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RESUMEN

En busqueda del método mas efectivo, que se
ajuste a las condiciones y recursos a nivel de
laboratorio, se compararon dos metodologias
para la identificacion de la bacteria Xanthomonas
phaseoli en semillas de caraota (Phaseolus
vulgaris L.). Las semillas analizadas provenian de
plantas de 28 accesiones previamente inoculadas
en condiciones de umbraculo. Se utilizé el método
convencional de bacteriologia, realizandose
estudios morfolégicos, pruebas fisiologicas y
bioquimicas, en colonias puras de bacterias con
24 horas de crecimiento, obtenidas de la siembra
directa en agar nutritivo, de las semillas tratadas en
dos condiciones: sin desinfectar y desinfectadas.
Se empleo la técnica de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa como método molecular. Con
la utilizacion del método convencional solo se
logré detectar la presencia de la bacteria en dos
accesiones, mientras que con el método molecular
se identifico en 18, del total de 28 accesiones. El
método convencional utilizado fue menos efectivo
porque se requiere mayor tiempo para el analisis
de una muestra, en comparacion con el método
molecular, aunque el costo de este ultimo es mas
elevado.
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ABSTRACT

According to laboratory condition and resources,
two methodologies were compared in order to
identify the most effective method to detect the
presence of common bacterial blight caused
by Xanthomonas phaseoli in black bean seeds
(Phaseolus vulgaris L.). The seeds were taken
from 28 accessions of plants previously inoculated
under greenhouse conditions. Conventional
methods, including morphological, physiological
and biochemical tests, using 24 hours pure bacteria
colonies, obtained directly from seedlings grown
on nutrient agar from seeds treated in disinfected
and non-disinfected conditions were performed;
also the molecular technique of polymerase chain
reaction. The conventional method permitted
the detection of the bacterial pathogen in two
accessions of seeds, whereas 18 were identified
with the molecular method. The conventional
method was less effective and required longer time
for results compared to the molecular method, with
higher cost.
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INTRODUCCION

La caraota, Phaseolus vulgaris L., es una de
las principales leguminosas de grano que se
consume en Venezuela. Su importancia radica
en su beneficio como fuente de proteina y
otros nutrientes, necesarios en la alimentacion
humana. Segun cifras del Ministerio del Poder
Popular para la Agricultura y Tierras (MPPAT),
en el ano 2014, la superficie cosechada de este
rubro fue de 7616 ha, con una produccién de
6191 t, representando un rendimiento de 813
kg.ha.

Esta leguminosa se cultiva en casi todos
los estados del pais, en una multiplicidad de
ambientes, comprendidos en zonas desde 150
a 2000 msnm, temperaturas de 15 a 27 °C,
precipitaciones de 300 y 500 mm de agua de
lluvia por ciclo y suelos franco-arenosos o franco-
limosos, profundos, fértiles, con pH entre 5,5y 7,0
(Pérez et al., 2013 y Morros, 2001).

La caraota se propaga por semilla, siendo
necesario tener en cuenta la calidad de la
misma para el éxito del cultivo. Pueden ser un
medio ideal para el transporte de patdégenos
de origen fungico, viral, bacterial e inclusive de
nematodos, que afectan la germinacién y, como
consecuencia, la emergencia y poblacion final
de plantas; o bien, causar problemas patologicos
en los cultivos una vez establecidos. Igualmente,
pueden diseminar enfermedades a regiones
donde estaban ausentes (Montoya-Estrada y
Castafo-Zapata, 2009).

La incidencia de enfermedades es uno de
los factores que limita la produccion del
cultivo de caraota, por cuanto la ocurrencia e
importancia econémica de las mismas varian
considerablemente en las diferentes zonas
climaticas y en los sistemas de produccion
(Cruz-Izquierdo et al., 2001).

En Venezuela, desde 1980, se ha sehalado la
presencia de microorganismos patégenos como
hongos, virus y bacterias en la mayoria de las
clases de semillas de fabaceas estudiadas,
incluyendo: certificada, registrada, fundacion y
experimental o genética (Truijillo, 1989).

Una de las principales enfermedades que afecta
a la caraota es la bacteriosis comun causada
por Xanthomonas phaseoli, la cual se propaga
por semilla, lo que reduce los rendimientos de
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40 a 45% en la produccion de grano y disminuye
la calidad de la semilla (Cruz-lzquierdo et al.,
2001; Lagarde et al., 2010; Mutlu et al., 2008 y
Nunes et al., 2008).

Sutton y Wallen (1970), realizando estudios
epidemiolégicos sobre X. campestres pv.
phaseoli, demostraron que la presencia de
una semilla de caraota infestada en un lote
de 1000 semillas es suficiente para ocasionar
una epidemia. Karavina et al. (2008), reportan
que Xanthomona ssp. puede sobrevivir hasta
quince anos en semillas de caraota, lo que
ocasiona entre 10 y 50% de pérdidas. Saettler
(1991) sefala que el primordial medio de
sobrevivencia de la bacteria X. phaseoli es
la semilla contaminada, y puede mantenerse
interna o externamente sobre ésta, siendo un
medio efectivo de diseminacion local y a larga
distancia de este patdgeno; ademas constituye
la principal fuente de inéculo primario.

Existen diferentes metodologias paraladeteccion
de X. phaseoli en la semilla, que van desde las
mas sencillas, como siembra en suelo estéril
y observacion del crecimiento de las plantas
(poco eficiente), hasta las mas sofisticadas
que incluyen utilizacion de medios selectivos,
técnicas moleculares y serolégicas, que son de
mayor eficiencia, pero acarrean mayores costos
(Roth, 1995 y Truijillo et al., 2005).

En la identificacion de bacterias en semillas
de caraota, el Laboratorio de Bacteriologia de
Proteccion Vegetal del Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas (INIA), en Maracay,
estado Aragua, utiliza como metodologia
la siembra directa de las semillas en agar
nutritivo, en dos condiciones: desinfectadas y
sin desinfectar. Posteriormente, se efectua el
aislamiento, purificacion e identificacion de las
colonias de bacterias, a las cuales se le realizan
las pruebas determinadas por Schaad et al.
(2001).

Lametodologia de siembra directa de las semillas
sobre medios de crecimiento semisélidos para
la obtencién de patdégenos bacterianos, ha sido
cuestionada por diferentes autores, entre ellos
Trujillo (1998) y Trujillo et al. (2005), quienes
sefalan que en las semillas existen muchos
microorganismos contaminantes que crecen
a una velocidad superior al de las bacterias
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fitopatdbgenas, enmascarandolas y haciendo
dificil su aislamiento.

Existen herramientas de diagnéstico
molecular de microorganismos fitopatdgenos,
principalmente la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
basada en los genes ribosomales. La técnica de
PCR es rapida, econdmica y permite producir un
gran numero de copias de moléculas de ADN via
catalisis enzimatica, para mostrar diferencias en
secuencias de genes del ARN ribosomal (rARN)
o ADN mitocondrial (mADN), segun Guzman-
Piedrahita et al., 2009.

Audy et al. (1994) desarrollaron un
procedimiento rapido para la identificacion de
X. phaseoli, basado en la reaccidon en cadena
de la polimerasa, disefiando iniciadores para
amplificar regiones especificas del ADN del
plasmido de Xanthomonas, obteniendo un
fragmento de 730 pb. Por su parte, Toth et al.
(1998), disenaron iniciadores especificos para
una rapida diferenciacion de X. campestres
pv phaseoli var fuscans con un fragmento de
450 pb, tipo SCAR (secuencias caracterizadas
de regiones amplificadas), tal fragmento
corresponde a una secuencia de ADN genémico
de la bacteria, detectado como una banda
especifica a través de RAPDs (Birch et al,
1997). Estos ultimos utilizados por Sanchez
(2012) para la caracterizacion de aislamientos de
X. albilineans, obteniendo distintos fragmentos
amplificados entre 200 y 1200 pb, segun los
aislamientos de la bacteria.

La presente investigacion tuvo por objetivo
comparar la efectividad de dos métodos para la
deteccion de la bacteria X. phaseoli en semillas
de caraota provenientes de plantas inoculadas
en condiciones de umbraculo.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé6 en Maracay, estado
Aragua en el Laboratorio de Bacteriologia
ubicado en el area de Proteccion Vegetal
del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias adscrito al Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA-CENIAP);
en conjunto con el Laboratorio de Genética
Molecular (LGM) del Centro de Investigaciones
en Biotecnologia Agricola (CIBA) perteneciente
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al Instituto de Genética, Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela.

Material vegetal

El material estuvo constituido por semillas de
caraota cosechadas (Cuadro 1) de 28 accesiones,
provenientes de un ensayo en condiciones
de umbraculo, donde las plantas habian sido
inoculadas con la bacteria X. phaseoli, obtenida del
Laboratorio de Bacteriologia de Proteccion Vegetal
del INIA-CENIAP e identificada como la cepa
Tucutunemo de los Valles de Aragua, siguiendo el
procedimiento de Lagarde et al. (2010).

Método convencional de bacteriologia

Se utiliz6 el método de siembra directa. Las
semillas fueron tratadas en dos condiciones:
un primer grupo, sin desinfectar (SSD) y un
segundo grupo desinfectadas (SD). En el caso
de las semillas desinfectadas, fueron tratadas
con hipoclorito de sodio al 1,5%, durante dos
minutos y luego lavadas con agua destilada
estéril. Se utilizaron placas de petri de 9 cm
de diametro, con agar nutritivo (AN), donde
se colocaron ambos grupos de semillas. El
nuamero de semillas por placa no fue superior a
10 y dependié del tamano de las mismas; todo
este proceso se realizé en una camara de flujo
laminar. Las placas de petri con las semillas
se colocaron en una incubadora a 28 °C. Se
realizaron observaciones de las placas, en un
microscopio estereoscopico, a las 24 y 48 horas
de incubacion. Las bacterias que se observaron
a las 24 horas correspondieron a sapréfitas y
las que se observaron a partir de las 48 horas
fueron patogénicas.

Para el aislamiento, purificacién e identificacion
de las colonias de bacterias en crecimiento,
posibles Xanthomonas, se tomaron aquellas de
color amarillo claro y con un ansa de platino se
estriaron, en forma de zigzag, en platos de petri
conteniendo AN, luego se incubaron a 28 °C. A
las 24 horas de incubacion, se tomd una muestra
de las colonias en crecimiento y se estrié por
desgaste, para obtener colonias aisladas.
Consecutivamente, a las 24 horas después de
incubacién se tomaron colonias aisladas de color
amarillo claro que correspondié a la obtencion
de colonias puras o cultivo puro.
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Cuadro 1. Accesiones de cultivares de caraota (P. vulgaris L.) empleados para detectar la presencia

de la bacteria X. phaseoli por el método tradicional de bacteriologia y método PCR.

Accesion Accesiones del Banco G ] .

de Germoplasma enealogia Cultivar

1 Testigo resistente XAN 154 Testigo

2 Testigo susceptible Tacarigua Testigo
3 [-1984 MGM-01-98-007 Var. Local
4 [-1997 MGM-01-98-022 Var. Local
5 [-2019 MGM-02-99-06 Var. Local
6 [-2029 MGM-03-99-07 Var. Local
7 [-2043 MEM-01-00-08 Var. Local
8 [-2133 MGM-05-01-08 Var. Local
9 [-2139 DP-03-01-004 Var. Local
10 [-2152 MEM-03-01-10 Var. Local
11 [-2153 MEM-03-01-11 Var. Local
12 [-2162 CQ-04-01-01 Var. Local
|3 1-2164 CQ-05-01-02 Var. Local
14 1-2180 MS-03-01-09 Var. Local
15 [-2208 AB-02-01-017 Var. Local
16 [-2219 MEM-03-02-017 Var. Local
17 [-2222 MEM-03-02-022 Var. Local
18 [-2226 MGM-08-02-001 Var. Local
19 [-2231 MGM-08-02-010 Var. Local
20 [-2232 MGM-08-02-012 Var. Local
21 [-2239 MGM-08-02-026 Var. Local
22 [-2242 MGM-08-02-029 Var. Local
23 [-2245 MGM-08-02-032 Var. Local
24 1-2568 DP-06-06-103 Var. Local
25 [-2662 BAT-68 Linea CIAT

INIALBXMEMO0301014 Linea

26 UCV-150 150/M/M/M avanzada UCV
Xan154xMEM0301013/27/M/ Linea
27 Ucv-27 M/M/M/M avanzada UCV
8 UCV-56 Xan154xMEM0301013/56/M/ Linea

M/M/M/M

avanzada UCV

Var. Local= Variedad local
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Posteriormente, se le realizaron los estudios
morfolégicos, pruebas fisioldgicas y bioquimicas
para identificar la bacteria presente en las
semillas, siguiendo los procedimientos de rutina
del Laboratorio de Bacteriologia de Proteccién
Vegetal del INIA-CENIAP, segun la metodologia
de Schaad et al. (2001).

Método de técnicas moleculares

Extraccion de ADN gendémico. Las semillas
de cada accesion de caraota provenientes de
plantas inoculadas con la bacteria X. phaseoli,
en condiciones de umbraculo, fueron puestas
a germinar en papel absorbente previamente
humedecido con agua destilada. A los 3 dias
del proceso de germinacion, a las semillas
se les eliminé el tegumento y estas fueron
utilizadas para la extraccion de ADN siguiendo
la metodologia de Gepts y Clegg (1989), Gepts
et al. (1992) y Murray y Thompson (1980), con
algunas modificaciones implementadas en el
Laboratorio de Genética Molecular en el CIBA-
UCV (Castafieda, 2010).

Determinacién de la cuantificacién y calidad
del ADN obtenido. Lacantidady calidad del ADN
extraido se determino en gel de electroforesis de
agarosa al 1% en comparacion con el ADN fago
lambda no digerido de concentracién conocida.
Todas las muestras de extraccion fueron
incubadas a 37 °C con ARNasa durante 1 hora
para mejorar la calidad de las mismas y eliminar
el ARN.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se
utilizé la técnica de PCR especifica, utilizando
los iniciadores desarrollados por Audy et al.
(1994) y Toth et al. (1998), cuyas secuencias
se presentan en Cuadro 2. La prueba permite
detectar la presencia de la bacteria a través
de la amplificacién de un fragmento de 730pb
0 450pb, respectivamente; la no amplificacién
indica la ausencia del ADN de la bacteria en la
muestra.

Se utilizaron cuatro muestras de ADN de la
bacteria X. albilineans como control positivo
para la PCR (Sanchez, 2012). Las muestras
de ADN de las accesiones de caraota y de

Cuadro 2. Secuencia y tamafio de iniciadores utilizados para la amplificaciéon por PCR para
detectar la presencia de X. phaseoli en semillas de caraota.

Fuente Iniciador

Secuencia Tamano (pb)

X4-c  GGCAACACCCGATCCCTAAACAGG

Audy et al. (1994) 730
X4-e CGCCCGGAAGCACGATCCTCGAAG
Xf2 ATGGCTCAAGGAAAAACTTTCAGG
Toth et al. (1998) 450
Xf1 ACGCAAGACCCATCGTCATTC
Cuadro 3. Componentes empleados para la reaccién PCR.
Reactivo Concentracion inicial Concentracion final
Tampons 5X 1X
MgCl, 25mM 3mM
dNTP’s 20mM 0,2mM
Cebador directo e indirecto 50uM 1 UM
Albumina bovina (BSA) 5mg.mL"" 0,1 mg.mL"
GoTag® Flexi ADN 1U.uL" 0,2 U.uL!
ADN 5ng. L 1ng. pL’
Volumen Final 25 uL
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los controles positivos para la bacteria, fueron
preparadas a una concentracién de 5ng.uL".
Las condiciones de la mezcla de reaccion para
la PCR se presentan en el Cuadro 3.

La amplificacién por PCR fue realizada en un
termociclador Cycler® BIO-RAD Thermal Cycler,
en las siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 34 ciclos
de amplificacién a 94 °C por 1 min, hibridacién
a 60 °C por 30 segundos y extensién a 72 °C
por 2 min, seguida por un ciclo de extension a
72 °C por 10 min y un ciclo final a 14 °C durante
10 min.

Visualizacion de los productos de
amplificacion por PCR. La separacion de los
productos de amplificacién por PCR se realizd
a través de la técnica de electroforesis en gel
de agarosa 1,5%, tefiido con bromuro de etidio
0,00002%, durante 2 horas y media a 80 v y
25mA. El gel fue visualizado en el transiluminador
UV y fotografiado con analizador de imagenes
del Gel Doc (BIO-Rad).

Técnica convencional vs metodologia
molecular. La comparacién de la técnica
convencional y metodologia molecular utilizada
para detectar la presencia de la bacteria
X. phaseoli en las semillas de caraota se realizo
considerando la efectividad y eficiencia de cada
metodologia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de X. phaseoli a través de métodos
convencionales de bacteriologia

De acuerdo con el estudio morfolégico de
las bacterias de 24 horas de crecimiento, las
colonias puras fueron de color amarillo claro,
lisas, redondas con bordes enteros y apariencia
mucoide. Estas se identificaron en 6 de las 28
accesiones estudiadas, registradas como 7, 22,
24, 26, 27 y 28. Las colonias de bacterias que
presentaron las caracteristicas senaladas, se
obtuvieron de las semillas desinfectadas (SD)
de cada cultivar, indicando la presencia de la
bacteria en el interior de las semillas.

Este resultado confirma lo expuesto por Truijillo
(1989) sobre la diseminacién de bacterias
fitopatdgenas a través de la semilla. A fin
de confirmar la presencia de X. phaseoli, se
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realizaron las pruebas quimicas vy fisiologicas
correspondientes. En el resto de las accesiones
analizadas, no se observaron colonias con
caracteristicas tipicas de la bacteria en estudio.

En el Cuadro 4 se resumen los resultados
hallados para las pruebas quimicas vy
fisiologicas de aquellas bacterias obtenidas de
las semillas de las 6 accesiones mencionadas
anteriormente, asi como los resultados de la
pruebas que se esperarian para X. phaseoli
segun Schaad et al. (2001). Las muestras de las
accesiones 7'y 22 presentaron las caracteristicas
tipicas de X. phaseoli, pudiéndose concluir
que tales semillas estaban infectadas con
X. phaseoli, demostrando la translocacion de la
bacteria desde el punto de inoculacion en las
hojas cotiledonares hasta las semillas.

En el caso de la accesion 24, la bacteria presenté
resultado positivo de la prueba de respiracién
tanto en anaerobiosis como aerobiosis,
resultado no esperado para X. phaseoli, por
cuanto ésta solo debe crecer en condiciones
aerdbicas; esto explica una de las desventajas
del método convencional por no tener la
sensibilidad para la identificacion precisa de
algunos aislados bacterianos. Para las muestras
de las accesiones 26, 27 y 28, las pruebas no
son concluyentes. La prueba de catalasa resulté
negativa para la accesion 27 y en la prueba en
medio diferencial SX resultdé negativa en las
accesiones 26 y 28; sin embargo, estas pruebas
no son determinantes para la caracterizaciéon
final, se recomienda realizar pruebas adicionales
que permitan la identificacion precisa.

X. phaseoli se caracteriza por ser un bacilo Gram
negativo, aerébico, movil mediante un flagelo
polar. A nivel bioquimico, presenta reaccion de
la oxidasa negativa o débil, catalasa positiva, no
produce indol e hidroliza el Tween 80, produce
acido a partir de arabinosa, celobiosa, galactosa,
glucosa, manosa y trehalosa, también produce
H,S, proteodlisis de la leche e hidrolisis del
almidon.

Las colonias jovenes en placas de agar suelen
ser lisas, redondas con bordes enteros y
apariencia mucoide. La pigmentacién amarilla
debido a la xantomonadina (pigmentos
amarillos no solubles en agua) constituye una
de sus principales caracteristicas, pero no es
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determinante en la identificacion ya que existen
cepas no pigmentadas y ocasionalmente
mutantes no coloreados (Bradbury, 1984; Noval,
1991; Schaad et al., 2001 y Saettler, 1991).

Identificacion de X. Phaseoli por técnicas
moleculares

Una vez realizada la extraccion de ADN de
las semillas de las 28 accesiones de caraota
para identificar la presencia de X. phaseoli, se
verificé la cantidad y calidad del ADN obtenido,
obteniéndose entre 5 y 100 ng.uL’'. En tales
muestras estaria presente el ADN de la planta y
posiblemente de la bacteria.

Los ADN de las accesiones de caraota a una
concentracién de 5 ng.uL' mas los ADN de la
bacteria X. albilineans, utilizados como control
positivo, aigual concentracion, fueron empleados
para obtener las muestras amplificadas
mediante la (PCR) para las regiones especificas
determinadas por Audy et al. (1994) y Toth et al.
(1998).

En el caso de la prueba disefiada por Audy
et al. (1994), en la Figura 1 se presentan los
productos de amplificacidon para cada accesion,
observandose la amplificacion superior de
un fragmento de 750pb en la mayoria de las
muestras analizadas (64,3%) provenientes de
semillas de caraota. Este resultado demuestra
que la bacteria no se disemind de manera similar
en las accesiones evaluadas. En el caso de X.
albilineans se observa amplificacion de bandas
de otras tallas similares a las observadas por
Sanchez (2012).

En la Figura 2 se presentan los productos de
amplificacion obtenidos para los iniciadores
Xf1-Xf2 (Toth et al., 1998) visualizados en gel
de agarosa 1,5% en presencia de bromuro de
etidio. En la misma, se observa en general la
amplificacion de fragmentos entre 200 y 1200pb
en todas las muestras evaluadas, similares a
las obtenidas por Sanchez (2012); sin embargo,
no propias a la banda esperada de 450pb para
X. phaseoli var. Fuscans, segun lo reportado por
Toth et al. (1998); lo que indica que las muestras
no corresponden a ese tipo del patéogeno. Esta
prueba deberia tomarse como un complemento
de la anterior, ya que permite la identificacion de
la presencia de X. phaseoli.

Del total de las 28 muestras analizadas por la
técnica molecular, 18 revelaron evidencias de
la presencia de la bacteria en las semillas de
las plantas inoculadas, demostrando asi la
translocacion de la bacteria desde el punto de
inoculacion hasta las semillas.

Lapresenciadel ADN de la bacteria fue detectado
tanto en cultivares locales, lineas avanzadas,
el testigo resistente (XAN154) y el susceptible
(‘Tacarigua’), tal resultado indica que la reaccion
de resistencia o susceptibilidad no se relaciona
con la presencia o no de la bacteria en el tejido
vegetal. Los resultados obtenidos por Cafati y
Saettler (1980) y Contreras et al. (2001) sefalan
al respecto, la cantidad de células bacterianas
que logran sobrevivir y causar los sintomas.
De esta manera, a fin de distinguir genotipos
susceptibles y resistentes seria necesaria una
prueba molecular de tipo cuantitativa.

123456 78910111213141516171819 202122 2324 2526 2723 293031 3233

750 pb

CONTROLES
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Figura 1. Visualizacion de los productos de amplificacion PCR iniciadores X4-
e-X4-c (Audy et al., 1994) en gel de agarosa 1,5%. Marcador de 50pb
(pozo 1); controles positivos de X. albilineans (pozos 2-5); ADN extraido de 28
muestras de semillas provenientes de plantas inoculadas con X. phaseoli de
28 accesiones de caraota (pozos 6 al 33).
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Figura 2. Visualizacién de los productos de amplificacion PCR iniciadores SCAR Xf1-Xf2 en gel
de agarosa 1,5%. Marcador de 50pb (pozo 1); controles positivos de X. albilineans
(pozos 2-5); ADN extraido de 28 muestras de semillas provenientes de plantas
inoculadas con X. phaseoli de 28 accesiones de caraota.

Método convencional vs. Molecular

La comparacion de ambas metodologias se
realizdé considerando la eficacia, al detectar la
presencia de labacteria y su eficiencia medida en
tiempo y recursos necesarios para la obtencion
de resultados. En cuanto al primer aspecto,
en el Cuadro 5 se presentan los resultados de
identificacion de la presencia de la bacteria
X. phaseoli con el uso de las metodologias
convencionales y moleculares de 28 muestras
de semillas de caraota obtenidas de plantas
inoculadas con X. phaseoli.

En el mismo, se destaca la baja efectividad del
método convencional utilizado para detectar la
presencia de la bacteria en cuanto al niumero
de muestras (2), en comparacion al método
molecular con 18 muestras; al respecto Audy
et al. (1994) encontraron que la técnica de PCR
por ellos desarrollada era capaz de detectar
la presencia de cantidades muy pequeias del
ADN de la bacteria, correspondiente a 10cfu,
haciéndola mucho mas sensible.

Para las muestras 26, 27 y 28 las distintas
pruebas bioquimicas no coincidieron en su
totalidad con lo esperado para X. phaseoli
(Cuadro 5), por lo que se indica que no fueron
concluyentes en cuanto a la presencia de la
bacteria en las semillas de tales genotipos. En
el caso particular de la accesion 27, se detecté
la presencia de la bacteria mediante la prueba
molecular. Estos 3 genotipos de caraota son
producto de un programa de mejoramiento
genético para resistencia a la bacteriosis
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comun, con la introduccion de un simple gen de
resistencia procedente de la accesion XAN154
(Ramis et al, 2008), por lo que manifiestan
menores sintomas tanto en campo como bajo
inoculacion dirigida (Castafieda, 2010).

Estudios anteriores han demostrado que
en genotipos resistentes, X. phaseoli puede
sobrevivir en los tejidos de plantas infectadas
sin que se presenten sintomas (Cafati y Saettler,
1980). Por otra parte, Contreras et al. (2001)
comparando genotipos de caraota resistentes,
moderadamente resistentes y susceptibles a
X. phaseoli observaron la presencia de la
bacteria en menor cantidad en relacién a la
mayor resistencia. Siendo asi, una prueba
sensible como la PCR es capaz de detectar
la presencia de bajas cantidades del ADN de
la bacteria que las pruebas convencionales
no pudieran demostrar. Estos resultados han
sido sefialados por Trujillo et al. (2005) quienes
indican que es indispensable la prueba de
reinoculacion en plantas a fin corroborar la
identificacion del agente causal. Esto requiere
de un mayor tiempo y recursos.

Por su parte, en el Cuadro 6 se presenta la
comparacion de las metodologias, convencional
y molecular, para la deteccion de la presencia
de X. phaseoli en semillas de caraota en cuanto
al tiempo y costo requerido para el analisis de
una muestra. En el mismo, se evidencia que
aunque el costo del analisis molecular es mayor,
el tiempo para obtener resultados es mucho
menor. Toth et al. (1998) indican que la técnica
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Cuadro 5. Presencia (+) o ausencia (-) de X. phaseoli identificada con el uso de metodologias
convencionales y moleculares, en muestras de semillas de caraota obtenidas de

plantas inoculadas con la bacteria.

Muestra Nomenclatura : Metodos
Convencional Molecular
1 XAN 154 - +
2 Tacarigua - -
3 MGM-01-98-007 - +
4 MGM-01-98-022 - -
5 MGM-02-99-06 - +
6 MGM-03-99-07 - +
7 MEM-01-00-08 + +
8 MEM-01-00-08 - +
9 DP-03-01-004 - +
10 MEM-03-01-10 - -
11 MEM-03-01-11 - +
12 CQ-04-01-01 - -
13 CQ-05-01-02 - -
14 MS-03-01-09 - -
15 AB-02-01-017 - +
16 MEM-03-02-017 - +
17 MEM-03-02-022 - +
18 MGM-08-02-001 - +
19 MGM-08-02-010 - +
20 MGM-08-02-012 - +
21 MGM-08-02-026 - -
22 MGM-08-02-029 + +
23 MGM-08-02-032 - -
24 DP-06-06-103 - +
25 BAT-68 - +
26 UCV 150 no concluyente -
27 ucv 27 no concluyente +
28 UCV 56 no concluyente -

Numero de muestras con presencia de X. phaseoli

detectada.
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2

18
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Cuadro 6. Comparacion de las metodologias convencional y molecular para la deteccion de
la presencia de X. phaseoli en semillas de caraota en cuanto al tiempo y costo
requerido para el analisis de una muestra.

Métodos Tiempo (dias) Costo (Bs/muestra) Ao 2015
Convencional De7a15 239,68*
Molecular 3 2.500**

*Laboratorio de Bacteriologia de Proteccién Vegetal del INIA-CENIAP. **Laboratorio de Genética
Molecular del CIBA, adscrito al Instituto de Genética de la Facultad de Agronomia, UCV.

de PCR reduce significativamente el tiempo
requerido para detectar X. c. pv. phaseoliy X. c.
pv. Phaseoli var. Fuscans; este método permite
una detecciéon mas sensible, rapida y especifica.

La sensibilidad del método depende, en gran
medida, de la deteccion de la bacteria. Los
estudios morfologicos conjuntamente con las
pruebas fisioldgicas y bioquimicas, pueden
determinar ciertas caracteristicas en respuesta a
los procesos funcionales de la célula bacteriana.

Sin embargo, el estudio del ADN mediante
pruebas moleculares es mucho mas preciso, ya
que tiene mayor sensibilidad para caracterizar
a la bacteria mediante la molécula de ADN.
También la patogenicidad de la cepa esta
condicionada a la incidencia que pueda tener
la bacteriosis en ese momento, en las semillas
del germoplasma, por lo cual no permita ser
detectada por las técnicas convencionales de
identificacién de bacterias fitopatdgenas.

CONCLUSIONES

Se evaluaron 28 accesiones de semilla de
caraota para detectar X. phaseoli a través de
dos metodologias: convencional y molecular.
La metodologia convencional sefiala que dos
accesiones presentaron la bacteria y con el
método molecular se identificaron 18 muestras
con la presencia de X. phaseoli.

El método convencional, que presenta menor
costo, fue menos efectivo que el método
molecular para detectar la presencia de
X. phaseoli en semillas de caraota, el cual tiene
mayor costo y rapido tiempo de respuesta.

Los resultados demostraron la presencia de
la bacteria X. phaseoli en semillas de plantas
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inoculadas, siendo ésta la principal forma de
diseminacion de la enfermedad; por lo que
se considera de vital importancia contar con
una técnica de deteccidon confiable para los
programas de multiplicacién de semilla y para
los programas de mejoramiento genético.
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