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ABSTRACT

Azospirillum is a rhizobacteria capable of promoting the plant growth of different crops of agronomic interest. Up to
now, 21 species are known, the most studied being Azospirillum brasilense. The effect of the use of the bacterium in
corn crops has been reported, having been determined in parameters such as plant height and chlorophyll content,
including an increase in the amount of fixed nitrogen from the atmosphere. Similarly, in soybean and wheat crops, a
significant benefit has been reported in the increase in chlorophyll content related to the increase in grain yield per
hectare. The main mechanism by which Azospirillum improves plant growth is through the production of
phytohormones, mainly the indole-3-acetic acid (IAA), which is generated in the plant, but in nanomolar quantities,
participating in various functions. It is known that the main route to the production of IAA is through the amino acid
tryptophan (TRP) by means of four routes: 1) indole-3-acetonitrile (IAN), 2) indole-3-acetamide (IAM) 3) indole-3-
pyruvic acid (IPyA) and 4) Tryptamine (TAM). Through various studies, it is known that there is an independent
TRP route but, until now, the metabolites involved in the route, the levels of expression and the environmental
circumstances in which it is expressed are not known.
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RESUMEN

Azospirillum es una rizobacteria capaz de promover el crecimiento vegetal de diferentes cultivos de interés
agrondmico. Se conocen hasta ahora 21 especies, siendo la mas estudiada Azospirillum brasilense. Se ha reportado
el efecto del uso de la bacteria en cultivos de maiz, habiéndose determinado el mismo en parametros como ser la
altura de la planta y el contenido de clorofila, incluido un aumento de la cantidad de nitrogeno fijado de la atmosfera.
De forma similar, en cultivos de soya y trigo, se ha reportado un beneficio significativo en el aumento del contenido
de clorofila relacionado con el aumento en el rendimiento de grano por hectarea. El mecanismo principal por el cual
Azospirillum mejora le crecimiento vegetal es la produccion de fitohormonas, principalmente el acido-3-indol
acético (AIA), el cual es generado en la planta, pero en cantidades nanomolares, participando en diversas funciones.
Se conoce que la via principal a la produccion de AIA es a través del aminoacido triptofano (TRP) mediante cuatro
rutas: 1) indol-3-acetonitrilo (IAN), 2) indol-3-acetamida (IAM) 3) 4cido indol-3-pirtvico (IPyA) y 4) Triptamina
(TAM). Gracias a diversos estudios se sabe que existe una ruta independiente de TRP, pero hasta el momento, no se
conocen los metabolitos que intervienen en la ruta ni sus niveles de expresion, ni las circunstancias ambientales en
las que se expresan.

INTRODUCCION

Un mecanismo alternativo en la recuperacion de suelos agricolas, consiste en la incorporacion de rizobacterias que
mejoran las caracteristicas morfologicas de las especies vegetales y la estructura del suelo, incluso realizando
simbiosis con otras bacterias o con la misma planta [1]. A las bacterias que se encuentran en la rizosfera y se asocian
a efectos benéficos para la planta, se les conoce como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR por
sus siglas en inglés) Los principales beneficios de las rizobacterias a las plantas son: 1) la sintesis de fitohormonas,
2) mejora de los factores en nutricion mineral y 3) proteccion de plantas hacia problemas fitopatégenos [2]. Los
géneros de algunas rizobacterias mas estudiadas son: Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum [3].

El género Azospirillum, ha tomado gran relevancia desde la década de los setentas pues, su inoculacion en las
plantas conlleva a un aumento significativo del crecimiento en raices, resistencia a agentes patdogenos, aumento de
elementos necesarios para la vida vegetal como el nitrogeno, inhibe la proliferacion de plantas parasitas y produce
hormonas que estimulan el crecimiento vegetal [4].

Una de las principales fitohormonas producidas por Azospirillum es el 4acido-3-indol acético (AIA), auxina que
controla diversos procesos fisiologicos [40]. Se ha propuesto que el 80% de las bacterias de la rizosfera son capaces
de producir AIA, ya que se ha observado un alto grado de similitud en las vias de sintesis de AIA de plantas y
bacterias [5,6,49].

Se conocen las vias de sintesis de AIA, en bacterias, de Agrobacterium tumefaciens y Pseudomonas syringae
pv savastanoi, pero en Azospirillum se cuenta con datos parciales, incluso de las enzimas que participan, los genes
que las codifican y su regulacion [50]. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue realizar una revision de las
principales caracteristicas del género Azospirillum, algunos resultados en la inoculacion con diferentes especies de
éste género, destacando A. brasilense y los trabajos relacionados con la produccion de acido-3-indol acético por
Azospirillum.

HISTORIA

El género Spirillum lipoferum fue descrito por primera vez por Beijerinck en 1925. Posteriormente, resurgi6 el
estudio de ésta bacteria a través de las observaciones de Pefia-Cabrales y Dobereiner en 1936. Estudios taxonémicos
de S. lipoferum, generaron una reclasificacion en un género nuevo, Azospirillum [7].

Actualmente se han reportado 21 especies. Las primeras especies descritas y actualmente mas estudiadas son A.
lipoferum y A. brasilense [8], posteriormente fueron descritas A. amazonense [9], A. halopraeferans [10], A.
irakense [11], A. largimobile [12], A. doebereinerae [13], A. oryzae [14], A. melinis [15], A. canadense [16], A. zeae
[17], A. rugosum [18], A. picis [19], A. palatum [20], A. thiophilum [21], A. formosense [22], A. humicireducens
[23], A. fermentarium [24], A. himalayense [25], A. soli [26], A. agricola [27].

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE AZOSPIRILLUM
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Esta bacteria se caracteriza por presentar forma de varilla o bacilar, es una gram negativa, con movimiento vibratorio
caracteristico y patron flagelar mixto. Tamafio de 0.8-1 um de largo y 2-4 um de ancho [28]. Son bacterias fijadoras
de nitrégeno atmosférico (N), se encuentran cominmente en asociacion con raices de pastos y cereales de diferentes
regiones del mundo [47]. Esto indica que presentan una amplia distribucion ecoldgica, y se les ha encontrado en
zonas templadas, tropicales y subtropicales. La morfologia de las células de estas bacterias es diferente, dependiendo
de las condiciones nutricionales a las que se vea sometida ¢ incluso a la edad del cultivo. Las células son métiles
tanto in vitro como en el mismo suelo e incluso pueden adaptar su flagelacion a diferentes ambientes [48]. Estos
microorganismos encajan en el grupo de diazétrofos endofiticos facultativos, ya que colonizan tanto el interior de las
raices, donde sus células pueden penetrar en el interior de la célula, asi como en la parte externa de las raices,
encontrandose en el mucigel presente en la rizosfera de las plantas [29,30].

INOCULACION EN CULTIVO CON AZOSPIRILLUM

De este género, la primera especie descrita y actualmente mas estudiada es Azospirillum brasilense; la inoculacion
de los cultivos con esta bacteria ejerce efectos benéficos entre los que destacan el crecimiento vegetal e incremento
en el rendimiento del cultivo hasta un 30% en cereales de alta importancia agronéomica. Estos efectos se derivan
principalmente de los cambios morfologicos y fisiologicos de las raices, lo que lleva al incremento de una mayor
absorcion de agua y minerales [31].

En cultivos de maiz (Zea mayz L.) inoculados con diferentes cepas de Azospirillum sp se ha visto un mayor
efecto en el aumento de la altura de la planta y contenido de clorofila [32]. Incluso en interaccion con otras bacterias
PGPR, un andlisis de expresion diferencial reveld que las transcripciones predominantemente nif (genes que
codifican enzimas relacionadas con la fijacion de nitrogeno atmosférico) de Azospirillum estan sobre expresadas, lo
que sugiere que fue responsable de la fijacion de nitrégeno en el maiz [34]. En cultivos de soya (Glycine max)
inoculados con productos bacterianos comerciales de Azospirillum spp, se ha visto un efecto en el aumento del
nimero de vainas, biomasa radical, diametro del tallo, altura de la planta y sobretodo en el indice SPAD (Soil Plant
Analysis Development) relacionandolo con el aumento en el rendimiento de grano por hectarea. En el mismo
estudio, se comprob6 que la interaccion entre la fertilizacion inorganica y los inoculantes no contribuyen a optimizar
la productividad de la soya [35], permitiendo notar el papel que ejercen éste tipo de microorganismos en el
desarrollo de la planta de forma natural.

Resultados similares se han obtenido de cultivos de trigo (Triticumaestivum L.) [32] inoculados con
Azospirillum brasilense. En la madurez, las plantas inoculadas mostraron una mayor biomasa, rendimiento de grano
y contenido de nitrogeno que las no inoculadas en ambos suelos, y una mayor concentracion de proteina de grano
que las no inoculadas; de tal manera que A. brasilense aumento el crecimiento de las plantas al estimular la
absorcion de nitrogeno por las raices [36]. Los beneficios anteriores se ven reflejados en un mayor rendimiento de
los cultivos por hectarea y representa menores costos de produccion, incluso sin el empleo de fertilizantes
inorganicos [35].

En general, se cree que el mecanismo principal por el cual Azospirillum mejora el crecimiento de las plantas es
mediante la produccion de hormonas vegetales o fitohormonas [37]. Las fitohormonas son moléculas organicas
sencillas que regulan la expresion de genes determinados, actian como mensajeros quimicos, controlan el
crecimiento y desarrollo de la planta, responden a cambios ambientales [38].

Las principales hormonas vegetales son: las citocininas, las giberelinas, el etileno, el acido abscisico y las auxinas
[39].

PRODUCCION DEL ACIDO-3-INDOL ACETICO POR AZOSPIRILLUM

El 4cido-3-indol acético (AIA), es la auxina que juegan el rol mas importante en el desarrollo y crecimiento vegetal,
presente en todas las plantas, comiinmente en cantidades nanomolares, sin embargo, una mayor concentracion se
encuentra en las regiones de crecimiento activo. La funcion principal de ésta es el alargamiento y division celular,
diferenciacion de tejido, fototropismo, gravitropismo y en las respuestas defensivas [40].

Las plantas superiores exudan, entre otros componentes, el aminoacido triptéfano, que es el principal precursor
de la biosintesis de AIA microbiano [51-53]. La sintesis de AIA ocurre especialmente en meristemos apicales, hojas
jovenes y frutos en desarrollo. Utilizan dos rutas biosintéticas de produccion, una dependiente del aminoacido
triptéfano (TRP): por la via de la Triptamina (TAM), indol-3-acetamida (IAM), indol-3-acetonitrilo (IAN) y acido
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indol-3-piravico (IPyA); y otra independiente de ¢€l, siendo la primera la mas importante y de la que se tiene mas
informacion [39].

En bacterias, el AIA es un metabolito derivado del TRP, aunque puede ser tomado directamente de la planta,
por lo tanto, se conocen diferentes vias de sintesis [41]. Para averiguar acerca de los compuestos que intervienen en
la formacion de AIA en Azospirillum, otros estudios han tratado de obtener mutantes incapaces de sintetizar AIA, sin
embargo, en el mejor de los casos solamente se logré obtener mutantes hipoproductoras de este compuesto. Esto
sugiri6 la existencia de mas de una via biosintética del AIA [42,43].

Mediante un HPLC de derivados indolicos y cuantificacion de metabolitos presentes, Zakharova et col.,
identificaron tres vias por las que se puede sintetizar AIA a través de TRP,en Azospirillum brasilense; 1) mediante
IAN, 2) IAM y 3) IPyA [44]. Sin embargo, conforme avanzaron las investigaciones, se descubrio que ademas
presenta una cuarta via a través de TAM independiente de TRP [38]. Uribe en 2016, reporta una via independiente
de TRP, presente en Trichoderma koningiopsis, en la que a partir del acido chorismico se produce acido antranilico
que, a través de diferentes intermediarios, genera AIA [45]. Se conoce que en ausencia de TRP, Azospirillum sigue
produciendo AIA, lo que permite suponer la existencia de una via independiente [46]; sin embargo, hasta el
momento, no se conocen los metabolitos que intervienen en la ruta, sus niveles de expresion y circunstancias
ambientales en las que se expresan, dejando un area de oportunidad para futuras investigaciones.

CONCLUSIONES

Azospirillum presenta una alternativa en la recuperacion de suelos erosionados, debido a su efecto benéfico en
inoculacion de cultivos de interés agronémico. El mecanismo principal de éste efecto es debido a fitohormonas
como el AIA del cual se conoce las rutas dependientes de TRP y se propone una ruta independiente de él. Sin
embargo, se desconocen aun diversas caracteristicas de la ruta que abren posibilidad a futuras investigaciones en la
manipulacion de la misma.
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