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Evaluacion de los iniciadores del método BIO-PCR
sobre aislamientos fitopatogenos de Pseudomonas aisladas

de judia comiin
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Se evalud la fase PCR del método BIO-PCR (Phytopathology 85: 243-248, 1995)
en muestras de ADN purificado y de cultivo de 71 cepas de Pseudomonas aisladas de
hojas, vainas y semillas de judia comiin con sintomas de enfermedad, asi como de cua-
tro cepas control. Se ensayaron los iniciadores dirigidos a amplificar segmentos de la re-
gién tox, que codifica la produccién de faseolotoxina, en cuatro variantes de PCR-sim-
ple y una PCR-anidada. Solamente mediante la PCR-anidada se generaron amplicones
del tamaifio esperado (400 pb) en la totalidad de cepas de Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola y en el 33% de las cepas de Pseudomonas syringae pv. syringae. La PCR-
anidada es una técnica sensible, reproducible, y genera resultados de ficil interpretacién

en un tiempo relativamente corto y a un coste relativamente bajo.
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INTRODUCCION

Las Pseudomonas fitopatégenas que afec-
tan a judia (Phaseolus vulgaris 1..) son P. sa-
vastanoi pv. phaseolicolicola (P. syringae
pv. phaseolicola) (Burkholder)Gardan et al.,
y P. syringae pv. syringae van Hall [pv. pha-
seolicola y pv. syringae, en adelante]. El pv.
phaseolicola es el agente causal de la enfer-
medad mds comin en los judiares espafioles,
la grasa de la judia, nombre que hace refe-
rencia a las caracteristicas manchas aceito-
sas que aparecen en las vainas. En hojas los
sintomas son manchas pequefias, angulares,
frecuentemente rodeadas por un halo verde
pélido o amarillento y que se deben a la pro-
duccién de faseolotoxina. Mientras que en

semillas pueden no aparecer sintomas, mos-
trar 4reas con cambios de coloraci6n en las
testas que sélo son visibles en las variedades
de semillas blancas o de color claro o tam-
bién aparecer arrugadas y encogidas (Smith
et al., 1992). Los sintomas sistémicos, que
pueden consistir en achaparramiento, mar-
chitez reversible, clorosis, mosaico foliar y
malformacién de hojas, se deben directa-
mente a una infeccién a partir de semillas. El
pv. phaseolicola tiene una amplia dispersion
geografica, de hecho se encuentra en todas
las regiones en que se cultiva comercial-
mente judia comiin y en Europa es probable-
mente la enfermedad bacteriana mas impor-
tante de las judias. La primera referencia en
Espaiia se debe a Rodriguez Sardifia (1939)
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que la encuentra en muestras procedentes de
Burgos, Leén y Huesca.

El pv. syringae es el agente causal de la
mancha parda de la judia y produce unos
sintomas similares a los descritos en grasa,
con la diferencia de que no se produce halo
alrededor de las manchas en las hojas. Esta
enfermedad no ha sido muy estudiada y su
distribucién tampoco es bien conocida, aun-
que en Asturias hemos observado que apa-
rece como endémica en la judia tipo granja
asturiana (Gonzilez et al., 2000).

En la produccién de la faseolotoxina estdn
implicados diferentes genes que forman parte
de 8 unidades transcripcionales denominadas
desde phtA a phtH y se encuentran agrupadas
en una regioén (cluster tox) de aproximada-
mente 22 kb (Zhang y Patil, 1997). Hatzilou-
kas et al. (1995) secuenciaron una zona
EcoRI de 2,6 kb del locus phtE, que incluye
las secuencias propuestas como iniciadores
para técnicas de PCR por Schaad et al. (1995).
La produccién de faseolotoxina se ha descrito
también en una cepa del pv. syringae (Tourte
y Manceau, 1995) y en el pv. actinidiae (Ta-
mura et al., 1989; Bender et al., 1999)

Para la deteccién de faseolotoxina se han
propuesto dos tipos de métodos: bioensayos y
deteccion de secuencias de genes especificos.
Schaad et al. (1995) proponen un método de
deteccion mixto al que denominan BIO-PCR
que combina el cultivo para la recuperacién
de la bacteria a partir de muestras vegetales, y
una PCR-anidada para la detecci6n de la to-
xina a partir del cultivo bacteriano. En el pre-
sente trabajo se realiza una evaluacion de los
iniciadores del método BIO-PCR sobre ali-
cuotas de ADN y de cultivo liquido de cepas
fitopatégenas de judia comiin identificadas
como pvs. phaseolicola 'y syringae.

MATERIAL Y METODOS

Cepas de Pseudomonas fitopatégenas.
Se utilizaron 71 cepas fitopatégenas de
Pseudomonas, pertenecientes a la coleccién
del SERIDA (Servicio Regional de Investi-
gacién y Desarrollo Agroalimentario del

Principado de Asturias), de las cuales 51 co-
rrespondian al pv. phaseolicola y 18 al pv.
syringae. Las cepas procedian de dos zonas
climdticas diferentes, 25 de ellas de la Cor-
nisa Cantdbrica con un clima templado y hd-
medo, y 44 de, la Meseta Castellana con un
clima continental y seco. Todas las cepas ha-
bian sido aisladas de material vegetal con
sintomas: hojas, vainas o semillas. Como ce-
pas control se utilizaron: pv. phaseolicola
CECT 321 (Coleccién Espaiiola de Cultivos
Tipo) y la cepa pv. phaseolicola ISPVV-1
cedida por el Instituto de Semillas y Plantas
de Vivero de Vitoria. Como cepas fuera de
grupo se analizaron: P. syringae pv. tomato
CECT 126 y P. syringae pv. no especificado
CECT 94. Cincuenta y cuatro de estas cepas
habian sido caracterizadas por diferentes
técnicas (perfil bioquimico, ribotipificacioén,
etc.) en trabajos previos (Gonzalez et al.
2000).

Obtencion y amplificacién del ADN. La
técnica de PCR se realizé segin las indica-
ciones de Schaad et al. (1995) con la salve-
dad de que como ADN molde se utilizaron
dos tipos de muestras: ADN total parcial-
mente purificado y cultivo en medio YPG
(5g/1. de extracto de levadura, 5g./1. de pep-
tona y 10g./1. de D-glucosa) de las cepas en
estudio. El ADN total de las cepas en estu-
dio fue obtenido segiin Deener y Boychuk
(1991) con algunas modificaciones. Los
iniciadores 5.1 (AGCTTCTCCTCAAAA-
CACCTGC), 3.1 (TGTTCGCCAGAGG-
CAGTCATG), 5.2 (TCGAACATCA-
ATCTGCCAGCCA) y 3.2 (GGCTTTT-
ATTATTGCCGTGGGC), fueron suminis-
trados por Amersham-Pharmacia-Biotech
(Espafia). Los dNTPs fueron suministrados
por Bioline Ltd (Reino Unido) y la ADN po-
limerasa por Finnyme OY (Finlandia). Las
reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en un termociclador Perkin-Elmer
Gene Amp PCR System Mod. 9600 (EEUU).
El ndimero de ciclos y condiciones de la re-
accion fueron los descritos por los autores
del método (Schaad et al., 1995). El resul-
tado de la amplificacidn, visualizado me-
diante electroforesis en geles de agarosa al
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Panel 2A
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Fig. 1.—Resultado de la PCR-simple sobre cepas representativas de Pseudomonas fitopatégenas.

Panel 1: amplificacién realizada con los iniciadores externos [5.1-3.1]. Calle 1: patrén de 100 pb, calles 2-4:
amplificacién en cepas del pv. phaseolicola (CECT 321; 65 y 82); calle 5: P. syringae pv. romaro CECT 126; calle 6:
resultado negativo de cepa pv. phaseolicola (85). Panel 2. Resultado de la amplificacién realizada con los
iniciadores internos [5.2-3.2]; A) Calle 1: CECT 126; calles 2-7: cepas del pv. phaseolicola (CECT 321 65; 64; 10;
11); calle 8: patrén de 100 pb. B) Calle 1: patrén de 100 pb; calles 2 y 4: cepas del pv. phaseolicola, 1a primera negativa
(82) y la segunda positiva (65); calle 3: cepa del pv. syringae (84b), en la que se puede ver la banda de 455 pb, junto a
otras dos bandas >1000 pb (estas dos bandas se consideraron amplificaciones inespecificas). Los nimeros entre
paréntesis corresponden a la denominacién de las cepas en las Tablas 1a y 1b.

1,5%, y el cédlculo del peso molecular de los
fragmentos, se realizaron segiin protocolos
recogidos en Sambrook et al. (1989). Como
patrones de peso molecular se utilizaron in-
distintamente: 100-2000 pb de Amersham-
Pharmacia (EEUU); 100-1500 pb de Gibco
BRL, 100-1000 pb+ 20 pb de Gensura
(EEUU) y, marcador XVI, de 250-3000 pb,
de Roche (Alemania). Todos los experimen-
tos se hicieron, al menos, por triplicado.

RESULTADOS

Valoracion de la sensibilidad y especifi-
cidad de los pares de iniciadores del mé-
todo BIO-PCR para la deteccion de una
secuencia de la regién que codifica faseo-
lotoxina sobre ADN purificado de Pseudo-
monas fitopatégenas. Alicuotas de ADN
purificado de las cepas de Pseudomonas fi-

topatdgenas procedentes de judia comiin de
la coleccion del SERIDA y de las cepas con-
trol (Tablas 1a y 1b) se analizaron mediante
PCR. En la reaccién se utilizaron los dos pa-
res de iniciadores propuestos en el método
BIO-PCR, par externo [5.1-3.1] y par in-
terno [5.2-3.2], en las variantes de PCR-sim-
ple y PCR-anidada. En la PCR-simple, con
el primer par de iniciadores [5.1-3.1] se ob-
tuvieron amplicones del tamafio esperado
(500 pb) solamente a partir del ADN de 25
(49%) cepas del pv. phaseolicolay en |
(5,5%) cepa del pv. syringae (Fig. 1, Panel
1). Con el segundo par de iniciadores [5.2-
3.2] se observé un niimero mayor de cepas
que generaban amplicones de 422 pb: 31
(60%) cepas del pv. phaseolicola y 10 (55%)
cepas del pv. syringae (Fig. 1. Panel 2A).
Ademds, otras dos cepas pv. syringae gene-
raban amplicones de aproximadamente 455
pb (Fig. 1. Panel 2B).
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Fig. 2—Resultados de la PCR-simple con combinaciones de iniciadores en cepas representativas de Pseudomonas
fitopatégenas.

Panel A, iniciadores [5.1-3.2]. Calle 1: patrén 100 pb; calle 2: CECT 321 (pv. phaseolicola); calles 3 y 4: cepas del pv.
phaseolicola positivas (63 y 64); calle 5: CECT 126 (pv. tomato), calles 6-9: cepas del pv. phaseolicola positivas (10,
194, 59, 61); calle 10: cepa del pv. syringae negativa (91). Panel B, iniciadores [5.2-3.1]. Calles 1-3: cepas del pv.
phaseolicola positivas (65, 61, 63); calle 4: cepa del pv. phaseelicola control, negativa (69); calle 5: CECT 321 (pv.
phaseolicola); calle 6: patrén 100 pb; calles 7-9: cepas del pv. phaseolicola (81°, 84a, 84b); calle 10: CECT 126 (pv.
tomato). Los nimeros entre paréntesis corresponden a las cepas en las Tablas 1a y 1b.

También se valord la sensibilidad y especi-
ficidad de las dos combinaciones cruzadas de
iniciadores [5.1-3.2] y [5.2-3.1]. Con la com-
binacién [5.1-3.2] solamente 19 cepas, todas
ellas del pv. phaseolicola, generaban amplico-
nes de aproximadamente 447 pb. (Fig. 2. Pa-
nel A). Con la combinacién [5.2-3.1] 22 cepas
amplificaban un fragmento de aproximada-
mente 479 pb, de las cuales 19 correspondian
al pv. phaseolicola y tres al pv. syringae (Fig.
2. Panel B). De las 19 cepas del pv. phaseoli-
cola que amplificaban en ambas combinacio-
nes, 17 eran coincidentes (Tabla 1a).

Por altimo, en la PCR-anidada, (se utiliza
el par de iniciadores interno sobre alicuotas
de los productos de amplificacion obtenidos
con el par de iniciadores externo) se encontré
que todas las cepas del pv. phaseolicola am-
plificaban la banda esperada, de aproximada-
mente 400 pb, aunque también lo hacfan seis
cepas (33%) del pv. syringae (Fig. 3).

En todos los supuestos ensayados, se ob-
tuvo la amplificacién de la cepa de referen-

cia pv. phaseolicola CECT 321, no asi de la
otra cepa pv. phaseolicola, procedente del
Pais Vasco, que sélo amplificé en la PCR-
anidada. Las dos cepas fuera de grupo no ge-
neraron productos de amplificacion en nin-
guno de los casos.

Aplicacion de la PCR anidada sobre
cultivos de Pseudomonas fitopatogenas.
Para confirmar que la PCR-anidada era tam-
bién sensible y especifica sobre cultivos bac-
terianos, se procedié a aplicar la técnica utili-
zando como ADN molde alicuotas de cultivos
de una noche en medio liquido YPG (10°
bacterias por reaccion). En este caso se ana-
1iz6 un sublote de 29 cepas positivas para la
PCR-anidada a partir de ADN purificado (24
pv. phaseolicola y 5 pv. syringae) junto a la
cepa CECT 321, pv. phaseolicola y una cepa
pv. syringae negativa. Todas las cepas se en-
sayaron por cuadruplicado y es de sefialar
que en algunas cepas (tres pv. phaseolicola y
cuatro pv. syringae) se obtuvieron resultados
negativos en alguna de las réplicas. Estdn
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Fig. 3.—Resultados de la PCR-anidada en cepas
representativas de Pseudomonas fitopatégenas.
Calles 1 y 5: cepas del pv. syringae positivas (54 y
84b); calle 2: pv. phaseolicola CECT 321, calle 3: pv.
tomato CECT 126; calle 4: pv. sin especificar CECT
94; calles 6 y 7: cepas del pv. syringae negativas (81 y
83); calles 8 y 9: cepas del pv. phaseolicola positivas
(62 y 65); calle 10: patrén 100 pb. Los nimeros entre
paréntesis corresponden a los recogidos en las Tablas
lay 1b.

bajo estudio los factores que pudieron conlle-
var dichos fallos: problemas en la lisis de las
células, en la reaccion de amplificacion o del
termociclador. Seria necesario, por tanto, op-
timizar este proceso puesto que partir de cul-
tivo simplifica mucho el método.

DISCUSION

Es importante sefialar que la produccién
de faseolotoxina parece no contribuir ni al
tamafio de las lesiones producidas ni a la ca-
pacidad de crecimiento de la bacteria en los
tejidos de la planta (Gross, 1991). También
ha sido establecido que algunos mutantes
Tox— del pv. phaseolicola son patégenos en
judia, de hecho Peet et al. (1986) observaron
que cuando inoculaban mutantes tox — (crea-
dos por mutagénesis con Tn5) en hojas pri-
marias de judia comin del cultivar “Red
Kidney”, todos ellos producian las tipicas le-
siones aceitosas, indistinguibles de las cau-

sadas por la linea parental salvaje. En algu-
nos de los casos también se produjo una clo-
rosis sistémica acompafiada de una atrofia
de las hojas trifoliadas, igual que en el feno-
tipo salvaje. Asi, parece que la habilidad de
la bacteria para causar sintomas no se corre-
laciona con la cantidad de toxina producida
in vitro por los mutantes (Peet et al., 1986).
Segun esto, cabria la posibilidad de que el
método de PCR no detectase alguna cepa del
pv. phaseolicola. Schaad et al. (1995) des-
criben dos hechos relevantes: el primero,
que tres mutantes Tox— aislados del campo,
daban un resultado positivo en la PCR-ani-
dada, y el segundo la reversién en el campo
de una linea Tox — a Tox +. Estos autores
apuntan la posibilidad de que los mutantes
Tox — posean la regién tox silenciada, o por-
ciones de ella, pudiendo revertir potencial-
mente a fenotipo Tox + en el campo.

Los resultados derivados del presente tra-
bajo muestran la elevada eficacia de los ini-
ciadores propuestos por Schaad et al. (1995)
en el método BIO-PCR para detectar se-
cuencias de la regién tox en cepas fitopat6-
genas de judia del pv. phaseolicola. Ahora
bien, una eficacia total s6lo se encontré
cuando se aplicé la técnica de la PCR-ani-
dada. Los resultados del presente estudio
muestran que las secuencias fox rastreadas
no son exclusivas del pv. phaseolicola, dado
que también se encontraron en un tercio de
las cepas pv. syringae ensayadas. Como ya
se ha indicado en la introduccién, la produc-
cion de faseolotoxina ha sido demostrada en
el pv. actinidiae (Tamura et al., 1989; Ben-
der et al., 1999) y en una cepa pv. syringae
(Tourte y Manceau, 1995).

Desde el punto de vista prictico, y especi-
ficamente en el caso de judia tipo granja as-
turiana, en estudios sobre bacteriosis y en
procedimientos de obtencién de semilla sana
el hecho de encontrar secuencias tox en cepas
del pv. syringae no seria un inconveniente de
la técnica de PCR sino mds bien una ventaja.
La ventaja serfa ain mayor si mediante esta
via se detectaran secuencias de ADN comu-
nes a todas las toxinas producidas por ambas
bacterias fitopatdgenas debido a que en los
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Tabla 1A.—Recopilacion de resultados de los diferentes ensayos de PCR para la deteccion de un fragmento
de la region fox en ADN de cepas pv. phaseolicola de la coleccién del SERIDA

N°/afio Procedencia PCR-simple. Iniciadores PCR-
Area/ muestra 5.1-3.1 5.2-32 5.1-3.2 5.2-3.1 anidada
10195 AVilal DOJas ...cvocveeeeverserssssrssreaseimmemmenins + + + + +
11/95 Avila/ hojas........ccvvnviinicncnn + + + + +
13/95 Zamora/ hojas + + + + +
14/95 Zamora/ hojas - - - - +
16/95 Zamora/ Rojas .......ccccecvceccereenrecnineecinnens + + + + +
19 A/95 Valladolid/ hojas . + + + + +
19 B/95 Valladolid/ hojas .... + + + + +
20/95 Valladolid/ hojas + + + + +
21/95 Le6n/ NOjas......ccrueeuemreeeueeneemnenemreneennens - - - - +
22/ 95 Leodn/ hojas - - - _ +
23/95 Le6n/ hojas. - - - — +
24/95 Le6n/ hojas..... - - - - +
25/95 Leén/ hojas - - - - +
26/95 Leén/ hojas..... - - - - +
27/95 Leén/ hojas - - - - +
28/95 Leén/ hojas. - - - - +
29/95 Leén/ hojas - - - - +
33/95 Leén/ hojas. - - - - +
34/95 Palencia/ hojas .........cooeeveeiriunicnncncnicnnne - - - - +
35/95 Palencia/ hojas .........ccoveereerrecnereecceennae - - - - +
36/95 Palencia/ hojas + - - - +
37/95 Salamanca/ hojas + + + - +
40/95 Palencia/ hojas ... + + + + +
411/95 Palencia/ hojas .... - + - - +
41 11/95 Palencia/ hojas ... - + - - +
42/95 Palencia/ hojas ......ccceceennenercnnnenene + + + + +
43/95 Palencia/ hojas - - - - +
46 a/95 Palencia/ hojas .....ccccoeeeeernnnecncnnnaeenene - + - +
46 b/95 Palencia/ hojas - + - - +
47/95 Zamora - + - - +
48/95 Zamora/ hojas + + + + +
50/95 Zamora/ hojas - - - - +
51/95 Zamora/ hojas - - - - +
52/95 Zamora/ - + - - +
53 p/95 Salamanca/ hojas y vainas ..........cccceceuu. - + - - +
55/95 Soria/ hojas + - - - +
59/96 PA (Villaviciosa)/hojas y vainas ............ + + + + +
61/96 PA (Valdés)/ hojas y vainas + + + + +
62/96 PA (Valdés)/ hojas y vainas... + + - + +
63/96 PA (Valdés)/ hojas y vainas... + + + + +
64/96 PA (Valdés)/ hojas y vainas... + + + + +
65/96 Palencia/ vainas..........cc.ccoececvencniininenns + + - + +
70/97 PA (Navia)/ vainas .........ccccceveeeeeeerenennne + + + - +
82/00 PA (Valdés)/ hojas.......oeeeeevercererrerenennnen + - - - +
85/00 Ledn/ vainas - + - - +
87/00 PA/ vainas + + + + +
535/95 Valladolid/ hojas - + + + +
572/95 Valladolid/ hojas + + - - +
592/95 Castilla y Le6n/ hojas ........ccooveveevercnnne. + + - - +

PA: Principado de Asturias (concejo). Todas las cepas del Principado de Asturias se aislaron de judia tipo granja asturiana.

judiares de granja asturiana (judia muy apre-
ciada desde el punto de vista culinario y nu-
tricional y con alto valor en mercado) se ha
demostrado endemismo tanto del pv. phaseo-
licola como del pv. syringae (Gonzalez et al,

2000). Ahora bien, para confirmar la produc-
cién de faseolotoxina en el pv. syringae seria
necesario la realizacién de bioensayos.

Otras consideraciones de interés sobre la
PCR-anidada para detectar secuencias de la
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Tabla 1B.—Recopilacién de resultados de los diferentes ensayos de PCR para la deteccién de un fragmento
de la region tox en ADN de cepas pv. syringae de la coleccién del SERIDA y de cepas controles
N°/afio Procedencia PCR-simple. Iniciadores PCR-
Area/ muestra 5.1-3.1 5.2-3.2 5.1-3.2 5.2-3.1 anidada

30/95 Ledn/ hojas - - - - +
53 s/95 Salamanca/ hojas y vainas ... - + - - -
54/95 Salamanca/ hojas y vainas .........c.ceceuee. - - - - +
56/95 Soria/ hojas - - - - -
57/96 PA (Siero)/ hojas.......ccccccvnnevcncecnanenne - + - - +
74/99 PA (Navia)/ semilla... - + - - +
78/99 PA (Navia)/ semilla... - + - - -
79/99 PA (Navia)/ semilla... - + - - -
80/99 PA (Navia)/ semilla... - + - - -
81a/99 PA (Tapia)/ vainas..... - - - - -
81b/99 PA (Tapia)/ vainas..... - - - + -
83/00 PA (Villaviciosa)/ vainas... - - - - -
84 a/00 PA (Villaviciosa)/ vainas... - + - + -
84 b/00 PA (Villaviciosa)/ vainas... - + - + +
86/00 PA (Navia)/ vainas ........ + + - - +
88/00 PA (Vegadeo)/ tallo.........oeuveerereennnnns - + - - -
89/01 PA (Navia)/ semilla - + - - -
91/01 PA (Navia)/ semilla........ccoceoeeenvincnnnne - + - - -
CONTROLES

ISPPV-1/96 Pais Vasco - - - - +
321 CECT. e + + + + +
94 CECT. - - - - -
126 CECT.. - - - - -

PA: Principado de Asturias (concejo). Todas las cepas del Principado de Asturias se aislaron de judia tipo granja asturiana.

regién codificadora de faseolotoxina podrian
ser las siguientes. 1) No se han encontrado
falsos negativos, hecho importante de cara a
utilizar el método BIO-PCR en saneamiento,
de semilla de judia, puesto que siempre es
preferible descartar una planta madre sana
que dejar una enferma. 2) Posibilidad de de-
tectar falsos positivos, entendiendo como ta-
les aquellos que amplifican secuencias tox,
pero no producen la toxina. Este inconve-
niente es similar al que se le hace a técnicas
seroldgicas como ELISA que, a pesar de ello,
se estdn utilizado en el saneamiento de semi-
lla. 3) Resultados de facil interpretacion. El
resultado positivo de la PCR-anidada est4 re-
presentado por una banda nitida de 400 pb
que se visualiza claramente mediante electro-
foresis en geles de agarosa. 4) Resultados en
un tiempo relativamente corto: 18 h para el
cultivo de la cepa y 10 h para la PCR-anidada.
5) La aplicacion de este método requiere la
disponibilidad de un equipamiento bésico de
biologia molecular (micropipetas, centrifuga
de sobremesa, termociclador, equipo de elec-
troforesis, etc.) y de personal con un entrena-

miento previo en técnicas moleculares, lo
cual no debe ser considerado como un pro-
blema ya que la mayoria de los laboratorios
de diagndstico microbiolégico disponen de
estos medios. El coste de la aplicacién del
método en cuanto a uso de reactivos es mu-
cho mayor que los métodos tradicionales; sin
embargo, si tenemos en cuenta el coste del
tiempo empleado en la realizaci6n de los mis-
mos, las diferencias se minimizan.

Por tanto, podemos concluir que la téc-
nica de PCR-anidada, que se incluye en el
método BIO-PCR, se mostr6 itil para detec-
tar un fragmento de la regién zox (que codi-
fica faseolotoxina) en muestras de ADN y de
cultivos procedentes de colonias aisladas de
los pvs. phaseolicola y syringae. En nuestro
caso, la totalidad de las cepas pv. phaseoli-
colay el 33% pv. syringae, aisladas a lo
largo de un periodo de diez afios (1991-
2001) amplificaban el fragmento tox. Datos
que apoyan la presencia de la regién fox, en-
tera o en parte, en los patovares de Pseudo-
monas categorizados como endémicos en la
judia tipo granja asturiana.
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ABSTRACT

GONZALEZ, A. J.; ORDAX, M., MENDOZA, M* C. Evaluaci6n de los iniciadores del
método BIO-PCR sobre aislamientos fitopatégenos de Pseudomonas aisladas de judia
comun. Bol. San. Veg. Plagas, 28: 51-58.

The PCR phase of the BIO-PCR technique (Phytopathology 85: 243-248, 1995)
was evaluated using purified DNA and culture samples from 71 strains of Pseudomonas
collected from leaves, pods and seeds of common bean with disease symptoms. Diffe-
rent combinations of primers, aimed to amplify fragments of the fox cluster which en-
code phaseolotoxin, where assayed in four single-PCR procedures and one nested-PCR
procedure. Only the nested-PCR generated amplicons of the expected size (400 bp) for
all strains of Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola tested and for 33% of Pseudo-
monas syringae pv. syringae strains. The nested-PCR procedure is sensitive, reproduci-
ble, and generates results of easy interpretation in a relatively short time and a relatively

low cost.

Key Words: Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas syringae patovar phaseoli-
cola, patovar syringae, phaseolotoxin, halo blight, BIO-PCR, common bean.
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