USO DE LA REGION ENTRE LOSGENESRIBOSOMALES16SY 23SPARA LA
IDENTIFICACION DE Clavibacter michiganensis subs. nebraskensis

L. Ayala’, R .Rodriguez”, C. Aguilar®, F. Lara®y A. Quero®
! Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila
Blvd.. V. Carranza e Ing. J. Cardenas s'n Col Republica Sdltillo Coahuila 25280 Td (844) 416-9213
Fax (844) 439-0511 email rrh961@hotmail.com
?Centro Internaciona de Servicios Fitosanitarios SA de CV. Saltillo Coahuila, México
® Colegio de Postgraduados, campus Salinas SLP. México

Palabras Claves, PCR, Bacterias, Maiz

Introducciéon. La enfemedad “aizonamiento y marchitez
de la hoa dd maiz’ es causada por Clavibacter
michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn). El sintoma més
caxteaidico de esta enfemedad son puntos de color
verde oscuro 0 negrusco a lo lago de las venas de las
hojas infectadas (Schuster & d. 1972). La identificacion
de Cmn s rediza por medio de pruebas bioquimicas o
bien infectando plantas susceptibles para después observar
los sintomas. Estas pruebas ademés de ser tardadas no son
sengbles. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es
una dintess cidica enzimdica en donde las cadenas de
ADN son copiadas in vitro. PCR es una dternativa para la
deteccion de Cmn por su especificidad, senshilidad y
rapidez. A la fecha no ha ddo reportada la identificacion
de eda bacteria utilizando la técnica de PCR. En esta
investigacion se destribe @ desarollo de un méodo para
laidentificacion de C. m. nebraskensis utilizando PCR.

Metodologia. Colonias  becterianas  fueron  adadas de
lavados de semilla de maiz con buffer de fosfatos. Para €
adamiento de las bacterias s utilizo  medio de cultivo
King de B, y se inaubo a 27 °C por 72 hrs La
identificacion bacteriana &2 redizo por medio de pruebas
bioguimicas y Biolod" (fermentacion de carbohidratos).
Se redizaron pruebas de hipersenshilidad en tabaco y de
paogenicidad en 3 variedades de maiz. La extracddn de
ADN de la cepa s redizo utilizando un método basado en
proteinasa K, mientras que la extraccion de ADN de las
plantulas infectadas se redizo utilizando un  méodo
basado en CTAB. Se disefiaon iniciadores egpecificos
para la region entre los genes ribosomaes 16s y 23slos
cudes fueron utilizados en PCR de ADN bacteriano y dd
tgjido infectado.

Resultados y Discusion. Aidamiento de la bacteria. S
presentaron  colonias  pequefiss de color amaillo 'y
mucosas, descripcidn  que coincide con la  morfologia
reportada para Cmn (Smidt and Vidaver,1986). Pruebas
bioquimicas La cepa adada presento reaccion postiva en
las pruebas de Gram y de oxidasa, en la prueba de flagdos
e hidrdliss dd amidon se presento una rescddn negdiva
En la prueba de Biolog, la bacteria degradd los siguientes
sustratos  Alaninamina, Adenosing, Turanosa, Dextring,

Cdobiosa, Madtosa, Psicona, D-fructosa, D-manitol, D-
xilosa, D-manosa, Metilpiruvato, D-gdactosa, D —ibosa,
Gentiobiosa, D-sorbitol, D-glucosa, Sucrosa, Gliceral.
Con base en los sudstratos que degrada la becteria se
clasfico como Cmn. Prueba de hipersenshilidad La
planta de tabaco inoculada con la bacteria presento
marchitez en un periodo de tres diss drededor de la zona
inoculada. Lo que nos indica que la bacteria adada es
fitopatogena.  Prueba de patogenicidad en maiz
Transcurrida una semana de la inoculacion, las plantas de
las tres variedades presentaron los sgnos caracteristicos de
la enfermedad taes como marchitez en todas las hojas,
manchas de color café oscuro-negro himedss a lo largo de
les hojas Disfio de primer o iniciadores. Los sguientes
primers fueron usados para la reacciones de PCR. > CCA
TGT GGG GTG GGA ACG C 2 (deecho) ° TTG TGA
TCC ACC GGA AAA ¥ (izquierdo). La region entre los
genes de rRNA 16S y 23S = considera como una region
idedl paa d desardlo de primers especificos para Cmn
debido a que es una regiones consarvada Las secuencias
nucledtides disefiadas para este trabgo se compararon con
scuencias  en los bancos de genes (Brown, 1999),
demostrando  que estos primers son  especificos paa d
genoma de Cmn ya que s mosraon que no existia
hibridacion entre ellos mismos ni con d otro primer como
tampoco con ninguna otra secuencia en @ banco de genes
La digancia entre los dos primers es de 215 pb. Después
de redlizar PCR tanto de ADN bacteriano como de tgido
vegetd infectado s observaon en los gdes bandes
intensas en las longitudes de 215 pb. de acuerdo d
marcador molecular.

Conclusiones. Los primers dissfiados fueron (tiles para la
deteccion de Cmn por PCR. Amplificandose una banda de
215 pb aunatemperatura degpareamiento de 62° C.
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