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El medio principal para propagar la vida de la
mayoria de las especies vegetales son las semillas, sin
embargo, en su mision de ser portadoras de las
caracteristicas genéticas, agronémicas y morfologicas
pueden servir también de vehiculo para transportar
patégenos que pueden producir perdidas en la produccion
agricola.

Las semillas infectadas son un importante medio de
diseminacion de bacterias fitopatdgenas tanto a nivel local
como a largas distancias, representando de esta manera una
amenazareal de introducirlas en aéreas consideradas libres y
la introduccion de nuevos aislamientos o razas mas
virulentos en areas de produccion de cultivos.

Considerando la importancia econdémica
internacional del rubro de producciéon de semillas, el
diagndstico de bacterias tiene gran trascendencia para que la
produccidn de las diferentes especies llegue a buen término
y en condiciones econdmicas favorables. El analisis de las
semillas permite la deteccion oportuna de los
microorganismos asociados a ellas; los tratamientos
permiten protegerlos de dichos patégenos y, en algunos
casos, erradicarlos.

Potencialmente cualquier bacteriosis puede ser
transmitida por semilla, generalmente las bacterias se
encuentran infestando la superficie de las semillas, pero las
que causan infecciones vasculares o sistémicas se
encuentran frecuentemente infectando las cubiertas u otros
tejidos internos de la semilla. Las bacterias que infestan
semillas pueden mantenerse vivas durante un periodo
limitado de tiempo, mientras que las bacterias presentes en
elinterior de las semillas son extraordinariamente longevas.

La deteccion de bacterias representa un filtro muy
importante por ello es necesario que el diagnostico englobe
varios métodos de deteccion que agoten las posibilidades
para determinar la presencia o ausencia de bacterias.

Particularmente la deteccion y diagndstico de
bacterias en semillas es un proceso dificil, ya que en muchas
ocasiones la cantidad de material resulta insuficiente aunado
a que el inoculo se encuentra en bajas cantidades infestando
o infectando la semilla, generalmente los porcentajes de
semilla contaminada son de 0.1 % o menos, complicando asi
su aislamiento o deteccion.

Actualmente se han desarrollado métodos de
deteccion muy sensibles que ayudan en gran medida a la
deteccion de bacterias aunque estas se presenten en bajas
concentraciones, particularmente métodos moleculares y
serologicos, sin embargo, en diversas ocasiones, ciertos
factores y caracteristicas propias de las semillas, como el
contenido de almidones y carbohidratos, pueden ocasionar
la obtencion de falsos negativos. De alli que la deteccion y
diagnostico debe abarcar técnicas que permitan obtener
preferentemente a las cepas bacterianas en cuestion para
asegurar o descartar la presencia.
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Dentro de los métodos utilizados se encuentran las
técnicas tradicionales como lo son el aislamiento de las
bacterias y su caracterizacion fisioldgica y bioquimica;
técnicas serologicas, particularmente ELISA y técnicas
moleculares como la PCR y la secuenciacion del producto
resultante.

El aislamiento de bacterias a partir de semillas
depende del porcentaje de recuperacion de las mismas, de su
liberacién y de la reduccion al minimo de organismos
saprofitos. Desafortunadamente, para muchas bacterias, los
datos sobre las densidades de indculo naturales en las
semillas y nimero de semillas infectadas necesario para el
desarrollo de la enfermedad en campo no estan disponibles,
lo que hace mas dificil lograr la obtencion de la bacteria.

Los métodos de aislamiento se deben enfocar en
lograr el crecimiento de la bacteria aun teniendo un reducido
ntmero de células bacterianas. Para tal objetivo se utilizan
diferentes medios para la obtencion de las células
bacterianas como el agua destilada estéril, soluciones
salinas a diferentes concentraciones y buffers enriquecidos
con medio de cultivo y detergentes. Una vez obtenidas las
cepas bacterianas en cuestion, la caracterizacion se logra a
través de medios selectivos y de caracterizacion bioquimica.

Otro método utilizado para el diagndstico de
bacterias fitopatogenas es la técnica de ELISA("Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay") o Ensayo de
inmunoadsorcion con enzimas conjugadas), la cual se basa
en la deteccion directa o indirecta de un antigeno sobre una
fase s6lida mediante proteinas conocidas como anticuerpos,
que en presencia de determinado sustrato producen una
reaccion de color que puede ser medida
espectrofotométricamente. La técnica ELISA es confiable y
rapida para la deteccion de fitopatdgenos debido al alto
grado de sensibilidad que posee. Sin embargo, durante la
realizacion de la técnica se deben tener precauciones ya que
pueden presentarse reacciones con residuos vegetales o
bacterias saprofitas derivando en falsos positivos, ademas
de que su limite deteccion es de 10° bacterias por gramo de
muestra. De igual manera los residuos de los agroquimicos
con los que vienen tratadas pueden interferir en el resultado.

Finalmente la PCR actualmente es una de las
técnicas mas empleadas y es conocida porque el analisis es a
partir de una muestra de ADN que contiene una secuencia
que se desea amplificar. La cantidad de ADN necesaria para
realizar tal amplificacién es muy pequeila, de alli su
principal ventaja. En el diagnéstico por PCR a partir de
semillas, se deben cuidar varios aspectos tales como la
extraccion de ADN, ya que en muchas ocasiones la reaccion
puede ser inhibida por compuestos como el almidon
procedente del mismo material, para tales casos cada
muestra de ADN debe ser purificada o bien, realizar dicha
extraccion de ADN a partir del germinado de la misma
semilla o de la bacteria aislada y purificada.
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