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RESUMEN

Las bacterias del género Azospirillum producen efectos beneficiosos en el crecimiento de las
plantas y el rendimiento de los cultivos, debido a su capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico
y de producir sustancias estimuladoras del crecimiento. En Cuba, se utiliza de manera
satisfactoria en la biofertilizacion de la caiia de azucar y otros cultivos econdémicos la cepa 8-
INICA de Azospirillum sp. Su caracterizaciéon morfolégica y bioquimica, indic6 similitud con
la especie A. brasilense. Por la importancia de esta cepa en la continuidad de las labores de
biofertilizacion que se ejecutan en el pais, el objetivo del trabajo fue corroborar la identidad de
la misma mediante el empleo de técnicas inmunoldgicas y moleculares.
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ABSTRACT

Azospirillum is a bacterium that produces growth and yields increments due to its capacity
of fix atmospheric nitrogen and to produce phytohormones. In Cuba, the 8-INICA strain of
Azospirillum sp. has been used successfully in sugarcane biofertilization and others economical
crops. The morphological and biochemical characterization of this stain showed similarity
with the species A. brasilense. Due to the importance of this strain in the biofertilization works
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carried out in our country, the aim of this paper was to confirm the identity of this strain
through immunoenzymatic and molecular techniques.

Keywords: rhizobacteria, identification, Saccharum spp.

INTRODUCCION

Para evitar el riesgo ecologico que supone la
diseminacién de microorganismos es necesario
identificar y rastrear las especies presentes en el
interior de las plantas y la rizosfera de las
mismas. Es por ello que se busca una correcta
identificacion de las cepas microbianas a través
de técnicas clasicas y de avanzada (Bloemberg y
Lugtenberg, 2001).

Azospirillum es el género de rizobacterias de
vida libre mas estudiado debido al gran interés
agricola existente por su capacidad de fijar
nitrégeno biolégico y producir fitohormonas
(Sangoquiza et al., 2018). El género contiene
especies de  bacterias muy versatiles,
promotoras del crecimiento de las plantas
(Cassan et al., 2014), cuyos efectos beneficiosos
se debe, ademds, al incremento de la toma de
nutrientes y agua (Ardakani et al., 2011) y la
induccion de genes que confieren tolerancia al
estrés (Fukami et al, 2017; 2018). Estos
mecanismos pueden ser utiles al disminuir el
uso de fertilizantes y  propiciar la
implementacién de un desarrollo sostenible y
sustentable del suelo (Vital y Mendoza, 2014).

Las técnicas inmunolodgicas involucran la
reaccion de afinidad antigeno-anticuerpo.
Entre las mas empleadas se encuentran la
aglutinaciéon, la  inmunofluoresencia, la

inmunodifusién y los ensayos
inmunoabsorbentes (Caballero-Mellado,
2000).

Conjuntamente con las seroldgicas, las

técnicas de biologia molecular resultan de gran
utilidad en la identificacion de las especies de
Azospirillum. Entre ellas, el polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) del operon histidina y las sondas
basadas en el gen 16S del ARNr son las mas
utilizadas por su rapidez, confiabilidad y
reproducibilidad (de-Bashan et al., 2007).

6

Para mejorar la sustentabilidad de la
producciéon de los cultivos, la agricultura ha
buscado alternativas biolégicas que sean mas
economicas, mejoren la rentabilidad y eviten el
deterioro del medioambiente, por lo cual
pueden ser utilizadas para la sustituciéon parcial
o total de fertilizantes quimicos (Hernandez et
al., 2015).

En Cuba se utiliza de forma satisfactoria la
cepa 8-INICA de Azospirillum sp. en la
biofertilizacion (Montero et al, 2017). La
caracterizacion morfoldgica y bioquimica de
esta cepa, realizada por Pérez y Casas (2005)
indic6 que presenta similitudes con las
descripciones plasmadas para la especie A.
brasilense en el Manual de Clasificacion de
Bacterias de Berguey. Por la importancia de
esta cepa para la continuidad de las labores de
biofertilizaciéon que se ejecutan en el pais, el
objetivo del trabajo fue corroborar la identidad
de la misma mediante el empleo de técnicas
inmunolodgicas y moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion serologica

Las cepas utilizadas en el estudio proceden de
la Colecciéon de Cultivos Microbianos del
Instituto de Investigaciones de la Cana de
AzGcar  (INICA) vy  fueron  aisladas,
caracterizadas e identificadas como
Azospirillum spp. en estudios previos (Pérez y
Casas, 2005). Ademads, fueron usados los
patrones A. brasilense Sp7 (ATCC 29145) y A.
lipoferum SpBr17 (ATCC 29709), procedentes
del cepario del CNPAB/EMBRAPA de Brasil.

Se realiz6 la caracterizacion seroldgica de la
cepa 8-INICA, la mas utilizada en Cuba para la
elaboracion de inoculantes comerciales
destinados a la cafa de aztcar y otros cultivos
econdmicos, seleccionada por sus significativas
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posibilidades estimuladoras del crecimiento de
las plantas. La cepa fue comparada con los
patrones A. brasilense Sp7 y A. lipoferum
SpBr17, ademas de las cepas 79-INICA y 11-
INICA (presentes en la Coleccion del INICA).
Cada cepa fue incubada en caldo Okon durante
48 horas, en agitacion a 37 °C; posteriormente,
las células se colectaron por centrifugacion a 10
000 rpm durante 10 minutos y lavaron tres
veces con buffer salino fosfato 10 mM, pH 7,4.
Finalmente, se resuspendieron en 1 mL del
buffer.

Para la obtencion de los anticuerpos
policlonales a partir de las cepas patrones Sp7 y
SpBr17, la biomasa obtenida (utilizada como
inmunodgeno) se resuspendid en solucién salina

fisiologica estéril (NaCl 0,85 %), en
concentraciones crecientes de densidad optica
(0,4, 06, 08 y 1,0) medidas en un

espectrofotometro SPEKOL11 (Carl Zeiss Jena,
Alemania) y con estas suspensiones se
inocularon por via subcutanea conejos albinos
de aproximadamente 2 kg de peso, obtenidos
del Centro de Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB), siguiendo el
esquema propuesto en la Tabla 1.

Los conejos fueron desangrados por puncioén
intracardiaca 10 dias después de finalizado el
esquema de inmunizacién y los sueros
obtenidos se conservaron a -20 oC. La
titulacion de los antisueros frente a sus
antigenos homologos se realiz6 a través de las
técnicas de Inmunoprecipitacion (IP) e
Inmunodifusién doble (IDD). Las relaciones
antigénicas entre las cepas patrones y las
incluidas se determinaron segun la técnica de
IDD, en placas de agarosa al 1 % con solucién
PBS, las cuales difundieron en camara humeda
a 37 oC durante 48 horas.

Caracterizaciéon molecular

Para la caracterizacion molecular de la cepa
cubana 8-INICA se utilizaron las cepas
autdctonas de A. brasilense TucH1, TucH2,
TucL1, TucL2, TucL3 y la cepa de referencia A.
brasilense Az39 (utilizada en Argentina para la
formulacién de bioproductos, procedente del
cepario de la  Estacion Experimental
Agroindustrial Obispo Colombres (EEOC),
Tucuman, Argentina).

La extraccion del ADN de cada cepa se
realizo con el kit de extraccion (Accuprep
Genomic DNA Kkit), a partir de 1 mL de cultivo
liquido incubado en medio Luria-Bertani por
48 horas. La PCR se realizé con los cebadores
especificos 27f (5’
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3") y 149r (5

CTACGGCTACCTTGTTACGA 37) que
amplifican un fragmento del gen 16S ADNr. La
mezcla de reaccion para un volumen final de 25
uL fue: 2,5 uL Bufter Taq Pol 10 X, 2 pL MgCI2
25 mM, 1 uL dANTPs 10 mM, 1 pL mezcla de
cebadores 27f + 1492r 10 uM, 0,2 puL Taq
Polimerasa 500 U (Thermo Scientific), 2 pL
ADN molde y 15,3 uL agua miliQ estéril.

Los parametros para la PCR fueron: un ciclo a
95 °C (5 min), 55 °C (1 min) y 72 °C (2 min); 30
ciclos a 94 °C (45 s), 50 °C (2 min) y 72 °C (50 s)
y un ciclo final a 72 °C durante 10 min. Los
resultados de la reaccion (5 uL) fueron
analizados en gel de agarosa 1,5 %, utilizando
bufter Tris-dcidoborico-EDTA (TBE) 0,5X como
buffer de corrida. Para la visualizaciéon de los
productos amplificados se agregé 1 pl de GelRed
10.000X (Biotium) por cada 5 ul de muestra. El
gel fue visualizado a través de luz UV (320 nm)
con un transiluminador Vilber Lourmat TFX-
20M. Las imagenes se tomaron con una camara
fotografica digital (Kodak Digital Science).

Tabla 1 - Esquema de inmunizacion

Dias 0 7

14 21 28

D. 0. 0,4* 0,4

0,6 0,8 1,0

D.O. - Densidad Optica, * Células inactivadas por calor
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El analisis de restriccion del ADNr 16S
amplificado (ARDRA) se realizd mediante la
digestion de los productos amplificados con la
enzima de restriccion Alul (Thermo Scientific).
La mezcla de reacciéon fue: 10 pL producto
PCR, 18 pL de agua miliQ estéril, 2 pL de
Buffer Tango 10X y 1 uL Enzima Alul (5 U/uL)
(Thermo Scientific). La mezcla se incubd a 37
°C durante 4 h. Transcurrido el tiempo de
incubacién, la enzima se inactivd por
calentamiento a 65 °C durante 20 min. La
separacion de los fragmentos obtenidos fue
mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/
v) utilizando buffer Tris-acidoborico-EDTA
(TBE) 0.5X, como buffer de corrida. Para la
visualizacién de los productos, se agregd 1 pL
de GelRed 10.000X (Biotium) por cada 5 uL de
muestra. Una vez finalizada la corrida, el gel fue
visualizado y las imdagenes segun la
metodologia descrita anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion serologica

Al enfrentar las diferentes diluciones de los
antisueros de las cepas patrones Sp7 y SpBrl7
con sus antigenos homologos mediante la
técnica de IP, se obtuvieron titulos de 1:2048 y

1:1024 y con la IDD de
respectivamente.

La relacién cualitativa entre los antisueros
(As) de las cepas patrones con los antigenos de
las cepas 8-INICA, 11-INICA y 79-INICA, a
través de la técnica de IDD (Tabla 2), mostré la
formacion de bandas de precipitacién por la
existencia de determinantes antigénicos
comunes entre ellas. Esta técnica esta basada en
el principio de que el antigeno y el anticuerpo
difunden a través de un medio semisdlido y
forman complejos inmunitarios estables, que
aparecen como lineas o bandas de precipitacion
insoluble en el “Punto de Equivalencia’, sitio
donde alcanzan las proporciones Optimas
(Licea et al., 2016).

La completa identidad existente entre el Ac
Sp7 y su Ag homodlogo, se corresponde con la
formaciéon de  diferentes  bandas  de
precipitacién, asociadas a la presencia de un
mayor nimero de determinantes antigénicos.
Todos los aislamientos formaron arcos de
precipitacion comunes con los anticuerpos de
las cepas patrones, debido a la existencia entre
ellas de determinantes antigénicos de origen
genérico, resultado similares al obtenido por
Pazos et al. (2000) al realizar wuna
caracterizaciéon  seroldégica de cepas de
Azospirillum spp. aisladas de arroz.

1:64 y 18,

Tabla 2 - Relacion cualitativa del enfrentamiento de los antisueros de A. brasilense Sp7 (ATCC
29145) y A. lipoferum SpBr17 (ATCC 29709) con las de Azospirillum spp. 8-INICA, 11-INICA y

79-INICA
Cepas As A. brasilense Sp7 As A. lipoferum SpBrl7
Sp7 +++ -
SpBr17 - +
8-INICA ++ +
79-INICA + ++
11-INICA + -

AS - antisuero, (+) reaccion positiva, (-) ausencia de reaccién

Cada signo positivo representa una banda de precipitacién
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La experiencia seroldgica de los estudios con
A. brasilense y A. lipoferum arrojaron que los

anticuerpos policlonales producidos
directamente contra A. brasilense poseen una
alta especificidad, con bajos niveles de

reacciones cruzadas respecto a otras cepas; sin
embargo, reacciones cruzadas aparecen entre
los sueros obtenidos para cepas de A. lipoferum
(Kirchhof et al., 1997).

La cepa 8-INICA formé dos arcos de
precipitacion con el antisuero A. brasilense Sp7,
lo que indica una mayor proximidad antigénica
entre ellas, mientras que 79-INICA comparti6
un  mayor numero de determinantes
antigénicos con el antisuero A. lipoferum
SpBr17. No se observo identidad entre 11-
INICA vy el antisuero SpBrl7. La presencia de
distintas bandas de precipitacion en el gel de
agarosa, cuando se emplea la técnica de IDD, se
debe a la divergencia en la velocidad de
migracion de los diferentes antigenos vy
anticuerpos en el agar, por lo que, si los

microorganismos estudiados poseen varios
antigenos comunes, forman diversas bandas de
precipitaciones, lo que facilita la determinacion
de las relaciones antigénicas entre ellos.

La identificacién de microorganismos a
través del uso de anticuerpos ha sido
ampliamente empleada por ser una técnica
simple y rapida que se puede automatizar y ser
usada para trabajar con varias muestras al
mismo tiempo (Rodriguez-Herrera et al,
2009).

Caracterizacion molecular

Los resultados de la amplificacion de un
fragmento de 1450 pb del gen ADNr 1685, de la
cepa de referencia A. brasilense Az39 (carriles 1
y 7), de los aislamientos autdéctonos TucHI,
TucH2, TucLl, TucL2 y TucL3 (carriles 2 a 6) y
de la cepa 8-INICA (carril 8) se muestran en la
Figura 1. El control negativo (carril 9) es la
mezcla de reaccion sin ADN. No se observd
amplificacion para las cepas TucH2 y TucL1 lo

Carriles 1y 7 - cepa de A. brasilense Az39, carriles 2 al 6 - aislamientos autdctonos TucH1, TucH2, TucL1, TucL2 y

TucL3, carril 8 - cepa 8-INICA, carril 9 - control negativo, mezcla de reaccion sin ADN, carril 11 - patrén de peso

molecular 100 pb Promega

Figura 1 - Amplificacion de un fragmento de 1450 pb del gen ADNr 16S
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que puede estar dado a problemas con la
muestra de ADN inicial usada como molde en
la reacciéon de PCR.

El andlisis electroforético de los productos
amplificados utilizados como molde, usando la
endonucleasa Alul, gener6 wun perfil de
restricciéon para 8-INICA que coincide con el
control Az39 y los aislamientos de la coleccion
del EEOC pertenecientes a la especie A.
brasilense (Figura 2). La similitud entre los
diferentes perfiles de restriccion permite
confirmar que 8-INICA pertenece al género
Azospirillum especie brasilense.

Los estudios moleculares confirmaron los
resultados obtenidos por métodos
microbioldgicos tradicionales y seroldgicos que
ubican a 8-INICA dentro de la especie A.
brasilense.

La asignacién de las categorias taxondmicas
(especie y/o cepa) de microorganismos estuvo
durante muchos afios basada en la distincion
de caracteristicas bioquimicas y/o antigénicas,
y en el mejor de los casos, en aspectos

fisiologicos detectables por analisis quimicos o
bioquimicos; sin embargo, con el desarrollo de
las técnicas gendmicas, primero se tomaron en
cuenta algunas caracteristicas quimicas y
fisicoquimicas de los dacidos nucleicos vy
posteriormente, se llegd a la comparaciéon de
secuencias de fragmentos relativamente cortos
o un par de genes (Valenzuela et al., 2015). Los
métodos de biologia molecular se han
desarrollado y utilizado ampliamente para la
determinacion sistematica correcta de cepas de
Azospirillum (Pedraza y Diaz, 2000).

El ARNr 16S ademas de ser conveniente para

la  deteccion de Dbacterias, proporciona
informacién atil y rdpida sobre su
identificaciéon y filogenia mediante la

comparacion con bases de datos publicas que
contienen un amplio numero de secuencias
bacterianas (Fernandez et al., 2010). El andlisis
de las secuencias de los genes que codifican
para las sub unidades 16S, 23S y 5S del RNAr,
en particular los genes del 16S RNAr, se han
convertido en una importante herramienta

1500 pb

500 ph

100 ph

1 (Az39 cepa de referencia), 2, 3, 4 (cepas autdctonas TucH1, TucL2 y TucL3), 5 (Az39), 6 (cepa cubana 8-INICA), 7

(control negativo, mezcla de reaccion sin ADN, 8 (patrén de peso molecular 100 pb Promega)

Figura 2 - Anilisis de restriccion del ADNr 16S amplificado (ARDRA) de las cepas de Azospirillum
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para la identificacion de bacterias (Kanimozhi
y Panneerselvam, 2010).

CONCLUSIONES

Se corroboré mediante el uso de la técnica
inmunolégica de Inmunodifusion Doble, las
técnicas moleculares de PCR del gen 16S y de
analisis de restriccion del ADNr 16S que la
cepa 8-INICA, de amplio
biofertilizaciéon de la cafa de azucar y otros
cultivos econdmicos, pertenece al género
Azospirillum especie brasilense.

uso en la
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