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Resumen  Azospirillum  brasilense  Az39  es  utilizada  por  empresas  productoras  de  inoculantes
para la  formulación  de  bioinsumos  en  América  del  Sur  desde  hace  más  de  30  años.  Esta  cepa
puede promover  el  crecimiento,  desarrollo,  así  como  la  capacidad  de  tolerar  diferentes  tipos
de estrés  en  las  plantas  inoculadas,  lo  que  determina  un  aumento  de  la  productividad  de  culti-
vos de  interés  agronómico.  En  la  actualidad,  no  existen  protocolos  en  Argentina  que  permitan
confirmar la  identidad  de  Az39  en  productos  comerciales  a  nivel  de  laboratorios  de  control  de
calidad de  inoculantes.  Por  ello,  el  objetivo  de  este  trabajo  fue  desarrollar  una  metodología  en
base molecular  que  permita  la  identificación  certera  de  A.  brasilense  Az39.  Con  la  secuencia
completa del  genoma  y  mediante  herramientas  bioinformáticas,  se  pudieron  reconocer  frag-
mentos de  ADN  presentes  únicamente  en  el  genoma  de  Az39.  Se  diseñaron  cebadores  dirigidos
a amplificar  por  PCR  dichas  secuencias.  Como  resultado  se  observaron  los  productos  específicos
únicamente  en  la  presencia  de  la  cepa  de  interés.  La  reacción  pudo  detectar  un  título  mínimo
de 105 UFC/ml  (4,5  ng/�l ADN)  o  de  102 UFC/ml  (0,88  ng/�l ADN)  o  una  concentración  mínima
de 0,098  ng/�l ADN,  dependiendo  del  método  de  extracción  utilizado.  Los  cebadores  fueron
evaluados  en  el  análisis  de  productos  comerciales  obtenidos  del  mercado  nacional,  arrojando
resultados  positivos,  tanto  en  muestras  directas  como  así  también  en  pruebas  confirmatorias
a partir  de  colonias  aisladas  de  tales  productos.  La  metodología  desarrollada  en  este  trabajo,
permite  la  detección  certera  de  A.  brasilense  Az39  en  cultivos  puros  o  mezclas  complejas  de

microorganismos.
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Development  of  sequence  characterized  amplified  region  markers  for  identification
of  Azospirillum  brasilense  Az39

Abstract  Azospirillum  brasilense  Az39  has  been  used  since  more  than  30  years  by  several
companies  in  South  America  for  biofertilizers  production.  This  strain  may  promote  plants  growth
and development,  as  well  as  the  ability  of  inoculated  plants  to  tolerate  environmental  stresses,
which determines  an  increase  in  the  productivity  under  field  conditions.  At  present,  there  are
no protocols  in  Argentina  to  confirm  the  identity  of  Az39  in  commercial  products;  however,
such biofertilizers  are  formulated  almost  exclusively  with  this  strain.  Therefore,  the  objective
of this  paper  was  to  develop  a  molecular  methodology  that  allows  the  accurate  identification
of A.  brasilense  Az39.  Using  the  complete  genome  sequence  and  several  bioinformatics  tools,
fragments of  DNA  present  only  in  the  Az39  genome  were  recognized.  A  set  of  PCR  primers  to
amplify these  sequences  were  designed,  and  the  specific  products  were  observed  only  in  the
strain of  our  interest.  The  sensitivity  of  the  methodology  was  evaluated,  where  the  strain  could
be detected  up  to  a  titer  of  105 CFU/ml  (4.5  ng/�l ADN)  or  102 CFU/ml  (0.88  ng/�l DNA)  or
in a  minimal  concentration  of  0.098  ng/�l  DNA,  depending  on  the  DNA  extraction  methodology
used. Primers  were  tested  against  direct  samples  of  commercial  inoculants  and  cultures,  in
both cases  there  were  specifics  products,  both  in  direct  samples  and  in  confirmatory  tests
from isolated  colonies  from  those  products.  The  procedure  presented  in  this  paper  allows  the
accurate identification  of  A.  brasilense  Az39  in  pure  cultures,  mixtures  of  microorganisms,  and
commercial  biofertilizers.
© 2019  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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ntroducción

a  necesidad  de  la  aplicación  de  prácticas  agrícolas  sus-
entables  ha  llevado  al  desarrollo  de  bioinsumos  en  base  a
icroorganismos  capaces  de  promover  el  crecimiento  de  las
lantas  (Plant  Growth  Promoting  Rhizobacteria) con  el  fin
e  aumentar  el  rendimiento  en  los  cultivos20.  En  los  últi-
os  años  el  mercado  mundial  de  bioinsumos  ha  crecido  con

na  tasa  sostenida  cercana  al  10%  y  con  una  expectativa  de
lcanzar  los  4.092  millones  de  dólares  en  el  202518. Den-
ro  de  las  Plant  Growth  Promoting  Rhizobacteria  uno  de
os  géneros  mejor  caracterizados  es  Azospirillum, siendo
zospirillum  brasilense  una  de  las  especies  más  estudia-
as  y  ampliamente  utilizada  en  la  producción  de  formulados
iológicos11,26.  A  lo  largo  de  los  años,  el  género  Azospirillum
a  demostrado  ser  capaz  de  promover  el  crecimiento  y des-
rrollo  de  numerosas  especies  vegetales  de  interés  agrícola  a
ravés  de  numerosos  mecanismos  fisiológicos  o  bioquímicos4.
ntre  dichos  mecanismos  se  incluyen,  la  fijación  biológica
e  nitrógeno,  que  tuvo  menos  relevancia  agronómica  de  la
nicialmente  esperada,  o  la  producción  de  fitohormonas  y
tros  reguladores  del  crecimiento  de  plantas,  que  ha  tenido
ayor  importancia  en  los  últimos  años4,5.  En  Sudamérica,

xisten  alrededor  de  106  productos  comerciales  formula-
os  en  base  a  A.  brasilense  y  aproximadamente  el  90%  de
stos  productos  son  desarrollados  en  nuestro  país,  siendo
a  cepa  Az39  de  A.  brasilense  el  principio  activo  más  fre-
uentemente  utilizado  en  América  de  Sur,  con  un  75%  de

11
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
Azospirillum  brasilense  Az39.  Rev  Argent  Microbiol.  2019.  http

revalencia  en  el  mercado  nacional  y  brasilero .  La  cepa
z39,  fue  aislada  en  el  Instituto  Nacional  de  Tecnología
gropecuaria-Instituto  de  Microbiología  y  Zoología  Agrícola
n  la  década  del  80,  mediante  un  programa  de  identificación
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 selección  de  cepas  de  Azospirillum  spp.  de  la  superficie
e  raíces  esterilizadas  de  plantas  de  trigo  en  la  localidad  de
arcos  Juárez  en  la  provincia  de  Córdoba.  Este  programa,
demás,  realizó  la  evaluación  de  la  capacidad  promotora
el  crecimiento  de  Az39  y  otras  cepas  del  mismo  género  en
ondiciones  agronómicas,  siendo  la  primera  la  más  eficiente.
omo  consecuencia,  el  Servicio  Nacional  de  Sanidad  y  Cali-
ad  Agroalimentaria,  junto  con  las  empresas  productoras  de
noculantes  decidieron  recomendarla  inicialmente  para  la
roducción  de  bioinsumos  destinados  al  tratamiento  bioló-
ico  de  semillas  de  maíz,  trigo,  sorgo  y  otras  especies  de  no
eguminosas10,33 y  a  la  fecha  para  más  de  16  especies  vege-
ales  dentro  de  las  que  se  incluyen  las  mencionadas  y  otras
omo  algodón,  tabaco,  cebada,  arroz  y  soja  en  coinoculación
on  Bradyrhizobium  japonicum. Después  de  más  de  30  años
esde  su  aislamiento  y  de  convertirse  en  una  de  las  cepas
ás  estudiadas  in  planta  como  a campo,  el  laboratorio  de

isiología  Vegetal  y  de  la  Interacción  Planta  Microorganismo
e  la  Universidad  Nacional  de  Río  Cuarto  en  el  año  2012  ini-
ió  un  ambicioso  proyecto  para  secuenciar  el  genoma  de  A.
rasilense  Az39,  lo  que  culminó  exitosamente  con  la  obten-
ión  de  la  secuencia  completa  y  cerrada  del  mismo  en  el
ño  201432. El  genoma  de  Az39  consiste  de  6.311  secuencias
odificantes  distribuidas  en  6  replicones  (un  cromosoma,  3
rómidos  y  2  plásmidos).  La  obtención  de  la  secuencia  del
enoma  fue  considerada  como  la  base  para  el  desarrollo
e  numerosos  estudios  posgenómicos  dentro  de  los  que  se
ncluyen  la  generación  de  herramientas  moleculares  para
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

studiar  con  mayor  precisión  y profundidad  la  capacidad  de
sta  bacteria  para  promover  el  crecimiento  vegetal.

Sin  embargo,  como  se  mencionó  anteriormente,  a  pesar
e  que  el  uso  de  bioinsumos  y  dentro  de  ellos  aquellos
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Tabla  1  Cepas  bacterianas  evaluadas  en  este  trabajo

Especie  Cepa

A.  brasilensea Az39
A. brasilenseb Sp245
A. brasilense3c Sp7
A. brasilenseb FP2
A. brasilenseb Abv5
A. brasilenseb Abv6
A. brasilensea Az  19
A. brasilensea Az  36
A. brasilensea Az  45
A. brasilensea Az  48
A. brasilensea Az  63
A. brasilensea Az  65
A. formosensec CC-Nfb-7
A. fermentariumc CC-Ly743
A. halopraeferensd Au4
A. oryzaed COC8
A. palatumd WW10
A. melinisd TMYC  0552
A. lipoferumd Sp59b
A. canadensed DS2
A. rugosumd IMMIB  AFH-6
A. agricolad CC-HIH038
A. solid CC-Ly788
A. zeaed N7
Pseudomonas  protegens  (ex-fluorescens)a CHA0
Bradyrhizobium  japonicuma E109
Bacillus subtilisa BH8

a IMyZA-INTA Castelar (Buenos Aires, Argentina).
b Universidad Federal de Paraná (Curitiba, Brasil).
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Desarrollo  de  marcadores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la

formulados  con  esta  cepa,  aumenta  año  a  año,  no
hay  normativas  gubernamentales  estrictas  que  regulen  la
calidad  y  trazabilidad  de  los  productos  en  el  sistema
agroalimentario22.  Más  aun,  en  la  República  Argentina,  no
existen  protocolos  que  permitan  autenticar  la  identidad  de
la  cepa  Az39  de  A.  brasilense  en  formulaciones  comerciali-
zadas  para  diferentes  tipos  de  cultivo.  Hasta  el  momento,  la
identificación  de  este  microorganismo  se  realiza  mediante
metodologías  de  microbiología  clásica,  pero  estas  no  son
suficientes  para  asegurar  con  certeza  la  identidad  del  micro-
organismo  a  nivel  de  cepa10.  Algunos  autores  han  avanzado
en  este  sentido  y  han  desarrollado  metodologías  que  per-
miten  la  identificación  a  nivel  de  cepas  dentro  de  una
misma  especie12,13,28.  De  este  modo,  el  desarrollo  de  herra-
mientas  moleculares  basadas  en  la  secuencia  del  ADN,
permiten  establecer  la  identidad  de  ciertos  microorganismos
de  manera  confiable  y  precisa.  La  utilización  de  marcado-
res  moleculares  del  tipo  Sequence  Characterized  Amplified
Regions  (SCAR)  es  una  de  las  alternativas  con  la  que  se  ha
conseguido  la  identificación  molecular  a  nivel  de  cepa.  Los
marcadores  SCAR  representan  loci  únicos,  genéticamente
definidos,  que  se  identifican  mediante  amplificación  por
PCR  usando  fragmentos  de  ADN  genómico  con  cebadores
específicos.  Teniendo  en  cuenta  las  consideraciones  anterio-
res,  el  presente  trabajo  tuvo  como  objetivo  emplear  estas
herramientas  moleculares  para  desarrollar  una  metodología
simple,  rápida  y  certera  que  permita  la  identificación  cepa-
específica  de  A.  brasilense  Az39  en  cultivos  puros  o  mezclas
de  microorganismos.

Materiales y métodos

Material  biológico

Los  microorganismos  utilizados  en  este  trabajo  se  resumen
en  la  tabla  1.  Los  cultivos  bacterianos  pertenecientes  al
género  Azospirillum  se  obtuvieron  a  partir  de  colonias  puras
cultivadas  a  30 ◦C  o  37 ◦C  (según  la  cepa  evaluada),  durante
72  h  en  el  medio  de  cultivo  Luria  Bertani  (LB)  modificado  por
la  adición  de  solución  de  rojo  Congo  (LBRC)24.  Las  colonias
se  repicaron  en  tubos  de  ensayo  conteniendo  5  ml  de  caldo
LB8.  Las  cepas  Pseudomonas  protegens  CHA0  y  Bacillus  sub-
tilis  BH8,  cultivadas  en  caldo  LB  y  aisladas  en  agar  LB,  se
utilizaron  como  control  negativo.  El  medio  EMA40 se  utilizó
para  el  crecimiento  de  B.  japonicum  E109  y  se  determinó  su
pureza  por  ausencia  de  crecimiento  en  medio  agar  tripticasa
soya1.

Análisis  genotípico  in  silico  y  desarrollo
de  marcadores  del  tipo  SCAR

Para  el  análisis  in  silico  se  utilizó  el  software
http://insilico.ehu.eus/9.  En  primer  lugar,  se  cargó  la
secuencia  genómica  de  la  cepa  Az39  fraccionada  en  tres
archivos,  uno  conteniendo  el  cromosoma,  y  otros  dos  con  los
plásmidos  y  crómidos,  respectivamente.  Luego,  se  simularon
múltiples  Amplified  Fragment  Length  Polymorphism  (AFLP-
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
Azospirillum  brasilense  Az39.  Rev  Argent  Microbiol.  2019.  http

PCR)  utilizando  diferentes  combinaciones  enzimáticas  y
nucleótidos  de  selección,  ordenados  al  azar.  A  continua-
ción,  se  seleccionaron  secuencias  de  ADN  con  longitudes  de
entre  200-800  pares  de  bases  (pb).  Estas  secuencias  fueron

c
h
c
d

c Universidad Nacional Chung Hsing (Chung Hsing, Taiwán).
d Universidad de Lyon (Lyon, Francia).

omparadas  con  las  secuencias  de  nucleótidos  no  redun-
antes  disponibles  en  la  base  de  datos  de  National  Center
or  Biotechnology  Information, mediante  el  uso  de  la  plata-
orma  BLASTn  [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]3 y
e  seleccionaron  las  secuencias  únicas  para  la  cepa  Az39  de
.  brasilense.

iseño  de  cebadores  específicos  para  A.  brasilense
z39

l  diseño de  cebadores  se  llevó  a  cabo  empleando  la
lataforma  bioinformática  Primer319,36 acoplada  al  sitio
eb  http://insílico.ehu.eus/primer3/  a  partir  de  las

egiones  no  homólogas  identificadas  con  la  plataforma
LASTn.  Se  tuvieron  en  cuenta  los  siguientes  parámetros
i)  porcentaje  de  guanina-citosina  (%  G+C)  entre  40-60%;
ii)  temperatura  de  melting  (Tm)  entre  55-61 ◦C;  y  (iii)
ongitud  del  primer  entre  18-24  pb.  Asimismo,  los  pares
e  cebadores  diseñados  fueron  analizados  con  el  software
ligoAnalyzer  3.1  ofrecido  por  Integrated  ADN  Technolo-
ies, para  evaluar  la  formación  de  estructuras  secundarias,

27
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

omo  bucles  en  la  misma  hebra  de  ADN ,  formación  de
omodímeros  y  heterodímeros.  Por  otro  lado,  se  probó  la
omplementariedad  de  las  secuencias  de  los  oligonucleóti-
os  mediante  el  uso  del  National  Center  for  Biotechnology

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
http://ins&iacute;lico.ehu.eus/primer3/
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nformation-BLAST3 y  Prokaryotic  Genome  DataBase  en
ttps://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/search/
last.php37.  Finalmente,  se  simuló  una  PCR  in  silico,
ara  evaluar  el  correcto  funcionamiento  de  los  cebadores
iseñados.  Los  cebadores  seleccionados  fueron  sintetizados

 evaluados  in  vitro.

xtracción  de  ADN

a  extracción  del  ADN  genómico  se  realizó  a  partir  de
olonias  aisladas  o  cultivos  puros  de  Az39  empleando  alter-
ativamente  dos  metodologías:  (1)  el  kit  comercial  Easy  Pure
acteria  Genomic  ADN  de  la  firma  Transgen  Inc.  (China),  de
cuerdo  a  las  especificaciones  del  fabricante  y  (2)  la  resina
e  intercambio  iónico  Chelex®100,  según  la  metodología
ropuesta  por  Alippi  et  al.2.  En  el  caso  de  las  colonias  aisla-
as,  la  extracción  solo  se  realizó  por  el  método  de  resina  y
ara  ello  las  colonias  fueron  resuspendidas  en  300  �l de  solu-
ión  fisiológica  estéril  (SF)  (8,5  mg/ml  de  NaCl);  mientras
ue  en  el  caso  de  los  cultivos  se  utilizaron  ambos  métodos

 para  ello  se  partió  de  un  volumen  de  1  ml  de  muestra  que
e  centrifugó  durante  10  min  a  10  000  rpm  y  cuyo  pellet  se
esuspendió  en  300  �l  de  SF  estéril.  En  el  caso  de  la  extrac-
ión  con  resina,  los  pellets  fueron  resuspendidos  en  150  �l
e  una  solución  de  Chelex®100  al  6%  (p/v)  y  las  muestras  se
ncubaron  en  un  baño  termostático  a  56 ◦C  durante  10  min
eguido  de  una  incubación  a  99 ◦C  durante  8  min,  some-
iendo  las  muestras  a  agitación  vigorosa  entre  cada  período
e  incubación.  Finalmente,  se  realizó  un  último  paso  de  cen-
rifugado  durante  10  min  a  10  000  rpm.  El  sobrenadante  se
tilizó  inmediatamente  como  molde  para  la  realización  de
as  reacciones  de  PCR  o  fue  fraccionado  y  conservado  a -20◦C
asta  su  utilización.

eterminación  de  la  temperatura  óptima
e hibridación  de  los  cebadores

ara  conocer  la  temperatura  óptima  de  hibridación  o  annea-
ing  (Ta)  para  la  reacción,  se  realizó  una  PCR  a  tiempo  final
on  gradiente  de  temperatura,  probando  diferentes  Ta  en
n  rango  de  5 ◦C.  Como  molde  se  utilizó  el  ADN  genómico
e  A.  brasilense  Az39.  La  mezcla  de  reacción  consistió  en
n  volumen  final  de  20  �l  conteniendo  1  unidad  de  EasyTaq
DN  polimerasa  (TransGen  Biotech,  China);  EasyTaq  buffer
X  (TransGen  Biotech,  China);  0,4  mM  de  dNTPs  (Promega,
adision,  Wis.);  0,4  �M  de  cada  primer  (IDT  Technologies)  y

 �l  de  ADN  molde.  Las  condiciones  de  amplificación  fueron
as  siguientes:  una  desnaturalización  inicial  de  2  min  a 95 ◦C,
eguida  de  30  ciclos  de  desnaturalización  por  0,5  min  a  95 ◦C;
ibridación  de  0,5  min  desde  55,2 ◦C  hasta  61,4 ◦C  y  exten-
ión  de  0,5  min  a  72 ◦C,  con  una  extensión  final  de  5  min  a
2 ◦C.  La  amplificación  se  realizó  en  un  termociclador  Ivema
21  (Ivema  Desarrollos).  Los  productos  de  PCR  fueron  reve-

ados  mediante  electroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  (p/v)
eñidos  con  Bromuro  de  Etidio  (BrEt)  y  visualizados  con  un
ransiluminador  UV  (Maestrogen,  MLB-16  124,  Taiwan).
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
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eterminación  de  la  especificidad

ara  evaluar  la  especificidad  de  los  cebadores  diseñados
reviamente,  se  utilizó  como  muestra  el  ADN  genómico  de
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iferentes  cepas  de  A.  brasilense, así  como  el  ADN  de  otras
species  pertenecientes  al  género  y  microorganismos  dis-
anciados  filogenéticamente  (tabla  1).  Las  condiciones  de
eacción  de  PCR  y  los  ciclos  de  amplificación  empleados  se
ealizaron  según  lo  descrito  anteriormente,  variando  la  Ta  de
cuerdo  a los  resultados  óptimos  obtenidos.  Con  los  micro-
rganismos  pertenecientes  al  género  Azospirillum  descritos
n  la  tabla  1, se  realizó  la  amplificación  por  PCR  con  ceba-
ores  específicos  para  el  gen  16S  rRNA  según  Lin  et  al.21 a
odo  de  control  para  confirmar  la  identidad  de  las  cepas

mpleadas  en  el  análisis.  En  el  caso  de  los  microorganismos
istanciados  filogenéticamente,  se  utilizaron  los  cebadores
OX-AR1  según  Versalovic  et  al.39.

eterminación  de  la  sensibilidad  del  método

ara  evaluar  la  sensibilidad  del  método,  se  utilizó  ADN  genó-
ico  como  molde  para  la  amplificación  por  PCR,  el  cual  fue

btenido  alternativamente  por  extracción  con  un  kit  comer-
ial  o por  resina  de  intercambio  iónico,  como  se  describió
reviamente.  A  modo  de  resumen,  1  ml  de  un  cultivo  puro
e  A.  brasilense  Az39  fue  diluido  por  duplicado  en  tubos
onteniendo  9  ml  de  solución  fisiológica  estéril  para  obtener
ubos  con  una  dilución  inicial  de  10-1 a  partir  de  los  que  se
ealizaron  diluciones  decimales  hasta  alcanzar  un  valor  de
0-7.  A  continuación,  se  tomaron  20  �l de  cada  dilución  y
e  realizó  un  recuento  por  la  técnica  de  microgota31 para
onfirmar  el  número  de  células  viables.  Del  mismo  tubo,  se
omó  1  ml  para  la  extracción  con  resina.  El  segundo  tubo  fue
tilizado  para  la  extracción  de  ADN  mediante  kit  y  la  cuan-
ificación  de  la  concentración  de  ADN  por  la  utilización  de
n  NanoDrop  One  de  la  firma  Thermo  Fischer  Inc.

(EE.  UU.).  La  determinación  se  realizó  sobre  el  total  de
élulas  (UFC/ml)  obtenidas  por  centrifugación  de  cada  dilu-
ión.  Adicionalmente,  se  midió  la  concentración  de  ADN  de
iluciones  en  base  decimal  y  centesimal  del  ADN  obtenido

 partir  de  una  dilución  10-7 equivalente  a  un  valor  teórico
e  1x102 UFC/ml.  En  todos  los  casos  se  utilizó  como  control
egativo  agua  MilliQ  esterilizada.

eterminación  de  la  especificidad  en  cultivos
ixtos con  B.  japonicum  E109

ultivos  mixtos  de  A.  brasilense  Az39  y  B.  japonicum  E109,
e  obtuvieron  independientemente  en  medios  LB  y  EMA,
asta  alcanzar  una  DO595 aprox.  1,9.  Ambos  cultivos  se
ezclaron  en  tubos  plásticos  de  1,5  ml  de  capacidad  en  dife-

entes  proporciones  de  cada  microorganismo  (p.  ej.  100%
e  E109;  70%  E109  +  30%  Az39;  50%  E109  +  50%  Az39;  30%
109  +  70%  Az39  y  100%  Az39).  De  cada  una  de  las  mez-
las,  se  extrajo  el  ADN  genómico  mediante  la  metodología
etallada  anteriormente  para  cultivos  en  medio  líquido.  El
DN  obtenido  se  utilizó  como  molde  para  reacciones  de
CR  específicas  con  los  cebadores  diseñados  en  este  trabajo
denominados  TP5).

eterminación  de  la  especificidad  en  cultivos
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

ixtos con  más  de  una  cepa  de  Azospirillum

e  realizaron  tres  mezclas  diferentes  de  cultivos  bacteria-
os  pertenecientes  al  género  Azospirillum, combinados  en

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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igual  proporción.  En  el  caso  de  la  mezcla  1,  se  emplea-
ron  las  cepas  de  la  misma  especie  A.  brasilense  Az39,  Sp7
y  Sp245.  Por  otro  lado,  en  la  mezcla  2  se  utilizaron  las
cepas  A.  brasilense  Az39,  Sp7  y  Sp245,  A.  zeae  N7,  A.  meli-
nis  TMYC  0552,  A.  halopraeferens  Au4, A.  canadense  DS2
y  A.  rugosum  IMMIB  AFH-6  pertenecientes  a  distintas  espe-
cies  del  género.  Finalmente,  en  la  mezcla  3  se  utilizaron  A.
brasilense  Az39, A.  formosense  CC-Nfb-7,  A.  fermentarium
CC-LY743,  A.  oryzae  COC8,  A.  palatum  WW10,  A.  lipofe-
rum  Sp59b,  A.  agricola  CC-HIH038  y  A.  soli  CC-Ly788.  Todas
las  cepas  empleadas  en  estos  experimentos  se  cultivaron  en
medio  MMAB38 durante  24  h.  Se  tomó  1  ml  de  cada  cultivo,
se  centrifugó  a  10  000  rpm  durante  10  min  y  se  ajustaron
a  igual  DO595,  con  el  objetivo  de  que  todas  las  cepas  tuvie-
ran  igual  concentración  (aprox.  1  x109 UFC/ml).  Las  mezclas
se  realizaron  en  microtubos  de  1,5  ml  a  volumen  final  1  ml,
colocando  iguales  proporciones  de  los  diferentes  cultivos.
Luego,  a  partir  de  cada  mezcla  bacteriana  se  extrajo  el
ADN  con  Chelex®100  según  la  metodología  descrita  ante-
riormente.  Finalmente,  el  ADN  genómico  de  las  mezclas  fue
utilizado  como  molde  para  PCR  con  los  cebadores  especí-
ficos  de  Az39.  Como  control  negativo  se  utilizaron  mezclas
sin  Az39.

Control  de  calidad  de  formulaciones  comerciales

Se  emplearon  tres  productos  comerciales  recomendados
para  el  tratamiento  de  semillas  de  trigo  y  maíz,  que  en
su  membrete  indicaban  contener  como  principio  activo  A.
brasilense  Az39,  a  los  que  denominamos  aleatoriamente
I1,  I2  e  I3.  En  el  caso  del  producto  I1  declaraba  una
fecha  de  vencimiento  tres  meses  posteriores  a  la  fecha  del
análisis,  en  el  caso  de  I2  se  encontraba  al  límite  de  la
fecha  de  vencimiento  y  en  el  caso  de  I3  había  vencido  6
meses  antes  de  realizar  este  análisis.  A  modo  de  aclara-
ción,  es  necesario  mencionar  que,  en  Argentina,  el  valor
de  recuento  límite  a  la  fecha  de  vencimiento  para  pro-
ductos  comerciales  conteniendo  Azospirillum  es  de  1x107

UFC.ml-1.  Para  la  toma  de  muestras,  se  homogenizaron
las  vejigas  con  el  inoculante  durante  10  min,  se  esterili-
zaron  las  superficies  y  se  tomaron  2  ml  de  cada  muestra
para  la  posterior  extracción  de  ADN  por  el  método  de
Chelex®100.  Adicionalmente,  se  tomó  1  ml  para  el  recuento.
Previo  a  la  extracción  de  ADN,  se  realizó  un  lavado  con
solución  fisiológica  y  las  células  se  concentraron  en  un
volumen  final  de  300  �l.  Luego  se  prosiguió  con  la  meto-
dología  descrita  previamente  con  la  resina  Chelex®100.
El  recuento  se  realizó  por  la  técnica  de  microgota31 y
para  ello  las  muestras  fueron  colocadas  en  9  ml  de  SF
estéril  para  obtener  la  dilución  10-1 de  la  que  se  reali-
zaron  diluciones  decimales  para  alcanzar  una  dilución  de
10-7.  A  continuación,  se  tomaron  20  �l  de  cada  dilución,
se  sembraron  en  placas  de  LBRC  y  se  incubaron  a  37 ◦C
durante  72  h.  Se  realizó  el  recuento  de  colonias  y  se  cal-
culó  el  número  de  UFC/ml.  Adicionalmente,  las  muestras
se  sembraron  en  placas  de  LBRC  en  estrías  por  agota-
miento  y  a  partir  de  las  colonias  crecidas  en  este  medio,
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
Azospirillum  brasilense  Az39.  Rev  Argent  Microbiol.  2019.  http

se  extrajo  ADN  con  la  resina  Chelex®100  y  se  utilizó  como
molde  para  la  amplificación  por  PCR  con  los  cebadores
TP5  a  modo  de  confirmar  la  identidad  de  las  colonias
obtenidas.
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esultados

nálisis  genotípico  in  silico  y  desarrollo
e  marcadores  moleculares  del  tipo  SCAR

ediante  la  simulación  de  400  AFLP-PCR  in  silico, se  selec-
ionaron  700  secuencias  candidatas  con  un  tamaño entre
00  y  800  pb.  Cuando  estas  secuencias  fueron  comparadas
ediante  BLASTn,  solo  12  de  ellas  no  presentaron  homo-

ogía  con  secuencias  depositadas  en  la  base  de  datos  o
xhibieron  fragmentos  de  al  menos  200  pb  únicos  en  el
enoma  de  A.  brasilense  Az39  (fig.  S1).  Las  secuencias  úni-
as  en  el  genoma  de  Az39  se  localizaron  en  el  cromosoma
e  dicha  bacteria,  algunas  de  ellas  ubicadas  en  regiones  no
odificantes  como  en  el  caso  de  las  secuencias  6,  7,  9  y
0  de  la  figura  S2;  mientras  que  otras  se  encontraron  en
egiones  de  secuencias  que  codifican  para  proteínas  hipo-
éticas.  Específicamente,  en  el  caso  de  los  productos  de
os  cebadores  evaluados  in  vitro  en  este  trabajo  TP5,  TP6,
M  1  y  EM1,  todos  se  encontraron  dentro  de  regiones  que
odifican  para  proteínas  hipotéticas  (fig.  S2).  Un  total  de
8  pares  de  cebadores  fueron  diseñados  para  la  amplifica-
ión  de  las  regiones  no  homólogas.  Se  observó  que  todos
os  cebadores  fueron  capaces  de  formar  estructuras  como
omodímeros,  heterodímeros  y  bucles  dentro  de  la  misma
olécula  de  ADN,  sin  embargo,  se  escogieron  4 pares  de

ebadores  cuyas  características  termodinámicas  demostra-
on  que  las  posibles  estructuras  secundarias  eran  inestables.
dicionalmente,  cuando  se  simularon  reacciones  de  PCR
n  los  genomas  de  A.  brasilense  Sp45,  A.  lipoferum  4B,
zospirillum  sp.  B510  y  Azospirillum  spp.  el  resultado  fue
egativo.  Más  aún,  no  se  observó  amplificación  en  otras
species  de  Azospirillum,  ni  en  otros  géneros  bacterianos
resentes  comúnmente  en  el  suelo,  entre  ellos  Bradyrhizo-
ium, Pseudomonas, Bacillus,  Rhodospirillum,  Rhizobium,
inorhizobium  o Nitrosomonas. Las  secuencias  de  los  oligo-
ucleótidos  sintetizadas  y  probadas  in  vitro  se  muestran  en
a  tabla  2  y  estas  amplifican  las  regiones  número  4,  5  y  8  de
a  figura  S1  y  de  la  figura  S3.

nálisis  in  vitro  de  los  cebadores  específicos  para
z39

os  4  pares  de  cebadores  diseñados  fueron  capaces  de  ampli-
car  en  todas  las  temperaturas  evaluadas  (fig.  S4).  En  la
gura  S4A  se  observa  que  el  par  TP5  amplificó  un  fragmento
e  307  pb;  mientras  que  los  pares  de  cebadores  denomina-
os  TP6  y  TM1  originaron  amplicones  de  401  pb  y  306  pb
espectivamente  (fig.  S4B).  La  amplificación  con  el  par  de
ebadores  denominado  EM1  dio  como  resultado  un  amplicón
sperado  de  611  pb  y  una  banda  adicional  que  corresponde

 un  fragmento  entre  100  pb  y  200  pb  (fig.  S4C).  Ambas  ban-
as  se  observaron  solo  en  la  cepa  Az39,  inclusive  cuando
a  Ta  fue  de  65 ◦C  (datos  no  mostrados).  En  función  de  los
esultados  obtenidos  en  esta  sección,  se  seleccionaron  las
iguientes  Ta:  59,1 ◦C;  55,2 ◦C  y  56,4 ◦C  para  cada  par  de
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

ebadores  TP5,  TP6  y  TM1  respectivamente.  Debido  a  que
l  par  de  cebadores  EM1  era  capaz  de  amplificar  en  regiones
nespecíficas  no  fue  utilizado  para  los  ensayos  posteriores
e  este  trabajo.

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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Tabla  2  Cebadores  diseñados  y  probados  experimentalmente  en  este  trabajo

Par  de
cebadores

Orientación  Secuencia
(5’-3’)

Tamaño
(nt)

Contenido
G+C

(%)

Temperatura
de  meltinga

(◦C)

Secuencia
blanco

(Figura  S1’)

Tamaño  del
amplicón

(pb)

TP5  F  GGCCGTTGTTCTCGGTCTCTAT 22  54,5  60,6  4  307
R GCGATCTCCATTTATTTCGCCCT 23  47,8  59,2

TP6 F  ATCAAGACGCTCGCCACC  18  61,1  59,7  4  401
R CGATCTCCATTTATTTCGCCCTTC  24  45,8  57,7

EM1 F  GCATGTACAGTGTGATCAGGGAG  23  52,2  58,7  5  611
R GCCGCGATTACTTCAACCTCT  21  52,1  59,1

TM1 F  GGAGGAATCCACGGAATCCC  20  60  60,0  8  306
R TTTCCAAGGTCCGAGCCTTC  20  55  59,3
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eterminación  de  la  especificidad  y  sensibilidad
el método

n  la  figura  1  se  muestran  los  resultados  obtenidos  en  la
valuación  de  la  especificidad  del  par  de  cebadores  deno-
inados  TP5  en  cultivos  puros.  El  ciclo  de  reacción  se  llevó

 cabo  con  una  temperatura  de  alineamiento  de  59,1 ◦C.
uando  se  utilizó  como  molde  el  ADN  genómico  de  cepas
e  A.  brasilense  filogenéticamente  relacionadas  con  Az39,
os  resultados  fueron  negativos  (fig.  1A),  lo  que  demuestra
l  alto  grado  de  especificidad  de  los  cebadores  diseñados.
as  cepas  evaluadas  fueron  A.  brasilense  Sp245,  FP2,  Abv5  y
bv6  (utilizadas  en  la  producción  de  inoculantes  en  Brasil);
z  19,  Az  36,  Az  45,  Az  48,  Az  63  y  Az  65  (pertenecientes  a  la
olección  del  Instituto  Nacional  de  Tecnología  Agropecuaria-
nstituto  de  Microbiología  y  Zoología  Agrícola).  Tampoco  se
bservaron  productos  de  PCR  en  otras  cepas  pertenecientes

 diferentes  especies  del  género  como  A.  formosense  CC-
fb-7,  A.  fermentarium  CC-LY743,  A.  halopraeferens  Au4,
.  oryzae  COC8,  A.  palatum  WW10,  A.  melinis  TMYC  0552,
.  lipoferum  Sp59b,  A.  canadense  DS2,  A.  rugosum  IMMIB
FH-6,  A.  agrícola  CC-HIH038,  A.  soli  CC-Ly788  y  A.  zeae
7  (fig.  1B).  Otras  cepas  no  relacionadas  filogenéticamente
on  este  género,  pero  frecuentemente  utilizadas  para  la
ormulación  comercial  de  inoculantes  combinados  con  A.
rasilense  Az39  fueron  evaluadas.  Estas  cepas  fueron  P.  pro-
egens  (ex-P. fluorescens) CHA0,  B.  japonicum  E109  y  B.
ubtilis  BH8  y  ninguna  presentó  resultados  positivos  para  la
mplificación  con  los  cebadores  TP5.  En  las  figura  1C  y  D  se
bserva  la  amplificación  del  gen  16S  rRNA  con  los  cebado-
es  específicos  para  el  género  Azospirillum  utilizados  como
ontrol21.  Por  otro  lado,  se  comprobó  la  amplificación  por
CR  con  cebadores  del  tipo  BOX-AR1  en  las  cepas  pertene-
ientes  a  otros  géneros  microbianos  (datos  no  mostrados).
a  evaluación  con  los  cebadores  TP6  y  TM1  presentó  resul-
ados  inesperados  ya  que  hubo  amplificación  inespecífica  en
lgunas  cepas  del  género,  por  lo  que  los  mismos  fueron  des-
artados  para  ensayos  posteriores  de  este  trabajo.  Si  bien,  se
nalizó  el  total  de  las  cepas  presentadas  en  la  tabla  1 con  los
ebadores  TP6  y  TM1  (datos  no  mostrados),  en  la  figura  S5  se
resentan  a  modo  de  ejemplo  algunos  de  los  productos  ines-
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
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ecíficos  amplificados  por  dichos  cebadores.  Algunas  cepas
mplificaron  bandas  únicas,  definidas  y  de  peso  molecular
iferente  al  esperado  para  el  caso  de  Az39;  mientras  que
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n  otras  se  observó  más  de  un  producto  de  PCR.  A  pesar  de
ue  los  cebadores  TP6  y  TM1  amplificaron  de  manera  ines-
ecífica  para  otros  microorganismos,  fueron  eficientes  para
iferenciar  la  cepa  Az39  del  resto  de  las  cepas  evaluadas  ya
ue,  aun  existiendo  amplificación  inespecífica,  fue  posible
istinguir  A.  brasilense  Az39  de  otras  cepas.

En  cuanto  a  la  sensibilidad,  la  metodología  fue  probada
on  el  par  de  cebadores  denominado  TP5  ya  que  resultó  ser
l  más  específico  para  la  reacción  de  PCR.  En  la  figura  2A  se
bservan  los  productos  de  amplificación  de  PCR  empleando
l  par  de  cebadores  TP5  para  los  que  se  utilizó  como  molde
DN  extraído  por  la  resina  Chelex® 100,  a  partir  de  diluciones
ecimales  de  un  cultivo  puro  de  Az39.  Nuestros  resultados
emuestran  que  el  punto  de  corte  con  esta  metodología  se
btiene  en  la  dilución  10-4 equivalente  a  un  título  bacteriano
e  2,5x105 UFC/ml  o  una  concentración  de  ADN  equivalente

 4,5  ng/�l ADN.  En  la  figura  2B  se  observan  los  productos  de
mplificación  de  PCR,  utilizando  como  molde  ADN  extraído
or  un  kit  comercial.  Nuestros  resultados  muestran  que  el
unto  de  corte  de  esta  metodología,  teniendo  en  cuenta  el
úmero  de  células,  se  obtiene  en  dilución  10-7,  equivalente  a
n  título  de  4,5  x  102 UFC/ml  y  con  un  contenido  equivalente
e  ADN  de  0,88  ng/�l; sin  embargo,  el  límite  de  detección
n  base  a  la  concentración  de  ADN  fue  establecido  donde  la
mplificación  se  alcanzó  con  0,098  ng/�l  de  ADN,  a  pesar
e  que  la  amplificación  fue  tenuemente  observada  en  una
oncentración  inferior  de  ADN  (0,0092  ng/�l). El  recuento
nicial  del  cultivo  del  cual  se  realizaron  las  diluciones  fue
,5x109 UFC/ml.  Es  importante  aclarar  que  cuando  el  ADN
ue  extraído  con  la  metodología  de  Alippi  et  al.2 se  obtuvie-
on  resultados  similares  para  las  amplificaciones  realizadas
on  los  cebadores  TP6  (datos  no  mostrados).  En  función  de
os  resultados  obtenidos  a  nivel  de  la  especificidad  y  sensi-
ilidad  del  método  en  cultivos  puros,  se  pudo  determinar  la
specificidad  en  cultivos  mixtos.  En  la  figura  3A  se  observa
a  amplificación  por  PCR  empleando  los  cebadores  TP5,  a
artir  de  mezclas  de  cultivos  puros  de  A.  brasilense  Az39

 B.  japonicum  E109  en  distintas  proporciones.  Los  resulta-
os  demostraron  que  cuando  la  cepa  Az39  está  presente,  la
mplificación  por  PCR  es  positiva  independientemente  de  las
roporciones  de  los  microorganismos  presentes  en  la  mez-
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

la.  La  especificidad  en  mezclas  de  Azospirillum  se  evaluó
ezclando  por  un  lado  cepas  de  la  misma  especie  (mezcla

)  y  cepas  pertenecientes  a  distintas  especies  (mezcla  2  y

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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Figura  1  A  y  B)  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  de  los  productos  de  amplificación  con  los  cebadores  TP5,  específicos  para
la cepa  Az39.  C  y  D)  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  de  los  productos  de  amplificación  con  los  cebadores  16S  rRNA  específicos
de género  (Lin  et  al.,  2011)  utilizados  como  control  positivo  para  las  cepas  Azospirillum  spp.  Referencias:  (MM)  marcador  de  peso
molecular 100  bp  Trans  Plus  ADN  Ladder;  (1)  A.  brasilense  Az39;  (2)  A.  brasilense  Sp245;  (3)  A.  brasilense  FP2;  (4)  A.  brasilense
Abv5; (5)  A.  brasilense  Abv6;  (6)  A.  brasilense  Az  19;  (7)  A.  brasilense  Az  36;  (8)  A.  brasilense  Az  45;  (9)  A.  brasilense  Az  48;
(10) A.  brasilense  Az  63;  (11)  A.  brasilense  Az  65;  (12)  Pseudomonas  protegens  CHA0;  (13)  Bradyrhizobium  japonicum  E109;  (14)  A.
formosense CC-Nfb-7;  (15)  A.  fermentarium  CC-LY743;  (16)  A.  halopraeferens  Au4;  (17)  A.  oryzae  COC8;  (18)  A.  palatum  WW10;  (19)
A. melinis  TMYC  0552;  (20)  A.  lipoferum  Sp59b;  (21)  A.  canadense  DS2;  (22)  A.  rugosum  IMMIB  AFH-6;  (23)  A.  agrícola  CC-HIH038;
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(24) A.  soli  CC-Ly788;  (25)  A.  zeae  N7;  (C-)  control  negativo  (ag

3).  En  la  figura  3B  se  observa  el  resultado  para  las  tres  mez-
clas  de  cultivos  evaluadas,  donde  el  producto  de  307  pb  se
obtuvo  en  todos  los  casos  en  los  que  estuvo  presente  Az39;
mientras  que  los  resultados  negativos  fueron  pertenecientes
a  las  mezclas  control  sin  el  agregado  de  esta  cepa.

Control  de  calidad  de  formulados  comerciales
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
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Desde  el  punto  de  vista  del  análisis  microbiológico  de
los  productos  comerciales  empleados  en  este  trabajo,
podemos  mencionar  que  los  resultados  obtenidos  a  par-
tir  del  empleo  de  la  técnica  de  recuento  por  microgota
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rrojaron  los  siguientes  títulos  de  recuento:  5,8  x  108

FC/ml  para  el  formulado  I1;  3,38  x 107 UFC/ml  y  para  el  for-
ulado  I2  y  <  1  x  105 UFC/ml  para  el  formulado  I3.  En  el  caso
e  I1  e  I2  se  observaron  colonias  color  rojo  escarlata,  con
na  superficie  plana-craquelada,  con  bordes  redondeados  y
extura  seca;  morfología  típica  para  este  grupo  bacteriano.
n  el  caso  de  I3  solo  se  observaron  estas  colonias  después
e  sembrar  de  manera  directa  una  alícuota  del  producto
n  una  placa  conteniendo  medio  LBRC  agarizado.  Cuando
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

l  ADN  molde  utilizado  fue  obtenido  a  partir  de  colonias
uras  cultivadas  de  los  recuentos  (I1  e  I2)  o  de  la  siembra
n  directo  del  producto  I3,  la  electroforesis  en  gel  de  aga-
osa,  presentó  resultados  positivos  para  los  tres  productos

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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Figura  2  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  de  los  productos  de  amplificación  con  el  par  de  cebadores  TP5  para  la  determinación
de la  sensibilidad  del  método  a  partir  de  ADN  molde  obtenido  por  A)  resina  Chelex® 100  y  B)  kit  comercial.  Referencias  A):  (MM)
marcador molecular  100  bp  Trans  Plus  ADN  Ladder;  (1).  A.  brasilense  Az39  109 UFC/ml);  (2)  108 UFC/ml;  (3)  107 UFC/ml;  (4)  106

UFC/ml;  (5)  105 UFC/ml;  (6)  104 UFC/ml;  (7)  103 UFC/ml;  (8)  102 UFC/ml.  Referencias  B):  (MM)  marcador  molecular  100  bp  Trans
Plus ADN  Ladder;  (1)  A.  brasilense  Az39  8,5x105 UFC/ml);  (2)  5,3x104 UFC/ml;  (3)  6,7x103 UFC/ml;  (4)  2,5x102 UFC/ml  (equivalente
a 0,88  ng/�l ADN);  (5)*  0,098  ng/�l ADN  y  (6)**  0,0092  ng/�l de  ADN.  Dilución  *decimal  y  **  centesimal  de  la  muestra  obtenida  de
ADN en  (4).

300 pb
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Figura  3  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  1%  de  los  productos  de  amplificación  con  los  cebadores  TP5  en  la  evaluación  de  la
especificidad en  cultivos  mixtos.  Referencias  A):  (MM)  marcador  de  peso  molecular  1  kb  GeneRulerTM;  (1)  100%  B.  japonicum  E109;
(2) 70%  B.  japonicum  E109  +  30%  A.  brasilense  Az39;  (3)  50%  B.  japonicum  E109  +  50%  A.  brasilense  Az39;  (4)  30%  B.  japonicum  E109
+ 70%  A.  brasilense  Az39;  (5)  100%  A.  brasilense  Az39.  Referencias  B):  (1)  mezcla  1;  (2)  mezcla  2;  (3)  mezcla  3;  (MM)  marcador  de
peso molecular  100  bp  Trans  Plus  ADN  Ladder;  (4)  control  negativo  

mezcla 3.

300 pb

Figura  4  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  1%  de  los  produc-
tos de  amplificación  con  el  par  de  cebadores  TP5  en  muestras
directas  de  inoculantes.  Referencias:  (MM)  marcador  molecu-
lar 100  bp  Trans  Plus  ADN  Ladder;  (1)  control  negativo  (agua);
(2) A.  brasilense  Az39;  (3)  inoculante  I1;  (4)  inoculante  I2;  (5)
i
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a  través  de  la  búsqueda  de  secuencias  únicas  utilizando
metodologías  del  tipo  fingerprinting15,16.  Esta  alternativa
noculante  I3.

omerciales  (datos  no  mostrados).  Mientras  que  cuando  se
tilizó  como  molde  el  ADN  obtenido  directamente  de  los
ormulados,  resultados  positivos  se  observaron  para  los  ino-
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
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ulantes  I1  e  I2;  sin  embargo,  en  el  caso  del  inoculante  I3,
o  se  observó  amplificación  (fig.  4).

r
d

mezcla  1;  (5)  control  negativo  mezcla  2;  (6)  control  negativo

iscusión

uestro  trabajo  consistió  en  realizar  una  identificación  cer-
era  de  A.  brasilense  Az39,  a  través  de  una  metodología
ápida  y  accesible,  que  pueda  ser  utilizada  como  una  estra-
egia  de  control  de  calidad  de  inoculantes  comerciales.
sto  se  logró  mediante  el  desarrollo  de  marcadores  mole-
ulares  del  tipo  SCAR.  Hasta  el  momento,  la  identificación
epa-específica  se  podía  realizar  mediante  el  marcado  de
a  misma  con  genes  reporteros,  pero  esto  involucra  modifi-
aciones  a  nivel  genético,  y  solo  puede  aplicarse  con  fines
e  investigación14.  La  amplificación  por  PCR  de  secuencias
specíficas  de  cada  cepa  es  una  metodología  simple  y  per-
ite  detectar  particularidades  de  la  cepa  sin  necesidad  de

u  modificación  genética.  El  uso  de  herramientas  bioinfor-
áticas  y  el  acceso  a  la  secuencia  completa  del  genoma  de
z39  nos  permitió  hallar  fragmentos  únicos  en  la  secuen-
ia  de  ADN  de  esta  cepa.  La  búsqueda  se  realizó  mediante
a  simulación  de  AFLP-PCR  in  silico. La  mayoría  de  los  tra-
ajos  donde  se  aborda  la  problemática  de  la  identificación
specífica  de  cepas,  se  realizan  de  manera  experimental
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

esulta  más  costosa,  laboriosa  e  implica  una  mayor  inversión
e  tiempo,  pero  es  de  gran  utilidad  cuando  se  desconoce

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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la  secuencia  genómica  de  la  bacteria  de  interés.  Entre
los  trabajos  publicados  donde  obtienen  marcadores  SCAR
específicos  para  otros  microorganismos  del  género  Azospiri-
llum  de  manera  experimental,  se  encuentran  los  realizados
por  Couillerot  et  al.12,13 y  de  Priya  et  al.28.  Estos  autores
lograron  desarrollar  protocolos  de  identificación  y  cuanti-
ficación  por  qPCR  con  cebadores  diseñados  para  amplificar
secuencias  específicas  de  las  cepas  A.  lipoferum  CRT113,  A.
brasilense  UAP-154  y  CFN-53512 y  Azospirillum  sp.  Az204  y
A.  brasilense  Sp728,  respectivamente.  Cabe  destacar  que
no  se  han  encontrado  trabajos  donde  se  lleve  a  cabo  de
manera  in  vitro  la  búsqueda  de  secuencias  SCAR  a partir
de  AFLP-PCR;  sin  embargo,  la  disponibilidad  de  secuencias
genómicas  en  diferentes  bases  de  datos,  permite  el  desarro-
llo  de  estas  novedosas  herramientas  como  alternativa.  Tal
es  así  que  se  ha  logrado  encontrar  secuencias  específicas  de
manera  in  silico, mediante  el  corte  en  pequeños  fragmen-
tos  de  500  pb  (simulación  de  digestión  enzimática)  del  ADN
genómico  de  una  cepa  de  interés.  Con  el  posterior  análisis
mediante  BLAST  sobre  el  genoma  de  una  cepa  cercanamente
relacionada35 (hibridación  y  eliminación  de  los  fragmentos
compartidos).  De  este  modo,  se  detectaron  fragmentos  úni-
cos  para  la  identificación  de  A.  brasilense  FP2  mediante
la  amplificación  por  PCR  de  secuencias  específicas35. Este
abordaje  permitió  la  identificación  certera  de  la  cepa  de
una  manera  diferente  a  la  planteada  en  este  trabajo,  pero
igualmente  efectiva.  La  herramienta  molecular  utilizada  en
nuestro  trabajo  ha  permitido  desarrollar  una  metodología
simple,  rápida  y  económica,  comparada  con  los  reportes
previos;  que  permite  de  igual  modo  conseguir  una  gran  can-
tidad  de  secuencias  específicas  para  la  identificación  de  la
cepa.

Los  fragmentos  de  ADN  encontrados,  distinguidos  por
estar  presentes  únicamente  en  el  genoma  de  Az39,  fueron
utilizados  como  molde  para  el  diseño de  los  cebadores.  Cua-
tro  de  estos  pares  de  cebadores  fueron  evaluados  in  vitro.
Solo  el  par  denominado  TP5  demostró  ser  específico  desde
una  primera  instancia,  el  mismo  fue  seleccionado  para  las
evaluaciones  posteriores.  En  el  caso  de  los  otros  cebado-
res,  el  grado  de  especificidad  fue  bajo,  sin  embargo,  es
posible  aumentar  la  misma  variando  condiciones  como  lo
son  la  Ta,  el  tiempo  de  elongación  o  la  concentración  de
cebadores.  A  pesar  de  esta  diferencia  observada  entre  los
ensayos  in  vitro  e  in  silico, para  los  cebadores  TP6  y  TM1,
con  respecto  a  otros  microorganismos,  siempre  se  observó  el
producto  esperado  en  AZ39.  Adicionalmente,  ensayos  preli-
minares  realizados  en  nuestro  laboratorio,  demostraron  que
el  aumento  de  la  Ta  mejora  la  especificidad  con  respecto  a
la  amplificación  sobre  otras  cepas  (datos  no  mostrados);  sin
embargo,  en  el  caso  de  los  cebadores  EM1,  no  se  observó
el  producto  esperado  y  este  tipo  de  diferencias  entre  los
resultados  obtenidos  in  vitro  e  in  silico  también  han  sido
observados  en  otros  trabajos17,25.  De  manera  general,  los
pares  de  cebadores  TP6,  TM1  y  EM1  fueron  descartados  a  lo
largo  de  los  experimentos  debido  a  que  el  par  TP5  presentó
el  mejor  comportamiento.

En cuanto  a  la  prueba  de  especificidad  en  una  mezcla  bac-
teriana,  en  el  trabajo  de  Shime-Hattori  et  al.34 utilizaron  una
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
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cepa  de  Bacillus  en  diferentes  proporciones.  Ensayos  simi-
lares  fueron  realizados  en  nuestro  laboratorio,  empleando
una  mezcla  de  A.  brasilense  Az39  con  B.  japonicum  E109.
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xisten  reportes  que  demuestran  que  la  coinoculación  con
mbas  cepas  en  plantas  de  soja,  genera  un  efecto  positivo
n  la  estimulación  del  crecimiento  de  este  cultivo7,29,30.  En
ase  a esta  evidencia,  y  teniendo  en  cuenta  que  en  la  actua-
idad  se  comercializan  inoculantes  formulados  con  ambas
acterias,  probamos  que  los  cebadores  diseñados  para  A.
rasilense  Az39  fueron  eficientes.  Así  como  también  fue-
on  capaces  de  distinguir  la  cepa  de  interés  en  mezclas  con
icroorganismos  del  mismo  género  y  especie.
En  los  ensayos  con  mezclas  bacterianas,  el  par  TP5

emostró  su  aptitud  de  diferenciar  Az39  de  otras  cepas,
ero  siempre  respetando  una  concentración  final  de  célu-
as  de  Az39  por  encima  del  valor  de  105 UFC/ml  cuando  se
mplea  el  método  de  extracción  con  Chelex® 100.  A  pesar  de
as  desventajas  observadas  en  la  extracción  de  ADN  con  esta
esina  fue  propuesta  como  un  método  alternativo  debido  a
ue  a  los  fines  de  control  de  calidad  de  inoculantes  es  más
ccesible  y  económico  que  la  utilización  de  kit  comercia-
es.  Otra  metodología  alternativa  para  la  detección  directa
esde  formulados  comerciales  consistiría  en  la  utilización  de
ephadex  G100  al  10%28.

Hasta  el  momento,  el  control  de  calidad  de  inoculan-
es  a  base  de  Azospirillum  se  realiza  según  lo  expresa  el
anual  de  Procedimientos  de  la  REDCAI10. El  mismo  consiste

n  el  recuento  de  células  viables  mediante  la  metodología  de
iembra  en  placas  por  extensión  en  superficie  en  medio  rojo
ongo.  Para  la  evaluación  de  microorganismos  contaminan-
es,  el  manual  de  procedimientos  sugiere  la  siembra  directa
n  medio  agar  tripticasa  soya  para  los  microorganismos  en
eneral  y  en  agar  Sabouraud  para  hongos  saprofíticos.  Adi-
ionalmente  se  sugiere  una  coloración  mediante  la  técnica
e  Gram  y  la  observación  al  microscopio  de  un  preparado
resco  de  la  muestra.  Por  otra  parte,  debido  al  dimorfismo
e  colonias  de  Azospirillum  sp.,  en  placas  de  medio  rojo
ongo,  se  realiza  una  prueba  de  la  capacidad  diazotrófica  en
ondiciones  de  microaerofilia  en  medio  NFb,  de  las  colonias
onsideradas  presuntivas.  En  nuestro  trabajo  proponemos
omplementar  la  metodología  propuesta  por  la  REDCAI  con
a  confirmación  molecular  de  la  identidad  de  la  cepa.  Los
ares  de  cebadores  diseñados  en  nuestro  trabajo  cumplie-
on  con  los  requisitos  esperados  respecto  a  la  especificidad
e  la  cepa  Az39  en  muestras  comerciales.  Nuestros  resul-
ados  demostraron  que  la  combinación  de  las  metodologías
e  microbiología  clásica  y  molecular  permiten  la  evaluación
ficiente  de  la  calidad  de  inoculantes  con  diferente  apti-
ud  comercial,  ya  que  se  pudo  distinguir  entre  productos
entro  y  fuera  de  la  fecha  de  vencimiento  y  con  recuen-
os  por  encima  y  debajo  de  la  garantía  de  tales  productos.
n  cuanto  al  límite  de  detección  de  la  reacción  de  PCR,  el
ismo  fue  dependiente  de  la  metodología  de  extracción  de
DN  empleada,  siendo  en  este  caso  para  la  resina  Chelex®

00  del  orden  de  105 UFC/ml  y  equivalente  a  4,5  ng/�l
DN.  Si  bien,  la  sensibilidad  del  método  es  baja  empleando

a  resina  iónica,  es  necesario  destacar  que  los  productos
omerciales  formulados  con  Azospirillum  deben  contener
o  menos  de  1x109 UFC/ml  a  la  fecha  de  elaboración  y  no
enos  de  1x107 UFC/ml  a  la  fecha  de  vencimiento,  por  lo
ue  el  método  de  extracción  con  resina,  a  pesar  de  su  baja
dores  moleculares  del  tipo  SCAR  para  la  identificación  de
s://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004

ficiencia,  todavía  sería  útil  si  consideramos  la  definición  de
roducto  apto  para  uso  agrícola  con  más  de  1x107 UFC/ml.
or  otro  lado,  un  aumento  significativo  de  la  sensibilidad  del

https://doi.org/10.1016/j.ram.2019.02.004
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0  

étodo  fue  obtenido  cuando  el  ADN  bacteriano  se  extrajo
on  un  kit  comercial,  para  el  que  un  título  bacteriano  de  102

FC/ml  o  una  concentración  equivalente  de  ADN  de  0,88
g/�l  fue  suficiente  para  su  amplificación  por  PCR.  De  la
isma  manera,  concentraciones  de  ADN  diez  y  cien  veces

nferior  a  la  equivalente  en  102 UFC/ml  (0,098  o  0,0092
g/�l) resultaron  positivas  para  la  amplificación,  aunque  en
l  último  caso,  tenuemente.  Esto  indica  claramente  que  el
ímite  de  la  metodología  de  amplificación  por  PCR  está  por
ebajo  del  límite  de  detección  del  método  de  recuento  de
acterias  viables  disponible  en  este  momento.  Finalmente  y
e  manera  complementaria,  podemos  decir  que  otros  inves-
igadores  han  desarrollado  metodologías  similares  para  la
dentificación  de  microorganismos  a  nivel  de  género,  que
ueden  ser  utilizadas  de  manera  complementaria  para  la
valuación  del  control  de  calidad  de  inoculantes6,21,23,34.

onclusión

a  caracterización  fenotípica  no  es  suficiente  para  la  iden-
ificación  inequívoca  de  un  microorganismo,  pero  puede
ridar  conocimientos  sobre  la  pureza  de  un  cultivo  y  el
úmero  de  microorganismos  presentes  en  el  mismo.  Esto
eafirma  que,  en  muchos  casos,  la  combinación  de  técni-
as  microbiológicas  y  moleculares  es  una  estrategia  clave
ara  establecer  un  procedimiento  efectivo  de  control  de
alidad.  Muchas  técnicas  moleculares  han  sido  descritas
ara  la  identificación  de  Azospirillum  pero  ninguna  desti-
ada  al  reconocimiento  específico  de  A.  brasilense  Az39,
a  cepa  más  utilizada  para  la  formulación  de  inoculantes
n  la  República  Argentina.  Hasta  el  momento,  la  identifi-
ación  de  esta  cepa  empleando  herramientas  moleculares
e  puede  realizar  por  genotipado  (16S  rRNA  y  rpoD) de  una
anera  relativamente  rápida;  sin  embargo,  estas  metodo-

ogías  requieren  de  amplificación  y  secuenciación,  por  lo
ue  las  hace  imprácticas  para  el  análisis  cotidiano.  En  este
rabajo,  la  disponibilidad  de  herramientas  bioinformáticas
ccesibles  de  manera  gratuita  y  la  ventaja  de  contar  con  la
ecuencia  del  genoma  de  A.  brasilense  Az39,  nos  permitió
ealizar  el  análisis  del  polimorfismo  de  ADN  en  nuestra  cepa
e  interés.  Esta  estrategia  condujo  al  hallazgo  de  secuencias
nicas  en  el  genoma  de  Az39.  El  diseño de  cebadores,  diri-
idos  a  dichas  secuencias,  demostró  no  solo  ser  específico  a
ivel  in  silico,  sino  que  también  permite  determinar  la  pre-
encia  de  A.  brasilense  Az39  en  un  cultivo  puro  tan  solo  con
mplificación  y  electroforesis  en  gel  de  agarosa.  Estas  meto-
ologías  resultan  ser  prácticas  y  accesibles,  además  hacen
osible  una  identificación  de  rutina  certera.  A  pesar  de  la
esventaja  que  presenta  la  técnica  desarrollada  en  cuanto  al
ajo  poder  de  detección  obtenido,  donde  la  extracción  del
DN  genómico  de  las  muestras  se  obtiene  por  técnicas  robus-
as,  sencillas,  rápidas  y  de  bajo  costo,  es  exitosa  tanto  en
ultivos  puros  como  en  mezclas  bacterianas.  Así  como  tam-
ién,  los  resultados  obtenidos  para  formulados  comerciales
ermitieron  demostrar  que  los  productos  evaluados  estaban
ormulados  con  la  cepa  Az39  de  A.  brasilense  recomendada
Cómo  citar  este  artículo:  Coniglio  A,  et  al.  Desarrollo  de  marca
Azospirillum  brasilense  Az39.  Rev  Argent  Microbiol.  2019.  http

or  el  Servicio  Nacional  de  Sanidad  Animal  (Servicio  Nacio-
al  de  Sanidad  y  Calidad  Agroalimentaria)  en  la  República
rgentina  para  la  producción  de  inoculantes  para  numerosas
species  vegetales  de  interés  agrícola.
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