IDENTIFICACION DE Pantoea stewartii por inmuno-PCR DIRECTAMENTE DE LA
SEMILLA DE MAIZ

JC. Rocha, R.Rodriguez*, C.N. Aguilar, F. Lara, A. Quero, F. Cadtillo
Facultad de Ciencias Quimicas, Universdad Autonoma de Coahuila
Blvd. V. Carranza e Ing. José Cardenas $n Col. Republica C.P. 25280 Sdltillo Coahuila
Tel. (844) 416-92-13. Fax (844) 415-95-34. E-Mail. rrh961@hotmail.com

Palabrasclaves bacteria, marchitez, Sewart

Introduccién. Pantoea dewarti  causa en d maiz la
enfermedad  marchitez de Stewart, esta e caracteriza por
lesones ovdes y acuosss en la hoa La enfermedad de
Stewart puede causar la muerte de la planta en las primeras
etapas de desarollo (Wilson e a., 1998). La bacteria s
presenta, tanto en @ exterior como en d interior de la
semilla, lo cud, puede ocasonar que eta no germine 0 no
dcance los eténdaes de cdidad para la importacion o
movilizacion hecia aess libres de la enfermedad.

Los méodos tradiciondes de deteccion como, € cultivo de
plantas en invernaderos, esperando gparezcan los sintomeas,
0 bien, redizar cultivos de lavados de semilla en medios
sectivos, son muy tardados y con un rango amplio de
eror, (Blakemore e d., 1999). Actudmente se cuenta con
métodos de mayor eficacia y més rpidos, de los cudes,
destacan ELISA y PCR, Estos se caracterizan por contar
con un dto grado de sndhilidad y especificidad, sn
embargo, presentan ciertas limitaciones como lo son, la
fdta de sensbilidad de ELISA cuando la bacteria esa en
bgas cattidades y la inhibicion de PCR por agunos
componentes de la samilla La presente investigacion tiere
como objetivo desarrollar un méodo basado en inmuno-
PCR para la deteccion de P. stewartii directamente de la
semilla. A su vez s determinaron las condiciones dptimas
(temperatura de gpareamiento, tiempo de incubacion de la
muestra para la fijacdon de la bacteria y cdidad de los
tubos empleados) paralaredizacion de estatécnica

Metodologia. La deteccion de P. stewartii directamente
de la semilla se rediz6 por la técnica de inmuno-PCR. La
cud s decribe brevemente: Se senghilizaron  microtubos
de la marca Axigen y Ficher de 06 ml con anticuerpo
especifico a P. sewarti y se agregd una muestra infectada
oon la bacteria sgin d procedimiento  descrito  para
microplacas (Singh y Somerville, 1992). Pogeriormente se
procedié a preparar la reeccion de PCR directamente en
los microtubos usando primers especificos a P. sewartii
(Blackemore et. d. 1999). Se evduaron tres diferentes
temperaturas de apareamiento de primers, (62, 65 y 68 °C),
una vez <sdeccionada la temperatura de gpareamiento
Optima, se repitié, la técnica de inmuno- PCR usando 4
diferentes tiempos de incubacion en la fijadon de la
bacteria (12 hrs, Shrs, 6 hrs 'y 3hrs), después de sdeccionar
e tiempo de incubacion, s redizO por tercera vez la
técnica de inmuno PCR utilizando tubos del mismo
materid (polipropileno) pero de diferentes marcas (Fisher
y Axigen). Entodosloscasoslaverificacion dd producto

amplificado se rediz6 por medio de eectroforess en gd
de agaosa (1%). Usando un marcador molecular Ladder
100 paraegtimar € tamafio de labandaamplificada. Para

la identificacion de muestras infectades £ adaon
becterias de semillas, en medio de cultivo sdectivo y se
procedié a la identificacion de la bacteria por medio de
pruebas bioquimicas (Schaad et. d., 2001).

Resultados y Discusion. La cgpa bacteriana adada de
smilla de maiz en medio sdectivo presentd caracteridticas
morfoldgicas que la ubicen en € grupo de Pantoea y d
redizar las pruebas bioguimicas corresponde
bioquimicamente a P. dewarti dado que fue Gram
negativa y mostré reaccion positiva a Prueba de Ryuy,
crecimiento aerébico, crecimiento anaerdbi co,
hipersenghbilided en tabaco, color amaillo en KB,
melibiosa, sucrosa, sorbitol , y negativa a H2S de cysteing,
reduccion de nitratos, produccion de indol, licugfaccion de
geldina, ceobiosa, mdtosa, rhamnosa Con los primer
eyecificos para P. dewarti s logrd  amplificar  un
sgmento de ADN de aproximadamente 400 pares de
bases (pb) a las temperaturas de apareamiento de 62 °C y
65 °C, de las cudes eda ultima muestra segmentos de
mgor cdidad. Con los tiempos de incubacion se
obtuvieron bandas de 400 pb de la misma cdidad en los
cudro tiempos usados. La marca de los tubos no tuvo
ningun efectlien los resultados obtenidos. Prugbas con los
primer en cuestion modraron que estos primer son
dtamente especificos para P. dewartii (Blackmore e 4,
1992). Pruebas de deteccion dtamente sendtivas como
PCR son de gran importancia para propositos
cuarentenarios dado que detectan nivees bgos de inoculo,
los cudes pemanecerian indetectables con  méodos
convenciondes

Conclusiones. Se logré amplificar un segmente de ADN
de 400 pb de P. gtewartii, directamente de samilla de maiz
por la técnica de inmuno-PCR y se estandarizaron los
parametros principales para esta técnica
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