
INTRODUCCIÓN

El género Xanthomonas representa una de las bac-
terias de mayor importancia epidemiológica en las zo-
nas tropicales.  Dentro de este género, la especie cam-
pestris tiene gran importancia económica en Puerto
Rico porque ataca cultivos comestibles y plantas orna-
mentales.  La clasificación de la especie campestris ha
sido motivo de estudios taxonómicos y se ha propuesto
cambiar la especie campestris a axonopodis. Por ende,
muchos patovares serán cambiados a este último grupo
de existir evidencia significativa que sustente el cambio
en la clasificación.

En Puerto Rico Xanthomonas campestris se ha
identificado causando daños de importancia en el culti-

vo del frijol común, Phaseolus vulgaris L. y en la plan-
ta ornamental Anthurium andreanum L. con  los pato-
vares phaseoli y dieffenbachiae, respectivamente.    

Dentro del patovar phaseoli se han informado 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 mela-
noide extracelular, el cual es difusible al medio de cul-
tivo.  Las enfermedades causadas por estas bacterias
son díficiles de distinguir bajo condiciones de campo y
el tipo fuscans puede perder la capacidad de perder me-
lanina, lo que haría díficil la diferenciación de ésta del
tipo común. Por otro lado, los cambios ambientales
afectan la sobrevivencia y viabilidad de las bacterias fi-
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RESUMEN

Estrategias para diferenciar Xanthomonas campestris
pv. phaseoli con sales inorgánicas.  Colonias de Xanthomo-
nas campestris pv. phaseoli (Xcp) aisladas de hojas de habi-
chuelas con síntomas de tizón común en Puerto Rico, Repú-
blica Dominicana y Costa Rica fueron caracterizadas como
patogénicas en hojas de Phaseolus vulgaris.  Sin embargo, és-
tas fueron clasificadas en los patovares phaseoli, vesicatoria,
carotae y xanthosoma por el sistema Biolog.  Las cepas de
Xcp crecidas en 2, 3, 5-Trifenil cloruro de tetrazolio (TTC)
mostraron colonias convexas, brillosas, lisas y de color rojo en
diferentes tamaños. TTC fue reducido por las cepas de Xcp a
un pigmento rojo intenso, un formazán de trifenilo.  No se en-
contraron diferencias en virulencia y tipos de colonias en las
cepas identificadas por pruebas de patogenicidad como Xcp.
Por otro lado, hubo diferencias en el tipo de colonia en culti-
vos bacterianos identificados como: Pseudomonas cissicola,
P. fulva, Corynebacterium, Rhodococcus, y Shingomonas.

ABSTRACT

Attempts to differentiate Xanthomonas campestris
pv. phaseoli using inorganic salts. Strains of Xanthomonas
campestris pv. phaseoli (Xcp) isolated from common blight
diseased bean leaves at Puerto Rico, Dominican Republic and
Costa Rica were determined as pathogenic on the common
bean, Phaseolus vulgaris.  The strains determined by
pathogenicity tests as pv. phaseoli were differentiated into
pathovars such as phaseoli, vesicatoria, carotae, and
xanthosoma by the use of the Biolog Identification System.
Strains grown in 2, 3, 5-triphenyl tetrazolium chloride (TTC)
showed a convex, shiny and smooth red pigment, a triphenyl
formazan.  No differences in virulence were found in the Xcp
strains identified by pathogenicity tests. Two colony types
were found in X. campestris. Also, colony types differences
were found with Pseudomonas cissicola, P. fulva,
Corynebacterium, Rhodococcus and Shingomonas.
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topatógenas e influyen en la dinámica de las comunida-
des microbianas.  Xanthomonas es una bacteria sapró-
fita facultativa por lo que los cambios ambientales pue-
den afectar directamente su sobrevivencia y provocar
cambios genéticos permanentes. El estrés bajo condi-
ciones de sobrevivencia puede afectar adversamente la
viabilidad de las bacterias, lo que ha estimulado la in-
vestigación al respecto. Algunos investigadores reco-
miendan para medir viabilidad el que se use actividad
metabólica en vez de crecimiento bacteriano (división o
crecimiento de colonias).  Roslev y King (1993) encon-
traron que el tetrazolio se puede usar con éxito como in-
dicador del sistema de transporte de electrones y de via-
bilidad.  Las sales de tetrazolio se han utilizado como
aceptores de electrones de hidrógeno para evaluar el
efecto de sustancias anticancerosas en células eucario-
tas (Vistica et al., 1991).  Se asume que sólo las células
vivas pueden reducir las sales de tetrazolio a derivados
de formazan.  En adición se ha utilizado la reducción
metabólica de sales solubles de tetrazolio a formas in-
solubles de formazan para localizar enzimas.  Thom et
al. (1993) determinaron que la adición de glucosa y la
permeabilidad de la célula se relacionan a la deposición
de formazan. 

Debido a lo controversial del tema relacionado a la
clasificación de  Xanthomonas y a la necesidad de man-
tener un sistema que ayude al fitopatólogo a identificar
con mayor precisión las bacterias fitopatógenas, se es-
tudiaron los parámetros de utilización de sales inorgá-
nicas, azúcares y viabilidad de bacterias asociadas a te-
jidos enfermos, en especial las del género
Xanthomonas. Estos criterios se utilizan para diferen-
ciar entre las especies campestris y axonopodis.  Se es-
tudiaron las características de las variantes de Xcp y de
las bacterias patógenas y no patógenas en medios su-
plementados con sales, con el fin de diferenciarlas en
medio de cultivo simplificando la selección de bacte-
rias a probar en condiciones de invernadero.

El objetivo de este estudio fue determinar si  las
variantes de Xcp y de otras  bacterias asociadas a plan-
tas como patógenas y no patógenas muestran diferen-
cias en medio de crecimiento suplementado con cloru-
ro de tetrazolio, cloruro de sodio y azúcares
diferenciales.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se escogieron para el estudio bacterias provenien-
tes de dos géneros de plantas representando un cultivo
(P. vulgaris) y una ornamental (A. andreanum) de im-
portancia económica en Puerto Rico atacados por la

bacteria Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Xcp) y
dieffenbachiae (Xcd), respectivamente.

Estas se coleccionaron de hojas de frijol que mos-
traban síntomas del tizón común en Costa Rica, Méxi-
co, Honduras, Guatemala, Puerto Rico y República Do-
minicana mientras que las de anturio se recolectaron en
Puerto Rico. Se aislaron e identificaron las bacterias
asociadas a los tejidos foliares enfermos de ambos
húespedes.   Las hojas de frijol mostraban síntomas de
la enfermedad conocida como tizón común causado por
Xcp y las de anturio síntomas parecidos a la  bacterio-
sis causada por Xcd.  Se utilizaron métodos ordinarios
de aislamiento e incubación a 28°C, para la identifica-
ción se utilizó el sistema computarizado Biolog.  Las
colonias se caracterizaron por su pigmentación, bordes,
y forma en medio de agar nutritivo a las 72 y 120 ho-
ras.  Cada aislado fue caracterizado mediante la prueba
de KOH al 3% antes de realizar el procedimiento de
identificación mediante el sistema de Biolog.  

La patogenicidad de las bacterias aisladas se deter-
minó bajo condiciones de invernadero en sus respecti-
vos húespedes.   En frijol se inoculó la hoja trifoliada en
plantas de 21 días de sembradas y en anturio la segun-
da hoja desarrollada desde el ápice de  plantas de cua-
tro meses de sembradas.  Cada bacteria se inoculó por
triplicado utilizando presillas planas impregnadas con
la bacteria a probar lacerando sin perforar en tres pun-
tos del haz de la hoja.  Los testigos se inocularon de
igual forma utilizando agar nutritivo.  Se tomaron datos
de los síntomas a los siete, 14, 21, y 28 días después de
la inoculación. De esta manera se diferenciaron los pa-
tógenos aislados de los que no lo eran.  Se empleó un
sistema de riego por goteo para irrigar las plantas.

Se utilizaron 64 cultivos bacterianos aislados se-
gún descripción previa para estudiar las características
de las colonias que crecieron en medios suplementados
con sales inorgánicas.  El estudio se realizó en dos eta-
pas con las sales: trifenil cloruro de tetrazolio (TTC) y
cloruro de sodio.  Se preparó una solución stock de
TTC al 5% y se esterilizó en autoclave por 15 min a
121°C y 15 psi.  La solución de TTC fue añadida según
la concentración deseada al medio esterilizado que con-
tenía 5,0 g de peptona, 0,5 g de caseína hidrolizada, 2,5
g de glucosa y 8,5g de agar por 500 ml de agua (Kel-
man, 1954).  En la primera fase se estudiaron 64 culti-
vos bacterianos e incluyó concentraciones de TTC de
0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0% y cloruro de sodio al 1,0, 2,0,
3,0, 4,0, y 5,0%.  En la segunda fase se seleccionaron
21 cultivos y se le dio más énfasis a los cultivos de Xcp.
Esta fase incluyó TTC al 1,0, 1,2, 1,4, y 1,8 % y NaCl
al 4,0, 5,0, 6,0 y 7,0%.   El cloruro de sodio fue suple-
mentado al medio de agar nutritivo utilizando 2,3 g de
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agar nutritivo en 100 ml de agua destilada.  El control
consistió de agar nutritivo vertido en placas Petri de
100 x 15 mm. El crecimiento de las colonias fue esti-
mado en mm por el diámetro de la colonia.

Los aislados se activaron en medio nutritivo conte-
nido en viales de 8 ml y tenían 24 horas al momento de
sembrar en los medios suplementados con las sales.
Las colonias se midieron a las 48 horas y luego se trans-
firieron hasta un máximo de tres subcultivos para deter-
minar  crecimiento y viabilidad.

El metabolismo de las bacterias que se identifica-
ron como X.  campestris, se estudió con las azúcares di-
ferenciales: glucosa, manosa, galactosa, celobiosa,
fructosa y arabinosa.

RESULTADOS

Se cultivaron por métodos ordinarios las bacterias
de hojas de frijol que mostraban síntomas del tizón co-
mún causado por Xcp y de A. andreanum que mostra-
ban síntomas de la bacteriosis causada por Xcd.

El Biolog funcionó en la identificación de las  bac-
terias de Xcp (tipo común y fuscans) a las 24 horas de
incubación pero no antes de ese período.  Se identifica-
ron en frijol seis patovares de Xcp tipo común: phaseo-
li, vesicatoria, carotae, aglonema, translucens y oryzae
(Cuadro 1). El Xcp tipo fuscans fue identificado dentro
de los pvs. phaseoli, vesicatoria, aglonema, carotae y
xanthosoma. Todas estas fueron patogénicas en frijol
bajo condiciones de invernadero.

Los cultivos de Xcp (común y fuscans) metaboliza-
ron glucosa, manosa, galactosa, cellobiosa, fructosa y
variaron en el metabolismo de  arabinosa (33% del tipo
común y 25% del tipo fuscans) (Cuadro 2).

Se encontraron asociadas a hojas enfermas de fri-
jol, las bacterias Curtobacterium,  Enterobacter agglo-
merans, E. cloacae, Pseudomonas fulva, P. cissicola,
Corynebacterium jeikeum y Agrobacterium rhizogenes
las cuales no resultaron patogénicas (Cuadro 1).

En anturio se identificó el patógeno, Xanthomonas
campestris pv. dieffenbachiae, y las no patógenas: Stre-
tizia, Clavibacter, Rhodococcus fascians y Sphingomo-
nas paucimobilisa. Estas no resultaron patogénicas en
anturio.
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Cuadro 1. Descripción de algunas bacterias utilizadas en la determinación de resistencia a sales inorgánicas en medio de
cultivo.

No. Aislado Identidad 1 Origen         
Biolog Patogenicidad Localidad Huésped 2

872 X. campestris pv. phaseoli Xcp República Dominicana P. vulgaris 
878* X. campestris pv. phaseoli Xcp República Dominicana P. vulgaris  
881 X. campestris pv. phaseoli Xcp República Dominicana P. vulgaris
974* X. campestris pv. phaseoli Xcp Puerto Rico P. vulgaris
484 X. campestris pv. phaseoli Xcp (control) Puerto Rico P. vulgaris
940 X. campestris pv. vesicatoria Xcp Costa Rica P. vulgaris
983 X. campestris pv. vesicatoria Xcp(f) Puerto Rico P. vulgaris
924 X. campestris pv. aglonema Xcp Costa Rica P. vulgaris
985 X. campestris pv. xanthosoma Xcp(f) Puerto Rico P. vulgaris
979* X. campestris pv. xanthosoma Xcp(f) Costa Rica P. vulgaris
982* X. campestris pv. carotae Xcp(f) Costa Rica P. vulgaris
904* X. campestris pv. strelitzia - Puerto Rico A. andreanum
1045 X. campestris pv. translucens Xcp México P. vulgaris
919 X. oryzae pv. oryzae Xcp Costa Rica P. vulgaris
981 Pseudomonas cissicola - Puerto Rico P. vulgaris
1043 Pseudomonas fulva - México P. vulgaris
880 Corynebacterium jeikeum - República Dominicana P. vulgaris
943 Curtobacterium - Costa Rica P. vulgaris
891* Rhodococcus fascians - Puerto Rico A. andreanum
888* Shingomonas paucimobilisa - Puerto Rico A. andreanum
892* Desconocida - Puerto Rico A. andreanum
1003 Enterobacter agglomerans - Puerto Rico P. vulgaris
874 E. cloacae - República Dominicana P. vulgaris
989 Agrobactrium rhizogenes - Puerto Rico P. vulgaris
933 X. campestris dieffenbachiae +Aa. Puerto Rico A. andreanum
944 Clavibacter michiganense - Puerto Rico A. andreanum

1 Se estableció la identidad de la bacteria con el sistema BIOLOG y pruebas de patogenicidad en P. vulgaris y se diferen-
ciaron las variantes de Xcp = Xanthomonas campestris pv. phaseoli tipo común y fuscans.
2 Origen: La especie huésped del cual la bacteria fue aislada



Se observaron diferencias de los aislados no pató-
genas de Enterobacter agglomerans versus los aislados
patógenas  en TTC al 0,2% (Figura 1).  E. agglomerans

mostró una produción de fluído acuoso en TTC en  con-
centraciones de 0,2% y dicha producción acuosa fue
observada en medios con concentraciones mayores a
diferencia de los patógenos Xcp y Agrobacterium rhizo-
genes que no mostraron producción de fluido acuoso. 

Los aislados patógenos de Xcp tipo común en su
gran mayoría resistieron de 0,2-1,0% de TCC mientras
que el tipo fuscans mostró mayor sensitividad (Cuadro
3).  También se observó que el 40% de Xcp tipo común
tolera 3% de cloruro de sodio mientras que el Xcp tipo
fuscans no lo resiste. La  colonia de Xcp tipo común fue
de color rosado claro y brilloso en TTC al 0,2%, y ro-
sado oscuro al 0,4 y 0,8%.  Aún cuando hubo creci-
miento se redujo significativamente el tamaño de la co-
lonia, especialmente al 0,8 y 1,0%. Se encontró que el
100% de la población general de Xcp fue resistente-to-
lerante a NaCl al 2% y 40% fue resistente al 3%. No se
encontró ningún fuscans que tolerara niveles de NaCl
mayores a 2%.

La bacteria patógena, Agrobacterium rhizogenes
mostró colonias rosadas al 2% y se hizo más intenso el
color sin reducción de crecimiento al 0,4 %.   Se obser-
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Cuadro 2. Reacción de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (tipo
común y fuscans) a metabolitos utilizados en la
diferenciación de la especie.

Bacteria1 Glucosa Arabinosa Manosa Galactosa Cellobiosa Fructosa

Xcp(c)
872 + +/-2 + + + +
878 + - + + + +
881 + - + + + +
940 + - + + + +
980 + - + + + +
484 + +/- + + + +
Xcp(f)
982 + + + + + +
983 + - + + + +
985 + - + + + +
979 + - + + + +
Control
X. campestris + + + + + +
X. axonopodis + - - - - +

1 Bacteria: Xcp (c) = Xanthomonas campestris pv. phaseoli tipo co-
mún, Xcp (f) = X.c. pv. phaseoli tipo fuscans.

2 + = reacción positiva, - = reacción negativa, +/- = reacción interme-
dia, reacción medida a 590 nm.

Figura 1. Colonias de bacterias crecidas en diferentes concentraciones de TTC.

a b

c d

Plato: a= 0,6% TTC, b= 0,8%, c= 1,0% TTC y d= agar nutritivo
Bacterias probadas: 1-6= Diferentes patovares de Xanthomonas campestris; 7-10= Diferentes aislados de
Agrobacterium mostrando colonias compactas y elevadas; 11-15= Diferentes aislados de Enterobacter ag-
glomerans mostrando colonias de tipo fluido; 16= Bacteria no identificada y 17= Control, sin bacteria.



vó crecimiento también al 0,8 %. La bacteria no patóge-
na, Enterobacter agglomerans mostró una zona rosada
clara pequeña al 0,2 % con una amplia zona acuosa de
color claro.  Esta bacteria forma colonias de color rosa
intenso al 0,4 %  y 0,8 % pero mantiene zonas fluidas
de tipo acuoso claras alrededor de la colonia, las cuales
se pueden regar fácilmente en el medio de cultivo.

El tamaño de las colonias de Xcp varió de 0,2 a 6,9
mm cuando se analizó el crecimiento general en todos
los tratamientos con sales inorgánicas (Cuadro 4).  Es-
to permite diferenciar cerca de cuatro grupos de tama-
ños para Xcp crecida en sales.  El aislado de México
identificado como Xc pv. translucens fue el que mostró
el mayor crecimiento de colonia.  

El Xcp tipo fuscans, bacteria patógena equivalente-
(según el sistema Biolog) a Xanthomonas campestris
pvs. vesicatoria, carotae, aglonema y xanthosoma fue
sensitiva y no creció en 1,0 % de TTC (Cuadro 5).  En
cambio los pvs. translucens y stretizia crecieron en 1,8
% y 1,4 %, respectivamente.  La colonia del pv. trans-
lucens se caracteriza por desarrollar un centro rosado
oscuro el cual es rodeado por un halo más claro de co-
lor naranja.  El 60 % del pv. phaseoli fue resistente al
1,0 % y el 40 % de los aislados resistió 1,8 % de TTC.
Pseudomonas fulva toleró  1,8 % de TTC. La colonia
tuvo pigmento y formó un centro rosado rodeado de
una área naranja. Clavibacter creció en 1,8% de TTC
en un 50% de su población. Enterobacter cloacae,
Shingomonas, y Curtobacterium no crecieron en 1,0%
de TTC.  Corynebacterium creció en 1% de TTC (Cua-
dro 5).

Al comparar la población general de Xcp tipo co-
mún y fuscans se encontró que el 53 % de la población
toleró 1 % de TTC y esto declinó a 38 % de la pobla-
ción cuando se usó TTC al 1,2 –1,8 % (Cuadro 6).  De
ésto 55-44 % de la población del tipo común mostró re-
sistencia al TTC de 1,0-1,8 % mientras que el tipo fus-
cans varió de 50-25 % con TTC de 1,0-1,8 % indican-
do mayor sensitividad al medio.

Xanthomonas campestris pvs. phaseoli, vesicato-
ria, carotae, stretizia, aglonema y translucens y Entero-
bacter cloacae,  Sphingomonas y Corynebacterium fue-
ron sensitivos y no crecieron en 4% de NaCl (Cuadro 7).
Clavibacter, Pseudomonas fulva y Curtobacterium cre-
cieron en 5 y  6 % de NaCl, respectivamente.
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Cuadro 3. Crecimiento de Xanthomonas campestris pv. phaseoli (ti-
po común y fuscans) en medios de cultivo suplementados
con sales inorgánicas.

Cepa1 Cloruro de Tetrazolio (%) Cloruro de Sodio (%)
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1 2 3 4 5

Xcp(c)
872 R3 R R R R R R S S S
878 R S S S S R R R S S
881 R R R R R R R R S S
940 R R R R R R R S S S
982 R R S S S R R S S S

% Res.2 100 80 60 60 60 100 100 40 0 0

Xcp(f)
982 R S S S S R R S S S
983 R R R R R R R S S S
985 R R R R R R R S S S
979 R S S S S R R S S S

% Res. 100 50 50 50 50 100 100 0 0 0

1 Cepa: Xcp(c) = Xanthomonas campestris pv. phaseoli tipo común,
Xcp(f) = Xanthomonas campestris pv. phaseoli ( tipo fuscans).

2 % Res. = Porcentaje de cepas con resistencia a las concentraciones
indicadas. 

3 R = resistente, crece en medio suplementado con sales y S =
sensitivo, no crece en medio suplementado con sales.

Cuadro 4. Tamaño de bacterias de Xanthomonas campestris pv.
phaseoli crecidas en TTC, NaCl y agar nutritivo1.

Xc.pv2 No. Origen Tamaño Grupo

translucens 1045 México 6,96 a 1
phaseoli 872 Rep. Dom. 2,96 d 2
phaseoli 940 Costa Rica 2,37 ef 2
oryzae 919 Costa Rica 2,00 f 2
phaseoli 974 Costa Rica 0,74 fhi 3
carotae 982 Costa Rica 0,44 ijk 3
xanthosoma 979 Costa Rica 0,40 jk 3
phaseoli 878 Rep. Dom. 0,40 jk 3
phaseoli 484 Puerto Rico 0,25 k 4

1 Se define Xanthomonas campestris pv. phaseoli de acuerdo a prue-
bas de patogenicidad en P. vulgaris.

2 Xc.pv = Se refiere a la identificación de patovares según el sistema
Biolog utilizando las cepas previamente determinadas como Xc pv.
phaseoli de acuerdo a la prueba de patogenicidad.

Cuadro 5. Crecimiento de bacterias asociadas con tejidos enfermos
en medio de cultivo suplementado con TTC.

TTC1

Bacteria 1,0 1,2 1,4 1,8

Xanthomonas campestris pv: 60%+2 40% + 40% + 40% +

phaseoli 40% − 60% − 60% − 60% −

vesicatoria − − − −
carotae − − − −
stretizia + + + _
aglonema − − _ _
translucens + + + +

Pseudomonas fulva + + + +
Enterobacter cloacae − − − − 
Sphingomonas − − − − 

Clavibacter 50%+ 50%+ 50%+ 50%+

50% − 50% − 50% − 50% −

Curtobacterium − − − −
Corynebacterium + − − −

1 TTC = trifenil cloruro de tetrazolio.
2 + = crecimiento positivo

− = ausencia de crecimiento detectable
± = algunos aislados tienen crecimiento detectable, otros no.



Thom et al. (1993), observaron que  diferentes es-
pecies de bacteria reducen el tetrazolio en forma dife-
rente.  Por otro lado, el análisis de la actividad respira-
toria es una de las herramientas más usadas en el estudio
fisiológico de las bacterias presentes en agua de lagos
(Dufour y Colón, 1992; Rodríguez et al., 1992 y Gasol
et al., 1995.  Zimmerman et al. (1978) estudiaron la ac-
tividad respiratoria in situ de cloruro de feniltetrazolio
al compuesto insoluble de cristales de formazan.  Du-
four y Colón (1992) modificaron el método descrito por
Zimmerman et al. (1978) para detectar células activas
versus inactivas en ambientes acuáticos. Posh et al.
(1997) hicieron estudios donde midieron las dimensio-
nes de la célula y los cristales de formazan como indi-
cadores de actividad metábolica de una célula. 

Xcp y Xcpf son difíciles de diferenciar bajo condi-
ciones de cultivo, especialmente cuando el tipo fuscans
pierde la capacidad para producir melanina.  Las dife-

rencias detectadas bajo condiciones in vitro indican la
presencia de biotipos con resistencia a TTC y NaCl.  En
ambos grupos se detectó diversidad en la actividad me-
tabólica.  Se  evaluará la capacidad de reducir tetrazo-
lio en medio líquido con espectrofotometría, para cuan-
tificar la capacidad metabólica entre las bacterias con
fines de diferenciación dentro de los biotipos determi-
nados en este estudio.

CONCLUSIONES

Hubo diferencias fenotípicas entre bacterias pató-
genas y no patógenas aisladas de los tejidos enfermos.
La diferencia consistió en que las bacterias no patógenas
asociadas a los húespedes de frijol y anturio, produjeron
un fluido acuoso de pigmentación clara en medio de
TTC, mientras que las bacterias virulentas desarrollaron
colonias de color rosado oscura y definidas sin fluido.
Este resultado contrasta con lo informado por Kelman
(1954) para Pseudomonas solanacearum donde el  tipo
virulento produce colonias con centros rojos y fluido y
las no virulentas desarrollaban colonias rosadas oscuras
sin fluido.  Dicho medio se usa actualmente para dife-
renciar colonias virulentas y no virulentas de P. solana-
cearum. TTC resultó efectivo en distinguir biotipos de
Xcp.  Esta sal se usa para diferenciar biotipos de Agro-
bacterium tumefaciens biovar 3 (Heskett, 1970; Kado y
Heskett, 1970; Roy y Sasser, 1983) y para diferenciar X.
campestris pv manihotis (Athayda, 1983).

El tetrazolio se ha utilizado para cuantificar la ca-
pacidad reductora de las células vivas procariotas y eu-
cariotas. Estas sales aceptan electrones de sustratos oxi-
dados que resultan en la formación de formazan.
Vistica et al. (1991) encontraron que el transporte y el
metabolismo de glucosa son requeridos para una máxi-
ma reducción de la sal.  El cloruro de trifeniltetrazolio
fue incorporado y reducido por ciertas especies de bac-
terias y ésto causó que el compuesto se tornara rojo y
las colonias se vieran rojo o rosado.  Aquellas bacterias
que muestran esta actividad indican la presencia de una
deshidrogenasa. 

Se ha propuesto que el grupo de Xcp sea reconoci-
do dentro del grupo axonopodis. Los resultados  sostie-
nen que Xcp tiene mayor relación al grupo campestris
que a axonopodis en cuanto al metabolismo de los azú-
cares diferenciales y tolerancia a NaCl, criterios que
son utilizados para diferenciar la especie dentro del gé-
nero Xanthomonas.  El grupo campestris tolera 2,5-5%
de NaCl mientras que axonopodis tolera 1% (Bergey’s
manual..., 1975). Se confirmó que  las Xanthomonas
aisladas de P. vulgaris y de A. andreanum muestran ma-
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Cuadro 6. Porcentaje de la población de Xanthomonas campestris
pv. phaseoli que creció en medios suplementados con sa-
les inorgánicas

Bacteria TTC NaCl
1,0 1,2 1,4 1,8 4 5 6 7

Resistente - Tolerante2

Xcp general 53 38 38 37 15 15 15 15
tipo común 55 44 44 44 22 22 22 22
tipo fuscans 50 25 25 25 0 0 0 0

Sensitivo
Xcp general 46 61 61 61 85 85 85 85
tipo común 46 56 56 56 78 78 78 78
tipo fuscans 50 75 75 75 100 100 100 100

1 Incluye todas las Xcp identificadas por pruebas de patogenicidad
en P. vulgaris.

2 Respuestas Resistente-Tolerante – Incluye todas las cepas resisten-
tes o capaces de crecer en  medios suplementados más aquellas que
toleran o crecen con dificultad.

Cuadro 7. Crecimiento de bacterias asociadas con hojas enfermas
en medio de cultivo suplementado con cloruro de sodio

Bacteria Cloruro de Sodio (%)

Xanthomonas campestris pv:  4  5  6  7
phaseoli − − − −
vesicatoria − − − −
carotae − − − −
stretizia − − − −
aglonema − − − −
translucens − − − −

Pseudomonas fulva + + + +
Enterobacter cloacae − − − −
Sphingomonas − − − −
Clavibacter + + ± −
Curtobacterium + + + ±
Corynebacterium − − − −

+ crecimiento
−  no crecimiento
± algunos aislados crecen, otros no tienen crecimiento detectable.



yor relación a la especie campestris que a axonopodis.
Se pudo diferenciar biotipos de X. campestris pv. pha-
seoli de acuerdo a  la utilización de TTC y diferencias
en tamaño de la colonia.  Xcp tipo común mostró ma-
yor viabilidad y resistencia a las sales que el fuscans.

El medio TTC fue efectivo para diferenciar grupos
de colonias dentro del patovar phaseoli.  Este medio se
utiliza para diferenciar otras bacterias tales como: E. co-
li (Lederberg, 1948), P. solanacearum (Kelman, 1954)
y (Hayward, 1960) y E. carotovora (Logan, 1966).
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