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RESUMEN

Se confirma la presencia de Azospirillum amazonense en el area cafera de la Provincia de Tucu-
man. Distintas cepas fueron aisladas de raices de cafia de azicar en diferentes localidades. Las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de estos aislamientos coinciden con los caracteres
descriptos para esta especie, sumandose asi a las otras dos, A. brasilensey A. lipoferum, cuya
existencia ya fue informada.
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SUMMARY

Azospirillum amazonense: Its presence in the sugar cane area in the Province of Tucuman.
We confirm the presence of Azospirillum amazonense in the sugar cane area of the Province of
Tucuman. Several strains were isolated from sugar-cane roots in different places. Phenotypic and
genotypic characteristics coincided with those described for this species. This new one is being

added to the other two species, A. brasilense and A. lipoferum, already reported.
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El género Azospirillum pertenece a un grupo de
bacterias gram-negativas fijadoras de nitrégeno
molecular, de caracter rizosférico por lo cual ac-
tualmente se las sefiala como bacterias
promotoras del crecimiento en plantas (8). Dentro
de este género, 5 especies fueron descriptas: A.
lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A.
irakense y A. halopraeferans (6). La asociacion
entre estas bacterias y las raices de gramineas y
otras plantas ha sido estudiada ampliamente des-
de su primer reporte por Débereiner y Day (3).
Investigaciones realizadas en los ultimos afos,
muestran los beneficios obtenidos de la inte-
raccién Azospirillum-planta, los que se dieron en
una gran variedad de ambientes y condiciones de
suelo (7). Ademas de su contribucién potencial por
la fijacion bioldgica del nitrégeno, los efectos pro-
motores del crecimiento vegetal derivan principal-
mente de los cambios morfolégicos y fisiologicos

inducidos por Azospirillum en las raices de las
plantas, lo que mejora la absorcién de agua y
nutrientes, disminuyendo consecuentemente los
requerimientos de fertilizante (13).

Azospirillum amazonense fue aislado inicial-
mente a partir de suelo y raices de varias espe-
cies de gramineas, en ecosistemas naturales y en
areas cultivadas de la region amazénica y Rio de
Janeiro, en Brasil (9, 10), y se asemeja a las es-
pecies conocidas del género por su forma de bas-
tén curvo, su tipico movimiento ondulatorio y for-
macion de pelicula en medio semi-sélido, diferen-
ciandose de éstas por su diametro menor, intole-
rancia al medio alcalino, por la menor tolerancia
al oxigeno molecular y por la utilizacion de saca-
rosa, entre otras caracteristicas (9).

En Argentina, se report6 por primera vez la pre-
sencia de A. amazonense asociado a gramineas,
utilizando técnicas microbiolégicas, en la Provin-
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cia de Corrientes (11). En Tucuman, se han aisla-
do y caracterizado numerosas cepas de
Azospirillum de suelo rizosférico y asociadas a
raices de maiz, cafla de azucar, trigo, gramineas
forrajeras, frutilla, etc., todas ellas pertenecientes
a las especies brasilensey lipoferum (1, 12, 15).
Con respecto a A. amazonense, se informé la
presencia de algunas cepas caracterizadas
putativamente como tal, basado en analisis
morfoldgicos y propiedades bioquimicas (14),
constituyendo esta comunicacién el primer infor-
me de la presencia de A. amazonense, confirma-
do con estudios moleculares.

El aislamiento y purificacion de las cepas se
realizé siguiendo la metodologia prescripta por
Doébereiner y col (2), a partir de raices de cafia
de azucar, cuyas muestras fueron tomadas de
distintos lugares del area canera de Tucuman. La
potencialidad fijadora del nitrégeno molecular se
investigd mediante la amplificacién por PCR de un
fragmento del gen nif H (16), que codifica para la
subunidad Fe-proteina de la enzima nitrogenasa,
observandose una banda de aproximadamente
390 pb para el mencionado gen en los aislamien-
tos y cepas de referencia (Figura 1).

La identificacién a nivel de especie se realizé
mediante pruebas bioquimicas y moleculares, te-
niendo en cuenta para lo primero, las condiciones
de crecimiento a distinto pH, tipo de colonia for-
mada en medio agar-papa, tamafo celular,
motilidad, polimorfismo en medio alcalino, reque-
rimiento de biotina, utilizacién de sacarosa,
fructosa y glucosa, coincidiendo los resultados
con los brindados por Magalh&es y col (9) y Falk
y col (4) para la determinacién de esta especie.

La caracterizacion molecular se realizé por
medio de la amplificaciéon del gen 16S del ADN
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ribosomal, a partir de suspensiones celulares
lisadas por calor, utilizando los “primers” univer-
sales 27f y 1495r (5). Posteriormente, se digirid
el producto amplificado con la endonucleasa Alu
| (Promega). Tanto los productos de amplificacion
como los de digestion enzimatica fueron analiza-
dos por electroforesis horizontal en geles de
agarosa 1,2 y 1,5%, respectivamente, en TBE
0,5X, con posterior tefiido con bromuro de etidio,
lavado con agua destilada y fotografiado sobre
transiluminador de luz UV de onda corta.

Entre los aislamientos caracterizados como A.
amazonense, se diferenciaron cepas por medio de
polimorfismos del ADN generados al azar (RAPD)
(datos no mostrados).

En todos los analisis realizados, se utilizaron
como controles positivos y de referencia las si-
guientes cepas, obtenidas del cepario de
EMBRAPA - CNPAB, Rio de Janeiro: Y1T (ATCC
35119) de A. amazonense; Sp7 (ATCC 29145) de
A. brasilense; Sp59 (ATCC 29707) de A. lipoferum;
Cd de A. brasilense y BR 11086 de A. lipoferum.

Los resultados presentados en la Figura 2
muestran que los patrones de restriccién del pro-
ducto de la amplificacion del gen 16S rADN de las
cepas aisladas coinciden con los de la referencia
utilizada y difieren con los controles. Esto ultimo
se complementa con los resultados obtenidos a
partir de técnicas microbiolégicas clasicas. La
identificacion de A. amazonense en el area cafera
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Figura 1. Producto de la amplificacion del gen nif H. Los
nimeros indican: M, marcador de peso molecular
(Ladder, 100 pb, Promega); 1, Sp7 (A. brasilense); 2,
Y1 (A. amazonense); 3 - 7, aislamientos locales carac-
terizados como A. amazonense.

Figura 2. Restricciones del producto de la amplificacion
del gen 16S rADN con la enzima Alu | (Promega). Los
ndmeros indican: 1, marcador de peso molecular
(Ladder 100 pb, Promega); 2, Sp7; 3, Cd; 4, Sp59; 5,
BR11086; 6, Y1; 7 - 11, aislamientos locales, caracteri-
zados como A. amazonense.
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tucumana, contribuye a la caracterizacion de la
diversidad de diazétrofos asociativos en estos
suelos, sumandose asi a las otras dos especies
presentes. En la actualidad se continda en nues-
tro laboratorio con el aislamiento y caracterizacion
de nuevas cepas, las que se utilizaran para estu-
diar la interaccion planta-microorganismo y eva-
luar su desempefo con fines agronémicos.
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