ha reportado en algunas
investigaciones que las cepas de Xap y Xap var. fuscans,
aisladas a partir de hojas de frijol comun, son dificiles de
distinguir visualmente, ya que ambas producen sintomas
indistinguibles en las plantas de frijol. Ademas, las dos
cepas muestran un crecimiento similar en el medio YDCA.
El autor también inform6 que los aislados que muestran

mismo,

pigmentacion marréon en el medio KB (King B) se
identificaron como Xap var. fuscans (Figura 3) y la
pigmentacion amarilla se identificd como tipo comin Xap
[9,12-15].

Figura 3. Bacteria Xanthomonas fuscans subsp. fiscans, crecida en medio
YDCA, cuyas colonias son convexas, viscosas, con produccion de un
pigmento difusible.

Por esta razon, se han realizado numerosos estudios para
el establecimiento de las diferencias genéticas entre

especies y patovares de la misma especie de Xanthomonas;
sin embargo, la clasificacion taxondmica sigue estando en
debate. Las investigaciones que utilizan técnicas
moleculares como polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados por fluorescencia, polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP),
hibridacion ADN-ADN y polimorfismos de ADN
amplificados, identifican a los dos patovares como
genéticamente distintos. En general, X. axonopodis pv.
phaseoli es una bacteria aerdbica gramnegativa, no
formadora de esporas, con forma de baston y un solo
flagelo polar. Las colonias son amarillas, convexas y
viscosas en medios con glucosa. La variedad fuscans se
distingue por la produccion de un pigmento difusible
marrdn oscuro en los medios. Aparte de pruebas quimicas
sencillas, no existe un estudio bien organizado sobre las
dos cepas de Xanthomonas [9].

Con respecto a los dafios, todas las partes aéreas de las
plantas de frijol (plantula, hoja, tallo, vaina y semilla) son
afectadas por Xap var. fuscans y Xap. Los sintomas en las
vainas y/o las hojas son parecidos a los causados por otras
bacterias como Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola,
agente causante del tizéon de halo, y es dificil determinar
por un reconocimiento visual cual de estos patdgenos esta
presente [9]

Conclusion

El presente estudio mostrd que Xanthomonas fuscans
subsp. fuscans es el agente causal de la pudricion de las
plantulas de frijol mungo y frijol pico negro obtenidas a
partir de semillas infectadas naturalmente, provenientes del
estado Portuguesa de Venezuela. Este trabajo constituye el
primer reporte de Xanthomonas fuscans subsp. fuscans en
el pais.

Todo lo anterior debe conducir a que se realicen ensayos
sobre el control quimico, de cultivo y genético de la
bacteria Xanthomonas fuscans subsp. fuscans, causante de
la pudricion de plantulas de frijol chino (V. radiata) y frijol
pico negro (V. unguiculata), para mantener la capacidad
productiva y de exportacion de estos rubros.
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