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RESUMEN: EIl objetivo del trabajo fue caracterizar molecularmente, mediante rep-PCR, aislados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli procedentes de diferentes areas productoras de frijol comdn
(Phaseolus vulgaris L.) en la provincia Mayabeque. Se obtuvieron 29 aislados a partir de 30 muestras
sintomaticas colectadas, a los que se le determind, previamente, las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas-
fisioldgicas y patogénicas. Se detectd una elevada variabilidad genética entre los aislados analizados, pues se
formaron cuatro grandes grupos genéticos con un coeficiente de similitud entre ellos de 73% y un gran nimero
de haplotipos o subgrupos (22 haplotipos). Los cuatro grupos génicos estuvieron integrados por aislados que
causan sintomas diferentes. No se observé una relacion directa entre la variabilidad genética presente entre
los aislados y las caracteristicas patogénicas presentes en condiciones semicontroladas. Se demostro la amplia
variabilidad genética que existe en los aislados de X. axonopodis pv. phaseoli asociados a diferentes cultivares
de frijol comdn en condiciones de campo.
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Molecular variability of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli isolates from Mayabeque
Province, Cuba

ABSTRACT: The aim of this work was the molecular characterization by rep-PCR of isolates of Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli from different common bean (Phaseolus vulgaris L.) producing areas in the province
Mayabeque. Twenty-nine isolates were obtained from thirty symptomatic samples collected, to which the
biochemical, physiological, morphological, and pathogenic characteristics were previously determined. A high
genetic variability was detected among the analyzed isolates, which formed four major genetic groups with a
coefficient of similarity of 73% between them and a high number of haplotypes or subgroups (22 haplotypes).
The four gene groups were composed of isolates that caused different symptoms. No direct relationships were
observed between this genetic variability among isolates and the pathogenic characteristics present under
controlled conditions. The wide genetic variability that exists in isolates of Xanthomonas axonopodis pv
phaseoli associated with different cultivars of common bean under field conditions was shown.

Key words: rep-PCR, common bacteria bligth (CBB), Phaseolus vulgaris.

El Tiz6n comun o Bacteriosis comun es una de las
enfermedades mas destructivas en el cultivo del frijol
(Phaseolus vulgaris L.) en zonas de climas templados
y tropicales (1). Esta enfermedad es provocada por las
bacterias Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap)
y su variante Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
var. fuscans (Xapf), denominada también como
Xanthomonas fuscans subsp. fuscans (Xff) (2).

Las bacterias X. axonopodis pv. phaseoli y X.
fuscans subsp. fuscans se encuentran ampliamente
distribuidas por el mundo, ya que la trasmision por
semillas es la principal fuente de infeccion (4), inde-
pendiente de la resistencia de los cultivares a la enfer-
medad (3). Indudablemente, el manejo integrado de la
enfermedad en campo tiene como base el uso de se-
millas libres del patdgeno, de cultivares resistentes, la



rotacion del cultivo y la eliminacion de restos de cose-
chas (5).

La variabilidad genética de estas bacterias se estu-
dio por diversos investigadores debido a la importancia
econémica que presentan estos fitopatéogenos.
Disimiles son las técnicas moleculares utilizadas para
ello: la Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico
(RAPD, del inglés Random Amplified Polymorphic ADN
Fragment), el Polimorfismo de la Longitud del Frag-
mento de Restriccion (RFLP, del Inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism), Polimorfismo de la
Longitud del Fragmento Amplificado (AFLP, del inglés
Amplified Fragment Length Polymorphism), asi como
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Elemen-
tos Repetitivos (rep-PCR, de inglés repetitive element-
PCR), entre otras (6,7,8).

El rep-PCR es una técnica que se usa para identi-
ficar, diferenciar y determinar la variabilidad genética
entre bacterias patégenas. Este método utiliza
cebadores gque reconocen secuencias altamente con-
servadas, repetidas y dispersas por todo el genoma
bacteriano; con la técnica del PCR se amplifica la se-
cuencia de ADN gue se encuentra entre estos elemen-
tos repetidos (9). Con esta técnica, Weingartetal. y
Vauterin et al. diferenciaron patovares de Pseudomonas
syringae (10) y Xanthomonas campestris (11), respec-
tivamente. Mkandawire et al. (7) identificaron tres ais-
lados de X. axonopodis pv. phaseoli; dos de ellos se
agruparon con aislados colectados en el Este de Afri-
ca, mientras que el otro se agrupé con cepas de otras
localidades. Posteriormente, en estudios realizados en
Espafia con esta mismatécnica, Lopez et al. (6) reve-
laron la existencia de una ligera variabilidad genética
entre aislados de X. axonopodis pv. phaseoli y la simi-
litud de estos con aislados del Nuevo Mundo.

En Cuba, Rodriguez et al. (12), utilizando la técni-
ca de rep-PCR con los cebadores Eric y Box, diferen-
ciaron aislados de Xap y de Xff; también analizaron la
variabilidad genética presente entre los aislados, los
gue manifestaron una baja variabilidad genotipica en-
tre ellos. Recientemente, Corzo et al. (13) obtuvieron
nuevos aislados de Xap, que mostraron diferencias en
los sintomas de la enfermedad expresados en el culti-
var de frijol BAT-304, bajo condiciones semicontroladas.
La variabilidad patogénica arrojé como resultados la
agrupacion de dichos aislados en cuatro grupos
sintomatologicos (G1, G2, G3 y G4), lo que pudiera
estar relacionado con posibles diferencias genotipicas
en los mismos.

El objetivo del trabajo fue caracterizar
molecularmente, mediante rep-PCR, aislados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli procedentes de
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diferentes areas productoras de frijol comun en la pro-
vincia Mayabeque, Cuba.

Los 29 aislados utilizados provienen de muestras
foliares (trifolios ubicados en la parte media de la plan-
ta) y vainas con sintomas similares a los de
Bacteriosis comun, colectadas en las fases de
prefloracion, floracion y formacion de la vaina, en el
periodo comprendido de septiembre de 2013 a marzo
de 2014, en los municipios San José de las Lajas,
Quivican y Glines, pertenecientes a la provincia
Mayabeque, Cuba (Tabla 1).

Para la caracterizacion molecular de los aislados se
procedid, primeramente, a la obtencién de una suspen-
sién bacteriana de cada aislado, con una concentra-
cion de 108UFCx ml' a una DO de 600nm
(Espectrofotometro T60 UV PG Instruments). Para lo
cual se tomaron 2 ml que se inocularon en 5 ml de
Caldo Nutriente (CN) y se incubaron a 28°C de 12 a 18h.
Del medio inoculado, se tomaron 2 mly se centrifugaron
a 8 000 rpm por 5 min en una centrifuga Eppendorf. El
precipitado celular se lavo tres veces con 1 ml de agua
destilada estéril y se centrifug6 a 8 000 rpm. La extrac-
cién del ADN total del cultivo bacteriano se realizo6 se-
gun lo descrito por Zamari et al. (14). Los ADN se con-
servaron a -20°C hasta su posterior uso en laPCR. Los
ADN obtenidos se analizaron en el ensayo de rep-PCR
(11) paralo cual se utilizaron los cebadores ERIC, BOX
y REP (Tabla 2).

El ensayo de amplificacion se realiz6 en una mez-
cla de reaccion de 25 pl de volumen final, la cual con-
tenia 1,25y GoTaq® G2 Green Master Mix (Promega):
1X Green GoTaqg® G2 Reaccion Buffer (pH 8,5), 200
mM de dNTP y 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
cebador y 2 ul de ADN molde. La reaccion de amplifi-
cacion se realizd segun el protocolo descrito por la
EPPO en 2010 (11). Como control negativo de la reac-
cion se uso6 agua libre de RNAsa. Los fragmentos de
ADN amplificado se visualizaron por irradiaciéon con luz
ultravioleta en un transiluminador (Syngene InGenius
L, Syngene, EE.UU) sobre un gel de agarosa al 2% en
TBE al 0,5X, teflido con bromuro de etidio. Se uso el
marcador de peso molecular de 100 pb (Ladder,
Promega). El ensayo se realiz6 por triplicado.

Los patrones de bandas, alcanzados por el cebador
que aporté mayor cantidad de bandas polimoérficas, se
observaron directamente en laimagen del gel y se trans-
formaron en una matriz binaria (1 presencia de la ban-
da, 0 ausencia de la banda). Con los datos de esta
matriz se calcul6 la similitud genética entre los aisla-
dos utilizando el coeficiente de Dice con el programa
NTSys pc 2.11x (16). La matriz de similitud se usé
para construir el dendrograma por el método de la Media
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TABLA 1. Aislados bacterianos utilizados en el analisis de
variabilidad genética (13) de X. axonopodis pv. phaseoli./
Bacterial isolates used in the genetic variability study of X.
axonopodis pv phaseoli.

Sintomas en
Nombre de Cultivar frijol
la cepa (Condiciones
semicontroladas)
Xapl Bat-304 1
Xap2 Bat-304 2
Xap3 Bat-304 3
Xap4 Bat-304 1
Xap5 Bat-304 3
Xap6 Delicia Rojo 3
Xap7 Cuba Cueto 30-9 1
Xap8 Delicia Rojo 3
Xap9 Delicia rojo 3
Xap10 Delicia Rojo 1
Xapll Santiago 3 4
Xap12 Bat-304 4
Xap13 Bat-304 4
Xapl4 Bat-304 3
Xap15 Bat-304 2
Xapl6 Bat-304 3
Xapl7 Cuba Cueto 30-9 3
Xapl8 Cuba Cueto 30-9 2
Xap19 Cuba Cueto 30-9 1
Xap20 MER 2222-48 2
Xap21 Bat-304 3
Xap22 Bat-304 1
Xap23 Bat-304 3
Xap24 Bat-304 3
Xap25 Bat-304 3
Xap26 Bat-304 1
Xap27 Secano 9 P-2 1
Xap28 Secano 9 P-3 2
Xap29 Man2206-6V 3
Leyenda:

Sintomatologias presentes en condiciones semicontroladas:
1- Manchas necroéticas de color pardo con bordes irregulares,
rodeadas por un halo clorético de color verde claro cercano a
la lesion (G1).

2- Manchas necraticas pardas concéntricas, con centro mas
oscuro y bordes regulares, circundadas por un halo clorético
de color verde-amarillo amplio y difuso (G2).

3- Manchas necréticas muy pequefias, como puntos de color
pardo oscuro, que al unirse formaron una mancha necrética de
mayor tamafio con bordes irregulares, rodeadas por un halo
clorético amarillo palido (G3).

4- Manchas necréticas semejantes a las descritas
anteriormente, pero sin halo clorético (G4).
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Aritmética No Ponderada (UPGMA, Unweighted Pair -
Group Method Aritmetic Average) mediante el algorit-
mo SAHN (Sequential Agglomerative Hierarchical and
Nested) del programa anteriormente mencionado.

Para determinar la posible asociacion entre los gru-
pos sintomatolégicos (G1, G2, G3y G4) y los grupos
genéticos creados a partir del analisis del dendrograma
con los datos arrojados por la técnica rep-PCR, se
realiz6 una prueba de Chi cuadrado independiente, uti-
lizando el programa InfoStat version 2.0 (17). Se consi-
deraron valores significativos de p<0,05.

Con el uso de los cebadores Eric, Boxy Rep y la
técnica rep-PCR, se amplificaron secuencias repeti-
das del genoma de los aislados de Xap, las cuales
mostraron un elevado nimero de bandas polimérficas
con tallas entre 150 pby 2 000 pb. Con los cebadores
Eric y Box se obtuvieron 33 bandas polimérficas, res-
pectivamente (Fig.1, Fig.2). Sin embargo, con los
cebadores Rep se visualizaron 44 bandas polimérficas
(Fig.3), los que aportaron el mayor polimorfismo entre
los aislados.

Los valores del coeficiente de similitud de Dice,
correspondiente al andlisis del patron de bandas obte-
nido con los cebadores Rep, estuvo en el rango de
0,06y 1. Estos resultados muestran la elevada variabi-
lidad genética presente entre los aislados de los dife-
rentes municipios de una misma provincia y coinciden
con los resultados de Mkandawire et al. (7) y Bett et
al. (17), quienes observaron alta variabilidad genética
entre aislados de Xap.

El andlisis del dendrograma (Fig. 4) mostro la for-
macioén de cuatro grandes grupos genéticos con un
coeficiente de similitud (CS) de 73% entre ellos; en
cada grupo se ubicaron aislados de diferentes munici-
pios de la provincia Mayabeque. El primer grupo (Gl)
representa 11 aislados de los municipios San José de
las Lajas, Quivican y Glines, en los cuales se con-
centran seis haplotipos o subgrupos con un CS de
63%. El segundo (Gll) agrupa cuatro aislados de los
municipios San José de las Lajas y Gliines, y cada
uno representa un haplotipo con un CS de 65%. El
tercer grupo (Glll) esta formado por seis asilados de
los municipios San José de las Lajas y Gliines, lo inte-
gran cinco haplotipos con un CS de 70%. EIl cuarto
grupo (GIV), esta constituido por ocho aislados de los
municipios San José de las Lajas y Glines y presen-
tan 7 haplotipos con CS de 71%. Estos resultados
indican que el patovar phasoli es altamente heterogé-
neo y presenta una elevada variabilidad genética en
las plantaciones de frijol en la provincia Mayabeque.
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TABLA 2. Cebadores utilizados en la caracterizacion molecular por rep-PCR de los aislados de X. axonopodis pv.
phaseoli./ Primers used in the molecular characterization of isolates of X. axonopodis pv. phaseoli by rep-PCR

Cebador Secuencia Referencias
ERICIR 5-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’ (15)
ERIC2 5-AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3’ (15)
BOXALR 5’-CTA.CGG.CAA.GGC.GAC.GCT.GAC.G-3’ (15)
REP1R-1 5’-111 ICG ICG ICA TCI GGC-3’ (15)
REP2-1 5-ICG ITT ATC IGG CCT AC-3’ (15)

1500pb
1500pb

500ph

500phb

FIGURA 1. Perfiles genéticos generados con los cebadores Eric a partir de los ADN gendmicos procedentes de los 29
aislados en un gel de agarosa al 2,5% en TBE al 1X. Linea M: patrén de peso molecular de 100pb (Promega), Lineas 1-29:
perfil genético de aislados Xap1, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3, Xapl4,
Xap15, Xap16, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap21, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28, Xap29, Linea C:
control negativo, agua libre de RNAsa./ Genetic profiles generated with Eric primers from genomic DNA from 29 isolates
on an agarose gel in 2.5% TBE 1X. Lane M: molecular weight standard of 100bp (Promega); Lanes 1-29 : genetic profile
of isolates Xapl, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3, Xapl4, Xapls,
Xapl6, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap2l, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28, Xap29; Lane C:
negative control, RNase-free water.

Los resultados expuestos se corresponden con los
informados por Mkandawire et al. (7) entre aislados
procedentes de diferentes regiones del Este de Africa,
asi como los de Lopez et al. (6) con aislados origina-
rios de diferentes territorios de Espafia y Bett et al.
(16) con aislados procedentes de diferentes regiones
de Canada, los cuales informaron la elevada heteroge-
neidad genética presente entre los aislados de Xap.

En los cuatro grupos genéticos (Gl, GlI, GlI, GIV)
se distribuyen todos los grupos sintomatolégicos (G1,
G2, G3y G4), lo que no permitié detectar una rela-
cion directa entre la variabilidad genética y la diversi-
dad de sintomas de la enfermedad observada en condicio-
nes semicontroladas. Esto se corroboro con los resulta-
dos en la prueba Chi cuadrado independiente, donde los
valores de p no fueron significativos (p=0,4547), lo que de-
mostré que no existe una asociacion entre dichos grupos.
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FIGURA 2. Perfiles genéticos generados con el cebador BoxA1R a partir de los ADN gendmicos procedente de los 29
aislados en un gel de agarosa al 2,5% en TBE al 1X. Linea M: patrén de peso molecular de 100pb (Promega), Lineas 1-29:
perfil genético de aislados Xapl, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3, Xapl4,
Xapl5, Xap16, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap21, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28, Xap29, Linea C:
control negativo, agua libre de RNAsa./ Genetic profiles generated with the primer BoxA1R from genomic DNA from 29
isolates on an agarose gel in 2.5% TBE 1X. Lane M: molecular weight standard of 100bp (Promega;, Lanes 1-29 : genetic
profile of isolates Xapl, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3, Xapl4,
Xapl5, Xapl6, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap21, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28, Xap2;, Lane
C: negative control, RNase-free water.
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FIGURA 3. Perfiles genéticos generados con los cebadores Rep a partir de los ADN genémicos procedentes de los 29
aislados en un gel de agarosa al 2,5% en TBE al 1X. Linea M: patrén de peso molecular de 100pb (Promega), Lineas 1-29:
perfil genético de aislados Xapl, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3, Xapl4,
Xapl5, Xap16, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap21, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28, Xap29, Linea C:
control negativo, agua libre de RNAsa./ Genetic profiles generated with the Rep primers from genomic DNA from 29
isolates on an agarose gel in 2.5% TBE 1X. Lane M: molecular weight standard of 100bp (Promega); Lanes 1-29 :
genetic profile of isolates Xapl, Xap2, Xap3, Xap4, Xap5, Xap5, Xap7, Xap8, Xap9, Xapl0, Xapll, Xapl2, Xapl3,
Xapl4, Xapl5, Xapl6, Xapl7, Xapl8, Xapl9, Xap20, Xap2l, Xap22, Xap23, Xap24, Xap25, Xap26, Xap27, Xap28,
Xap29; Lane C: negative control, RNase-free water.
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FIGURA 4. Dendrogramaconstruidopor d método UPGMA
delos patrones de banda generados con latécnicarep-PCR
(cebadores Rep) del perfil genético de los aislados de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli./ Dendrogram built
with the UPGMA method stripe patterns generated with
the rep-PCR technique (primers Rep) the genetic profile
of Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli isolates.

La técnica de rep- PCR sirvio para caracterizar
molecularmente los aislados de Xap utilizados; sin
embargo, no fue lo suficientemente resolutiva para de-
terminar la correlacion entre la variabilidad genética
presente entre los aislados y los diferentes sintomas

75

expresados en condiciones semicontroladas en el cul-
tivar Bat 304. Por tanto, se recomienda el uso de otras
técnicas moleculares como AFLP (18) y MLST
(Tipificacion por Secuencias de Mdltiples genes) (19,
20), que permitan explorar otras zonas del genoma
bacteriano, las cuales pudieran estar relacionadas con
la diversidad de sintomas observados.

El conocimiento de la variabilidad genética de los
patégenos que circulan en las areas productoras de
frijol comun del pais es un elemento a tener en cuenta
para perfeccionar, tanto el programa mejoramiento como
el manejo integrado de este cultivo (1,14).
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