Capitulo 4

PRODUCCION DE FITOHORMONAS POR AZOSPIRILLUM SP.
ASPECTOS FISIOLOGICOS Y TECNOLOGICOS DE LA
PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Cassan?, Fabricio; Sgroy, Verdnica; Perrig, Diego; Masciarelli, Oscar & Luna, Virginia

Laboratorio de Fisiologia Vegetal y de la interaccién planta-microorganismo.
Departamento de Ciencias Naturales. Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales.
Universidad Nacional de Rio Cuarto. Ruta 8. Km 601. Rio Cuarto. CP 5800.

E-mail: fcassan@exa.unrc.edu.ar

INTRODUCCION

La hibliografia en general considera a Azospirillum como uno de los géneros de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal mas estudiados en la actualidad debido a su capacidad de
mejorar significativamente el crecimiento y desarrollo, asi como el rendimiento de numerosas es-
pecies vegetales de interés agricola (Bashan et al. 2004). Uno de los principales mecanismos
propuestos en la actualidad para explicar la promocion del crecimiento vegetal en plantas inocula-
das con Azospirillum sp., se relaciona con su capacidad de producir y metabolizar compuestos
reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas (Okon and Labandera Gonzéles 1994). En tal
sentido, sabemos que cerca del 80% de las bacterias aisladas de rizosfera son capaces de produ-
cir compuestos del tipo acido indole-3-acético (Cheryl and Glick 1996). Desde una perspectiva
revisionista, sabemos que numerosos trabajos detallan los efectos benéficos de la inoculacién con
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, del inglés PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) y mencionan los importantes cambios morfold-fisiolégicos que ocurren en una planta
inoculada; sin embargo, en muchos casos no se han identificado los compuestos responsables de
generar esta respuesta y normalmente se consideran dentro de un modelo de «caja negra» en el
que solo trasciende como resultado, la promocion del crecimiento debida a la presencia del micro-
organismo o de alguno de sus metabolitos en el medio de cultivo. Como punto de partida a esta
breve revision, consideramos que la produccién de fitohormonas y otros compuestos reguladores
del crecimiento ha sido estudiada en las Ultimas tres décadas en diferentes microorganismos y que
una parte importante de este flujo de conocimiento ha sido focalizado en el género Azospirillum
para el que: (a) se han identificado un considerable nimero de compuestos reguladores que serian
potencialmente responsables de modificar la arquitectura y crecimiento vegetal: (b) se han identifi-
cado los genes responsables de la sintesis de estos compuestos y su regulacion en determinadas
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condiciones ambientales; (c) se ha correlacionado la respuesta de crecimiento de plantas inocula-
das con los niveles de determinadas fitohormonas producidas por el microorganismo en el medio
de cultivo, en la rizésfera o en los tejidos colonizados, en los que adicionalmente se ha probado
que la inoculacion reproduce la respuesta de la aplicacion exdgena de alguno de estos compues-
tos y finalmente (d) existe evidencia de que mutantes hiperproductores de hormonas, determinan
efectos mas significativos que las cepas isogénicas, a nivel balance hormonal de la planta y su
crecimiento en diferentes condiciones experimentales. Tien et al. (1979) fueron los primeros en
sugerir que bacterias rizoféricas del género Azospirillum podrian mejorar el crecimiento vegetal por
la produccion de fitohormonas, tales como auxinas, especialmente &cido indol acético (AIA) y citocinas
(Cit); sin embargo trabajos posteriores determinaron la capacidad de este microorganismo para
producir compuestos del tipo giberelinas (GAs), etileno (E), en incluso &cido abscisico (ABA), entre
otras moléculas.

Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en Azospirillum

Los primeros mecanismos propuestos para la promocion bacteriana del crecimiento vegetal han
sido relacionados con el metabolismo del nitrégeno, a través de la fijacién hiolégica en condicio-
nes de vida libre o por el incremento de la actividad nitrato reductasa en condiciones endofificas,
pero han tenido una menor significancia agronémica respecto de lo que se esperaba inicialmente.
En contrapartida, uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la
promocién del crecimiento vegetal, estaria relacionado con la capacidad de este microorganismo
para producir 0 metabolizar compuestos del tipo fitohormonas, tales como acido indol acético;
citocininas (Tien et al. 1979); giberelinas (Bottini et al. 1989) y etileno (Strzelczyk et al. 1994), asi
como de otras moléculas reguladoras del crecimiento vegetal, tales como el acido abscisico (ABA)
(Perrig et al. 2007) y la diamina cadaverina (CAD) (Cassan et al. 2003).

Auxinas

Es el nombre genérico que representa a un grupo de compuestos quimicos fitoreguladores que
se caracterizan por su capacidad de inducir la elongacion de las células del tallo en la regién subapical
y que logran reproducir el efecto fisioldgico del acido indol 3-acético (AIA). Estos compuestos han
sido vinculados a procesos de orientacion del crecimiento de tallos y raices en respuesta a la luz y
gravedad, diferenciacion de tejidos vasculares, dominancia apical, iniciacion de las raices laterales y
adventicias, estimulacion de la division celular y elongacion de tallos y raices (Ross et al. 2000). La
produccion y metabolismo bacteriano de auxinas ha captado la atencion de los investigadores desde
dos puntos de vista: a nivel metabdlico, por la capacidad del microorganismo para producir estos
compuestos y regular su produccion en diferentes condiciones ambientales (Costacurta and
Vanderleyden 1995) y a nivel morfofisiolégico por el efecto que ocasiona su produccién en asociacion
con distintas especies vegetales (Falik et al. 1989). Asi, los miembros de este género han proporcio-
nado un excelente modelo experimental para investigar y comprender fisiolégica y molecularmente el
rol de esta fitohormona sobre el crecimiento microbiano y vegetal. Varias auxinas de ocurrencia natural
han sido descriptas en la literatura como producto del metabolismo bacteriano. En cultivos puros de
Azospirillum sp., ademas de la forma principal, el acido indol-3-acético (AIA), se han identificado otros
compuestos indélicos de interés, tales como el acido indol-butirico (IBA) (Costacurta et al. 1994), indol
lactico (Crozier et al. 1988), indol acetamida (Hartmann et al. 1983), indol acetaldehido (Costacurta et al.
1994), indol etanol e indol metanol (Crozier et al. 1988), triptamina, antranilato y otros compuestos
inddlicos no caracterizados adn (Hartmann et al. 1983).
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Biosintesis bacteriana de auxinas

En microorganismos se han propuesto, al menos tres vias metabdlicas para la biosintesis del
acido indol acético (AIA) a partir de triptofano (Trp), denominadas via del indol 3-piruvico (AIP),
&cido 3-acetamida (AIM) y la via de la triptamina (Tam) (Cheryl and Glick 1996). Adicionalmente se ha
descripto una via que no requiere de este precursor para la biosintesis del AIA y que se denomina-
da via independiente del Trp. A pesar de esta diversidad, en el metabolismo procariético la biosintesis
parece seguir dos rutas predominates: la ruta de la indol 3-acetamida (IAM) y la del acido indol 3-
piravico (IPA) por encima de la via de la triptamina (Tam) y de la via independiente de triptofano.
Lambrecht et al. (2000) han encontrado un patron de biosintesis de AlA caracteristico de la interaccion
planta-microorganismo que depende especificamente de rol ecofisioldgico de la especie bacteriana
que interactla, siendo estas fitopatogénicas o promotoras del crecimiento. Tal es el caso de
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Pseudomonas savastanoi y Erwinia herbicola,
todas especies fitopatogénicas que sintetizan el AIA de manera inducible por la via de la indol 3-
acetamida (IAM) y de manera constitutiva por la via del indol 3-piruvico (IPA). La expresion del gen
clave de la via de la indol acetamida (iaaM), es predominante cuando la bacteria se encuentra en el
apoplasto vegetal en forma invasiva, mientras que la expresion del gen clave de la via del indol 3-
piruvico (ipdC) es predominante cuando la bacteria se encuentra en la superficie de la hoja de
manera saprofitica. En contrapartida, la mayor parte de las bacterias promotoras del crecimiento,
tales como Azospirillum sp. o Bacillus sp. sintetizan AIA de manera inducible a través de la via del
IPA (Patten and Glick 1996). Abdel-Salam and Klingmiiller (1987) lograron aislar once mutantes (Tn-5)
de Azospirillum lipoferum capaces de producir entre el 45-90% menos de AlA, comparados con sus
cepas isogénicas salvajes. La capacidad residual de estos mutantes, sugirié en ese momento dos
explicaciones posibles: la existencia de varias rutas de sintesis de AIA 6 la presencia de multiples
copias de genes codificantes de transferasas de amioacidos arométicos con baja especificidad por
el sustrato. En la actualidad sabemos que al menos cuatro vias de sintesis diferentes han sido
descriptas para el género Azospirillum (Prinsen et al. 1993), tres dependientes del Trp: Indol 3-
pirutato (AIP), Indol 3-acetamida (AIM) y Triptamina (Tam) y una que no utilizaria a este aminoacido
como precursor (Costacurta and Vanderleyden 1995). La magnitud de expresion de cada via de-
pende fundamentalmente de las condiciones de crecimiento bacteriano y en general se considera
que la sintesis mayoritaria depende de la disponibilidad del Trp en el sustrato. En este sentido, la
evidencia establece que si el amino4cido se encuentra disponible, la via predominante es la del
acido indol-3-piruvico (IPA) y de manera secundaria la via de la de la indol 3-acetamida (IAM). La via
del &cido indol 3-pirdvico (AIP) parece tener gran homologia a la descripta en plantas superiores
(Nonhebel 1993) y su secuencia comienza con la conversion del Trp a AIP por una una transferasa
de aminodcidos aromaticos, seguida por decarboxilacion del producto a indol 3-acetaldehido, a
cargo de una indol piruvato decarboxilasa y posterior oxidacién a AlA por una indolacetaldehido
dehidrogenasa (Costacurta et al. 1994). La via del IPA fue confirmada inicialmente en A. brasilense
Sp245 cuando se cloné por primera vez el gen ipdC que codifica para una IPyA decarboxilasa
(Costacurta et al. 1994). La posterior caracterizacion molecular descripta por Van de Broek et al.
(1999), determind que la expresion de este gen era regulada corriente arriba por el mismo IAA, lo
cual representé la primera descripcidn de un gen bacteriano especificamente regulado por auxinas.
El promotor del gen ipdC contiene un elemento de respuesta a auxinas (AuxRE), el cual es similar
al AuxRE encontrado en los promotores de los genes inducibles por auxinas de plantas superiores
(Lambretch et al. 1999). Por su parte, la via de la indol 3-acetamida (IAM) ha sido una de las méas
estudiadas en bacterias fundamentalmente fitopatogénicas e involucra la accién consecutiva de dos
grupos de enzimas: Trp-monooxigenasas responsables de la oxidacion del Trp a indol 3-acetamida
y AIM-hidrolasas responsables de la subsecuente hidrolisis del precursor a AlA, y para las que
sendos genes ya han sido clonados en Pseudomonas syringae (Yamada et al. 1985) y Agrobacterium

63



Cassan, Fabricio; Sgroy, Verénica; Perrig, Diego; Masciarelli, Oscar & Luna, Virginia

tumefaciens (Klee et al. 1984). La existencia de esta via en A. brasilense fue sugerida en los trabajos
de Prinsen et al. (1993) y en los ensayos de Bar and Okon (1993). Posteriormente, en ensayos
realizados con varias cepas de A. brasilense y mutantes con reducida capacidad de sintetizar AlA,
en medio de cultivo quimicamente definido, Prisen et al. (1993), determinaron la existencia de Indol
3-acetamida en la fraccion sobrenadante del medio de crecimiento, con lo que se presentaba
evidencia directa de la capacidad bacteriana de sintetizar este precursor. Una tercera via de menor
importancia ha sido descripta para este género, la via de la Triptamina, en la que los eventos
bioquimicos involucran la conversion inicial del Trp a triptamina, catalizada por enzimas tipo Trp-
decarboxilasas dependientes del piroxidal fosfato, seguida de la conversién a indolacetaldehido
por aminaoxidasas. Aunque esta via esta presente en plantas (Conney and Nonhebel 1991) y hon-
gos (Frankenberger and Arshad 1995) se ha puesto muy poca atencién en bacterias y solo fue
sugerida para dos especies en particular. Bacillus cereus (Perley and Stowe 1996) y Azospirillum
brasilense (Hartman et al. 1983), quienes comprobaron la capacidad bacteriana de producir AIA a
partir de triptamina en medio de cultivo quimicamente definido. Posteriormente, Ruckdéschel and
Klingmiiller (1992) detectaron compuestos intermediarios y confirmaron esta via de sintesis en
sobrenadantes de cultivos de Azospirillum lipoferum. Desde el punto de vista molecular, ni las
enzimas, ni los genes de la via han sido caracterizados para este género. Finalmente se ha descripto
una via independiente del Trp en la que trabajando con precursores metabdlicos marcados, Prinsen
et al. (1993) sugirieron que la conversion de AIA (en ausencia de Trp) en diferentes cepas de
Azospirillum brasilense seguia una distribucion del 0,1; 10; y 90% para las vias de la IAM, AIP y la
Independiente del Trp respectivamente; sin embargo, esta via habria sido desestimada reciente-
mente para este microorganismo y solo se considerarian aquellas dependientes del Trp (Yaacov
Okon, comunicacién personal).

Rol fisiolégico de las auxinas producidas por Azospirillum sp.

La fuente primaria de auxinas exégenas en plantas superiores, proviene de la flora microbiana
rizosférica, donde casi el 80% de los grupos de bacterias establecidos serian capaces de producir
in vitro compuestos tipo &cido indole-3-acético (IAA) (Cheryl and Glick 1996). La respuesta de la
planta al AIA exdgeno puede variar de benéfica a deleterea, dependiendo de la concentracion
incorporada en los tejidos de la planta. En este sentido, algunos autores consideran que el aumen-
to del contenido enddgeno de la hormona por la actividad microbiana del suelo 6 sobre la planta,
podria suplementar transitoriamente los niveles sub-6ptimos del hospedador y modificar parcial-
mente el metabolismo celular con la consecuente promocion del crecimiento. Este es el caso de
bacterias del género Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Rhizobium y Bradyrhizobium, para las que
ha sido descripta la produccién de auxinas como parte de la capacidad promotora del crecimiento,
fundamentalmente en el desarrollo del sistema radical y en la formacion de ndédulos. Un aumento
excesivo del contenido de auxinas, pondra en marcha un mecanismo homeostético para reducir la
concentracién enddgena de la hormona. Este mecanismo involucria la translocacion xilematica de
conjugados desde la raiz a la parte aérea (Martens and Frankenberger 1992) y un répido catabolismo
de auxinas mediado por AIA oxidasas. (Scott 1972). Este es el caso de las infecciones ocasionadas
por Agrobacterium tumefasiens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola y algunos patovares de
Pseudomona syringae, relacionados con procesos de patogénesis que no seran abordados en
esta revision. La interaccién comienza en la rizdsfera, donde la mayoria de los sustratos necesarios
para el crecimiento microbiano y sintesis de AlA son producidos Ej: aminoacidos, acidos organi-
cos, azlicares, vitaminas, nucleétidos y otros metabolitos con actividad biolégica como las auxinas
(Rovira, 1970). La presencia de AIA y compuestos derivados en los exudados vegetales, es sufi-
ciente para que Azospirillum incremente la expresion del gen ipdC con el consecuente aumento de
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la sintesis de AIA, siempre que las cantidades de precursores (como el triptofano) sean suficientes
(Vande Broek et al. 1999). El resultado, se traducird en un incremento del contenido enddgeno de
la hormona que daré inicio a la respuesta celular por la interaccién de esta, con sus receptores en
la membrana celular, mismos que desencadenaran una cascada de sefializacién que tendra como
sitio primario de actividad la pared celular y el ndcleo (Clealand 1987). Desde el punto de vista
fisiolégico, la capacidad de Azospirillum sp. para sintetizar auxinas y transferirlas al tejido vegetal
determinarfa dos tipos de respuesta, dependiendo del tipo de planta inoculada. En leguminosas,
determinard una modificacion a nivel de la fijacion bioldgica de nitrogeno sobre la formacion y
funcionalidd de nddulos. La mayoria de los miembros del género Rhizobium y Bradyrhizobium
inducen la formacion de nodulos en raices de leguminosas y estas estructuras proveen a la planta
de nitrégeno tomado y fijado desde la atmésfera. Hace mas de 70 afios desde que Thiman, (1936)
propuso que las auxinas jugarian un importante rol en la formacién y desarrollo del nddulo y en la
actualidad muchos estudios indican que cambios en el balance de esta hormona son un pre-requi-
sito para la organogénesis del nddulo (Mathesius et al. 1997). En tal sentido, Prinsen et al. (1991)
sugieren que la sintesis de factores nod y AIA en Rhizobium es disparada por flavonoides nod-
derivados de la planta. Si bien Azospirillum sp. es incapaz de inducir la formacién de nédulos
propiamente dichos en leguminosas, se ha probado que la aplicacién exdgena de ciertas auxinas
sintéticas en concentraciones superfisioldgicas en raices de gramineas, induce la formacién de
estructuras tumorales denominadas paranddulos que serian efectivamente colonizadas por
Azospirillum y en ellas, la bacteria fijaria nitrogeno de manera mas eficiente (Christiansen-Weniger
1998). Otros trabajos han demostrado la respuesta benéfica de la co-inoculacion con Rhizobium y
Azospirillum en leguminosas, a nivel de la respuesta de la fijacion biologica del nitrogeno (Yahalom
et al. 1990) no solo como un aumento en el nimero de nodulos, sino que adicionalmente como una
mayor actividad nitrogenasa de los simbiosomas. En otros trabajos, Schmidt et al. (1988) demostra-
ron que la co-inoculacidn con Rhizobium melilotti (productor ineficiente de AlA) y Azospirillum brasilense
(productor eficiente de AlA) en semillas de Medicago sativa: (a) incrementaba significativamente el
ndmero de nodulos en la raiz del huesped (b) que este aumento estaba en relacién directa al
numero de azospirilos presentes en el medio y (c) que esta respuesta era imitada por la adicion de
AlA en forma exdgena. Por otro lado, en gramineas, el crecimiento de la raiz es uno de los parametros
fisiologicos de mayor interés a la hora de caracterizar y seleccionar una cepa promotora del creci-
miento vegetal. El rapido establecimiento de la planta en el suelo, mediado por la elongacion de la
raiz principal 6 por la proliferacion de las raices laterales y adventicias, resulta ventajoso desde el
punto de vista adaptativo, porque aumenta su capacidad de anclarse al suelo y obtener agua y
nutrientes del ambiente en un estadio critico del desarrollo vegetal. Para comprender este mecanis-
mo bacteriano y su efecto sobre la planta se han establecido dos estrategias de estudio. La primera
compara el efecto del crecimiento radical en plantas inoculadas con mutantes alterados en los
niveles de sintesis de AIA, la segunda resulta de la modificacién del tamafio del in6culo de una
cepa bacteriana sobre la idea de que un mayor tamafio de indculo de una cepa productora de AlA
incrementara en forma proporcional el contenido endégeno de esta hormona en la planta, lo cual
podré ser visualizado por modificaciones en la morfologia del érgano especifico y por el contenido
enddgeno de la hormona en el tejido vegetal (Baca et al. 1994). En este sentido, Kolb and Martin
(1985) comprobaron que la inoculacion de Beta vulgaris sp. con Azospirillum. brasilense, causaba un
incremento del nimero de raices laterales que las plantas control y esto se correlacioné con la
identificacién de altos niveles de AIA en cultivos puros bacterianos. Adicionalmente, la aplicacion
exdgena de AlA, causo un efecto similar al de las plantulas inoculadas. En otros trabajos, Fallik et al.
(1989), inocularon plantulas de maiz (Zea mays L.) con la misma cepa bacteriana y comprobaron por
analisis de GC-MS, que los niveles de AIA e IBA, libres y conjugados en raiz de plantas inoculadas,
eran superiores al de los controles sin inocular después de dos semanas desde la siembra. En
forma simultanea, Tien et al. (1979) y Hubbell et al. (1979) probaron que la aplicacion exdgena de
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AIA, GA, y Cinetina en Pearl millet y sorgo respectivamente, producia cambios en la morfologia de
raiz similares a los obtenidos en las plantulas inoculadas con A. brasilense. Kucey (1988) comprobd
que la inoculacion de trigo con A. brasilense simulaba el efecto del tratamiento exdgeno con AlA 'y
GA, a nivel del patron de crecimiento de tallo y raiz. Zimmer et al. (1988), también en plantas de
trigo, probaron que la adicion exdgena de AlA (completamente) y NO, (parcialmente) eran sustituidas
por la inoculacidn con A. brasilense. En otro interesante trabajo, Barbieri et al. (1988) probaron que
la inoculacién con una cepa salvaje de A. brasilense (activa productora de AIA) causaba un aumento
del nimero y longitud de raices laterales en plantas de trigo y que la inoculacién con una mutante nif
(pobre productora de AlA) no conseguia modificar el desarrollo radical. Posteriormente, Barbieri et
al. (1991) mostraron que plantulas de trigo inoculadas con A. brasilense SpM7918, pobre productora
de AIA, mostraban una reducida capacidad de promover el crecimiento del sistema radical y que
esto se traducia en una menor capacidad de las plantulas, para tomar nutrientes del medio de
cultivo. Bothe et al. (1992) probaron que la inoculacién de plantas de trigo con A. brasilense
incrementaba dramaticamente la formacion de raices laterales y levemente el peso seco de la raiz
y la formacion de pelos radicales, mientras que la aplicacion exégena de AIA aumentaba
sustancialmente el peso seco radical, pero no tenia efecto sobre la formacion de raices laterales.
Dubrovsky et al. (1994), demostraron que la inoculacion con A. brasilense Cd en Arabidospsis thaliana
incrementaba significativamente la longitud de los pelos radicales hasta en 2 érdenes, comparado
con el control. Estos resultados revelan que las auxinas de origen microbiano y en particular, las
producidas por Azospirillum sp. podrian tener un interés significativo para la industria agricola. Estos
compuestos producidos en forma continua y en baja concentracion en el exterior de raices 6 en el
interior de la planta proveen de una dosis hormonal constante que resulta suplementaria y benefi-
ciosa para el crecimiento vegetal y un sistema mejorador a la aplicacion exdgena de formas sinté-
ticas en el suelo cultivado.

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) constituyen un amplio grupo de compuestos naturales (acidos diterpenos
tetraciclicos) que regulan diversos procesos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, tales
como la germinacion, el alargamiento caulinar, la floracién y la fructificacion (Davies 1995). El uso de
métodos fisicoquimicos de alta sensibilidad, para el anlisis de fitohormonas, que combinan princi-
palmente el uso de CG-MS ha revelado que las giberelinas son un amplio grupo de productos
naturales, constituido al menos por 130 compuestos esenciales para el normal crecimiento y desa-
rrollo de todas las plantas superiores (Mander 1991), producidos tanto por plantas, hongos y bacte-
rias (Hedden and Phillips 2000). Desde el punto de vista estructural, las giberelinas libres se dividen
en dos grandes grupos: aquellas que poseen un complemento completo de atomos de carbono,
(GAs-C,) y aquellas en las que el C,; se pierde (GAs-C ). Todas las GAs estan carboxiladas en el
C,, con la excepcion de GA ,-aldehido y pueden tener presentes una (GA,), dos (GA,), tres (GA,) 6
cuatro (GA,,) funciones hidroxilo. La posicion en la molécula que presenta hidroxilacion (OH), repre-
senta unos de los puntos mas importantes en la determinacion de la actividad hioldgica. Asi, la
hidroxilacion de los C,,C, ensus posiciones B y o respectivamente, produce la activacion de la
molécula, mientras que la hidroxilacion del C, en su posicion R tiene efecto fuertemente negativo
sobre su actividad biolégica (Pearce et al. 1994). Ademas de las formas libres, se han identificado
formas conjugadas enddgenas que incluyen: éter glucosidicos (GA-G), donde la glucosa se une a
la estructura de la GA por un grupo hidroxilo, y los ésteres glucosidicos (GA-GE), donde la glucosa
se une a la molécula de la hormona por medio de un grupo carboxilo del C, (Sembder et al. 1968).
La mayoria de las moléculas que se encuentran conjugadas, lo hacen con glucosa (Schneider and
Schliemann 1994); sin embargo, también se han identificado conjugados giberélicos de aminoacidos
unidos al grupo carboxilo del C, por medio de una union peptidica (Sembder et al. 1980). Los
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aspectos bioquimicos y fisioldgicos de los conjugados de GAs han sido extensamente discutidos
por Rood y Pharis (1987), donde sefialan que la caracteristica mas importante es su falta de activi-
dad bioldgica y su posible reversibilidad mediada por enzimas del tipo hidrolasas.

Biosintesis y Metabolismo

Las GAs pueden definirse como productos de la via de los diterpenos y su sintesis, en plantas
superiores se inicia con la ciclizacién de un precursor comin de 20 moléculas de carbono, el
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Este intermediario es sintetizado en plastidos a partir de &cido
mevaldnico (AM), isopentenil difosfato proveniente de gliceraldehido 3-fosfato 6 bien como se
comprobd recientemente por piruvato proveniente de la via de las deoxixulosas 5-fosfato
(Litchtenthaler, 1999). En tejidos de crecimiento vegetativo, ocurre la primera fase de sintesis, con la
ciclizacion del GGPP en protoplastidos y resulta en la formacién definitiva del ent-kaureno, en dos
pasos sucesivos que requieren de la actividad de dos enzimas claves: la copalil difosfato sintasa
(CPS), la cual produce el intermediario copalil difosfato y la ent-kaureno sintasa, que sintetiza el
producto final ent-kaureno. En una segunda fase de sintesis, el ent-kaureno es convertido en GAs
biolégicamente activas por una serie de reacciones de oxidacion, catalizadas por dos tipos de
enzimas. Las primeras reacciones ocurren en membranas extraplastidicas y resultan en una contrac-
cion del anillo B de C,a C,, tomando asi la molécula la forma giberelica caracteristica. Estas reaccio-
nes son catalizadas por las Citocromo P-450 dependientes monooxigenasas y culminan con la
formacion de GA,,, la que se considera la primera GA, como tal, de la via. Posteriormente y en una
tercera fase de sintesis, este intermediario o bien GA,, (producto de la 134-hidroxilacion de GA,) es
metabolizado por enzimas solubles, llamadas dioxigenasas 2-oxoglutarato dependientes, las que
utilizan el 2-oxoglutarato como co-sustrato. Dos tipos de dioxigenasas son requeridas para convertir
GA,, 6 GA,, por vias paralelas en GAs activas. Las C 20-oxidasas y las 3R-hidroxilasas. Un tercer
grupo de dioxigenasas 2-oxoglutarato dependientes, las 2R-hidroxilasas, producen la hidroxilacion
de la posicion 28 de la molécula, produciendo con ello la pérdida de actividad bioldgica (Mac Millan
1997).

Biosintesis y metabolismo de GAs por Azospirillum sp. en medio de cultivo

Bottini et al. (1989) determinaron la capacidad de Azospirillum lipoferum Op33 de producir com-
puestos tipo GA,, GA, e iso-GA, en medio de cultivo quimicamente definido. La identificacion de
estas formas endégenas de GAs se realizé por Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria
de Masa con Monitoreo Selectivo de lones (GC-MS-SIM), mientras que la cuantificacion se realizd
por medio de test bioldgicos en arroz (Murakami et al. 1972) y determind una concentracion equiva-
lente a GA, de 20 y 40 pg.mi* de GA, y GA, respectivamente. Janzen et al. (1992) analizaron la
produccidn de GAs en medios de cultivos puros de Azopirillum brasilense Cd y en co-cultivos entre
la bacteria y el hongo Thricoderma harzianum (controlador bioldgico de fitopatégenos). La identifica-
cion y cuantificacion de GA,, GA, e iso-GA, se realiz por GC-MS, a partir de cultivos puros y
determin6 que el patron de produccion era de GA >iso-GA >GA,. En co-cultivos solo se pudo
confirmar la presencia de GA, sin poder establecer la naturaleza del incremento y de la interaccion
que determin solo la produccion de una sola especie molecular. Piccoli and Bottini (1996) pusieron
de manifiesto la capacidad de Azospirillum lipoferum para producir los precursores inmediatos GA,
y GA,, lo cual permitio especular sobre la existencia de por lo menos dos vias de sintesis en la
bacteria. La primera mediada por reacciones de 13c-hidroxilacion temprana y que involucraria el
metabolismo de GA,, a un precursor inmediato GA,, y la segunda mediada por reacciones de 3@ y
13&-hidroxilacion tardia y que involucaria la conversion de GA, a formas activas sobre el crecimiento
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vegetal. Piccoli et al (1996) y Piccoli et al. (1998) confirmaron la capacidad de Azospirillum lipoferum
Op 33 de producir GA,, GA,; y GA, en medio de cultivo quimicamente definido, lo cual aporta
nuevos elementos para el complejo esquema de sintesis bacteriana. En otros ensayos, Piccoli and
Botiini (1994) demostraron la capacidad de A. lipoferum Op33 de metabolizar GA, a GA,, una molé-
cula biolégicamente activa sobre el crecimiento vegetal en medio de cultivo quimicamente defini-
do. En este trabajo, no se caracterizd otro metabolito y esto permitié especular sobre la capacidad
bacteriana de 3R-hidroxilar este precursor inmediato solo a esta forma activa por medio de una via
de 13o-hidroxilacion temprana que finalizaria con la produccion de GA,. Adicionalmente, Piccoli et
al (1996) confirmaron la capacidad de la misma cepa bacteriana para metabolizar GA, a GA, (otra
molécula con actividad biolégica). Estos resultados permitirian suponer que la promocion del creci-
miento de plantas inoculadas, se deberia al menos en parte, a la capacidad bacteriana de metabolizar
precursores inmediatos de GAs, a formas biolégicamente activas para el crecimiento de la planta.
En otros ensayos, Piccoli et al. (1998), evaluaron exitosamente la capacidad bacteriana de hidrolizar
glucosil conjugados de GAs, en medio de cultivo quimicamente definido, modificado por la adicion
de un glucosil ester de GA, 6 de 13-O-glucdsido de GA,, lo que confirmo la capcidad del microor-
ganismo de aumentar en la planta el pool enddgeno de formas activas de giberelinas por la hidrélisis
de glucosa a partir de conjugados sin actividad bioldgica.

Biosintesis y metabolismo rizosférico de GAs por Azospirillum sp.

Las experiencias que se detallaran a continuacion, se desarrollaron en sistemas de cultivo hidropdnico
similares a los descriptos por Murakami (1968) y Kobayashi et al. (1989) para evaluar el efecto de la
produccion o metabolismo de giberelinas en plantas tratadas exégenamente. En tales condiciones, se
utilizé como modelo experimental plantulas de arroz (Oryza sativa L.) 0 maiz (Zea mays L.) mutantes
enanas deficientes en la biosintesis de GAs, que en estos casos resultaron de incalculable valor para el
estudio de la fisiologia y metabolismo bacteriano de estas fitohormonas. En el caso de maiz, los 4
mutantes propuestos por Phinney and Spray (1988) involucrados en la biosintesis de GAs son dwarf-1
(d1), dwarf-2 (d2), dwarf-3 (d3) y dwarf-5 (d5), recesivos simples y no alélicos, que fenotipicamente presen-
tan entrenudos acortados y porte achaparrado (Phinney 1956) que se revierte por la aplicacion de formas
activas de GAs (bacterianas o sintéticas) en forma exdgena. En el caso de arroz, se reconocen varios
cultivares mutantes caracteristicos para la biosintesis de GAs, siendo los mas importantes el cv. Waito C
6 dwarf-y (dy) y el cv Tan-ginbozu 6 mutante dwarf-x (dx) (Murakami, 1972). Tales cultivares poseen inhibida
la sintesis de GAs en diferentes pasos metabdlicos reconocidos y esto los convierte en una inmejorable
herramienta para el estudio in vivo del metabolismo bacteriano de GAs. Algunas variaciones en los
ensayos originales para cada especie, se relacionaron con la adicion de distintos precursores de GAs 6
formas conjugadas con glucosa de estas fitohormonas marcados con moléculas de deuterio o tritio (para
facilitar su identificacion y cuantificacion) a plantulas mutantes previamente inoculadas con el objetivo de
evaluar la capacidad bacteriana de accionar sobre estos compuestos por medio de reacciones metabélicas
especificas dentro del sistema vegetal. Otros ensayos ponderaban la posibilidad de suplementar el
medio de cultivo con retardantes del crecimiento vegetal, definidos como compuestos sintéticos, utiliza-
dos para reducir la longitud del tallo de plantas sin modificar patrones de desarrollo por la inhibicién de la
biosintesis de giberelinas activas. En tal sentido, Rademacher (2000) considera cuatro grupos de retardantes:
«compuestos tipo «cebolla», compuestos con un N-heterociclo, simuladores estructurales del 2-
oxoglutarato y las 16,17-dihidro-GAs. Cada uno inhibe el metabolismo de GAs en diferentes pasos de la
sintesis. Como resultado de estos ensayos Lucangeli and Bottini (1996) presentaron evidencia directa
relacionada a la capacidad de Azospirillum sp. de revertir el enanismo genético de plantulas mutantes d1
(dwarf-1) de maiz y dx (dwarf-x) arroz por la inoculacién con Azospirillum lipoferum USA 5b y Azospirillum
brasilense Cd respectivamente. Las mutantes d1, incapaces de sintetizar formas activas de GAs, en el
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estadio de primera hoja fueron inoculadas con Azospirillum lipoferum a nivel radical 6 tratadas con 0,1; 1 6
10 pg de GA, en la primera hoja, mientras que las mutantes dx con 48 h de crecimiento (pregerminadas
en una solucién de Uniconazol S-3370) fueron inoculadas con Azospirilum brasilense Cd 6 tratadas con
dosis de 10 a 3000 fmol.planta* de GA, respectivamente. En todos los casos A. lipoferum incremento el
crecimiento del primer entrenudo y lamina foliar de las plantulas. Tanto A.lipoferum como A. brasilense
revirtieron el enanismo genético en ambos mutantes, con un fenotipo similar al observado al adicionar
formas libres de GA, lo cual se correlaciond con la capacidad bacteriana de producir formas activas de
GAs y con la presencia del microorganismo en raices, tallos y hojas de plantas inoculadas. Posterior-
mente, Lucangeli and Bottini (1997) observaron que plantulas de maiz (Zea mays L.) tratadas con Uniconazol
S-3370 (retardante con un N-heterociclo) mostraban una fuerte reversion del enanismo luego de siete dias
de haber sido inoculadas con 2 cepas de Azospirillum sp. (A.lipoferum USA 5b y A. brasilense Cd) 6
tratadas en forma exdgena con GA,. En todos los tratamientos la reversion fue mayor a nivel de la parte
aérea comparada con el sistema radical, sin embargo la inoculacién con ambas cepas bacterianas
determinG un fenotipo similar al presentado por la aplicacion exogena de 0,1 pg.planta® de GA, y esto se
correlaciond con la identificacion de GA, por GC-MS-SIM en la fraccion acida libre del extracto vegetal y
con la presencia del microorganismo en la parte aérea y radical de las plantulas inoculadas. Cassan et al.
(2001) determinaron que la inoculacién de A. lipoferum USA Bb y A. brasilense Cd en plantulas mutantes
dy de arroz (Oryza sativa L) incubadas con 1ug de [17,17-H,]-GA,; determinaba la reversion del enanis-
mo genético, corelacionado este fenotipo con la identificacion por GC-MS-SIM de [17,17-*H,]-GA, y con
la presencia de la bacteria tanto en parte aérea como radical. Estos resultados permitieron especular
sobre la capacidad in vivo de Azospirillum sp. de metabolizar precursores inmediatos de GAs a formas
bioldgicamente activas sobre el crecimiento vegetal, por medio de reacciones de 3B-hidroxilacion. En
este sentido, cuando se adiciond Prohexadiona-Ca, un retardante de crecimiento que actda sobre la
sintesis de GAs a nivel de la 3R-hidroxilacion, no se observd complementacion y no se identifico [17,17-
?H,]-GA, por GC-MS-SIM, lo que sugirio fuertemente que la enzima que mediaria este paso metabdlico
en Azospirillum sp. podria ser una 3R-hidroxilasa (dioxigenasa 2-oxoglutarato dependiente) similar a las
identificadas en plantas superiores. Posteriormente Cassan et al. 2001, determinaron la capacidad de
Azospirillum sp. para 3R-hidroxilar [17,17-H,]-GA, a [17,17-°H }-GA, un sistema experimental similar al
descripto anteriormente. Con el objetivo de evaluar la capacidad bacteriana de metabolizar precursores
primarios de formas activas de giberelinas, Cassan et al. (2002) determinaron que la inoculacion con
Azospirillum sp. en mutantes de arroz (Oryza sativa L) tratados exogenamente con 1u g de [17,17-H}}-
GA,, determinaba una reversion del enanismo genético en las plantas inoculadas. Tal respuesta se
explicaria por la capacidad bacteriana de metabolizar ?H,-GA,, a una forma giberélica con actividad
biolégica. Con el agregado de Uniconazol-p al medio de cultivo se observé un efecto inhibitorio de tal
reversion, que se deberia a la accion del retardante sobre el metabolismo bacteriano. Esto supondria
que, parte del metabolismo de GAs en la bacteria estaria regulado por monooxigenasas dependientes
del citocromo P450 (Chapple 1998), sensibles al Uniconazol (Rademacher 2000). En lo que se refiere al
metabolismo de conjugados, Cassan et al. (2001) determinaron que Azospirilum sp. revertia el enanismo
genético de mutantes simples de arroz (Oryza sativa L.) previamente alimentadas con [17,17-H,]-GA, -
glucosil ester 6 [17,17-2H,]-GA, -glucosil eter. En estos mutantes, se observd complementacion genética
y el fenotipo se correlacioné con la capacidad bacteriana de hidrolizar conjugados de GAs y metabolizarlos
a formas 3R-hidroxiladas, activas sobre el crecimiento vegetal.

Rol Fisioldgico de las GAs producidas por Azospirillum sp.

Sobre las mas de 130 GAs conocidas en la actualidad (Crozier et. al 2000), 13 son especificas
de hongos, 100 son exclusivas de plantas y 13 son ubicuas. A pesar de esta amplia distribucion y
de la cantidad de formas conocidas, solo algunas pocas tienen actividad biolégica per se. (Hedden
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and Phillips 2000). La evidencia sugiere que en el caso de los microorganismos, que la produccion
de GAs y auxinas incrementa rapidamente al comienzo de la fase estacionaria de crecimiento
sugiriendo un reordenamineto celular disparado por la disminucién de la fuente de C (Omay et al.
1993) o N (Piccoli and Bottini 1994®) en el medio de cultivo. Resulta dificil hipotetizar el rol fisiologi-
co de las GAs producidas por el microorganismo a nivel rizosférico y parece logico pensar que la
promocién del crecimiento general de las plantas colonizadas podria ser beneficioso para la bacte-
ria desde el punto de vista de la disponibilidad de nutrientes a nivel rizosférico (Rademacher 1994),
sin embargo atribuir este fendmeno promotor solo a la produccién de una sustancia por parte del
microorganismo, resulta un tanto simplista, sobre todo considerando las variabilidad de la respues-
ta y las numerosas especies que responden positivamente a la inoculacién. La mayor parte de la
investigacion realizada en condiciones a campo se ha concentrado en cuantificar el aumento de la
produccion por la inoculacién, fundamentalmente desde la incorporacion de nitrégeno, y la produc-
cion de materia seca. Fulchieri and Frioni (1994) observaron que plantas de maiz inoculadas con
una mezcla de tres cepas de Azospirillum sp. en un suelo Hapludol en el centro de Argentina
mostraban un significativo incremento en el peso seco de raices, parte aérea y semillas con res-
pecto a sus controles sin inocular y en una combinacion planta-bacteria que presupuso la existencia
de una interaccién especifica entre ambas. Un fenémeno similar fue presentado para variedades
Nepalesas de trigo inoculadas con cepas indigenas de Azospirillum sp. (Bhattarai and Hess 1993).
En los primeros, la respuesta de crecimiento fue atribuida por lo menos a tres mecanismos bacterianos
de promocion: la fijacion de nitrégeno atmosférico, la produccién de fitohormonas tipo auxinas y
giberelinas y el efecto indirecto de la interaccion de Azospirillum sp. con la comunidad rizosférica.
Similares resultados fueron observados en plantas inoculadas de trigo y sorgo por Pozzo-Ardizzi
(1982) y en varias especies de interés comercial (Paredes-Cardona et al. 1988, Sarig et al. 1990).
Veinte afios de evaluacion de ensayos de inoculacion a campo, muestran que un 60-70 % de las
experiencias realizadas fueron exitosas, con un incremento significativo de la produccion entre un
5-30% en cultivos de interés agronémico (Bashan and Olguin 1997). Los autores atribuyen como
factor limitante del éxito, la utilizacién de células viables, extraidas de una fase exponencial de
crecimiento en cultivos puros para la inoculacion (Vandenhobe et al. 1993). Si bien estos resultados
son contundentes desde la produccion agricola, desde el punto de vista ecofisiolégico son insufi-
cientes ya que todavia no se ha profundizado a campo sobre los mecanismos bacterianos respon-
sables de la promocién del crecimiento vegetal asi como el efecto de la produccion de GAs por
Azospirillum sp. Para una evaluacion fisiolégica de la importancia de las fitohormonas bacterianas
en general y de GAs en particular en la promocién vegetal, seria necesario obtener un mutante de
Azospirillum sp. totalmente deficiente en la sintesis de estos compuestos; sin embargo, no estan
disponibles todavia, lo cual representa un punto clave en el avance de la comprension de los
mecanismos de promocion vegetal de esta bacteria.

Citocininas

Son un grupo de compuestos naturales que regulan la division y diferenciacion celular en tejidos
no meristematicos de plantas superiores. Quimicamente son purinas, en su mayoria derivadas de la
adenina, sustuidas en el N, que incluyen sus respectivos ribétidos, ribdsidos y glucésidos. Estas
fitohormonas se han asociado a un gran nimero de procesos fisiologicos y celulares entre los que se
detallan el retardo de la senecencia por acumulacién de la clorofila, la formacién de érganos en una
gran variedad de cultivos de tejidos, el desarrollo de la raiz, la formacién de pelos radicales, la
elongacién de la raiz, la iniciacion del tallo, la expansion de las hojas. Por definicion, son compuestos
que en presencia de concentraciones Optimas de auxinas, inducen la division celular en cultivos o
tejidos vegetales. El primer regulador con actividad especifica del tipo citocinina, fue descubierto por
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Miller et al. (1955) y se denomind cinetina (K) la cual fue considerada como una forma no natural de la
hormona. En 1963, Letham, identificé una forma natural que denominé zeatina (Z) y desde entonces
méas de 40 moléculas y sus metabolitos han sido clasificados. La bioactividad no es uniforme en las
formas identificadas y en la mayoria de los casos depende del tipo de anillo aminopurina presente en
la molécula; de la sustitucion del N® con una cadena simple derivada de una unidad isopurina; de la
sustitucion de las posiciones 2 y 9 del anillo, por grupos H, CH,-S 0 ribosil y de la presencia de una
cadena insaturada lateral con un 6ptimo de 5 carbonos. Las formas con mayor actividad biologica
descripta sobre tejidos o cultivos vegetales son la Zeatina (Z), isopentenil-adenina (iP), cinetina (K) y
benziladenina (BAP) y todas poseen un doble puente alkilico en la posicién NE.

Produccion microbiana de citocininas

Muchos microorganismos de la risdsfera, entre los que se detallan bacterias y hongos, son capa-
ces de sintetizar citocininas en cultivos quimicamente definidos. Barea et al. (1976) encontraron que al
menos el 90 % de las bacterias aisladas de la rizésfera de cultivos de interés agrondmico, fueron
capaces de producir compuestos tipo-citocinas. Como resultado de la intima relacién entre estos
organismos Y la superficie de la raiz, la produccion exdgena de esta hormona, puede tener un profun-
do efecto sobre el crecimiento de la planta. Al igual que lo reportado para las auxinas, la produccion
microbiana de esta hormona, podria el suplementar el contenido endégeno de la planta y en ciertos
casos promover el crecimiento vegetal o resultar fitotoxica. En la actualidad sabemos que las plantas,
responden a la adicion exdgena de citocininas, 1o cual representa un punto de gran interés, debido a
que no se conoce la significancia ecoldgica de la sintesis microbiana en los tejidos vegetales. A pesar
de que la produccién microbiana de citocininas en plantas superiores comenz6 con modelos de
microorganismos fitopatdgenos, en la actualidad los investigadores se han volcado a la comprension
de este proceso en grupos de bacterias promotoras del crecimiento. EI modelo mas estudiado en
este sentido ha sido el de la simbiosis Rhizobium-leguminosa, donde se ha investigado tanto la
produccidn de la hormona en el microsimbionte como en la planta. En este sentido, Nandwal et al.
(1981) estudiaron el efecto de la adicion exdgena de K, promovia la iniciacidn del nédulo e incrementaba
el contenido de leg hemoglobina en porortos. En otros ensayos (Yahalom et al. 1990), provaron que la
adicion exdégena de BAP como la co-inoculacion de Rhizobium y Azospirillum sp. incrementaba el
numero de nodulos formados en Medicago polymorpha. En otros ensayos, la aplicacidn exdgena de
citocininas increment6 la actividad nitrogenasa en nédulos de Pisum sativum en 66 % y 57 % respec-
tivamente (Jaiswal et al. 1982). En otros trabajos, se ha probado que la citocininas han sido capaces
de acumular transcriptos de los genes ENOD2 y ENOD40 en raices de alfalfa y otras leguminosas
(Hirsch et al. 1997). Otros trabajos, destacaron el rol de estas moléculas en la formacion de nodulos de
Phaseolus vulgaris (Puppo et al. 1974) y Vicia faba (Henson and Wheeler, 1976). Recientemente, un
trabajo publicado en la revista Science publicado por Giraud et al. (2007), los autores probaron que los
factores nod no serian necesarios, en ciertas leguminosas para el incicio de la nodulacion y que esto
se deberia a que ciertas estirpes de Bradyrhizobium usarian una via de activacion alternativa, en la que
un derivado de una purina (citosina) seria la responsable de disparar la respuesta de la formacion del
nédulo. En particulrar, la produccién de citocininas por Azospirillum ha sido mayormente estudiada en
A. brasilense y en medio de cultivo quimicamente definido. En este sentido, Tien et al. (1979) probaron
por diferentes tipo de cromatografia (HPLC y TLC) y bioensayos de inoculacion en pear millet
(Pennisetum americanun L.), la capacidad de A. brasilense para producir moléculas tipo-citocininas.
Similares resultados fueron obtenidos por Cacciari et al. (1989) y al igual que en el trabajo anterior no
se caracterizaron los compuestos parcialmente purificados. Horemans et al. (1986), modificaron la
extraccion cromatogréfica (Sephadex LH-20) e incluyeron la técnica de radio inmunoandlisis (RIA) para
probar que A. brasilense producia iP, (9R)iP y Z en medio de cultivo quimicamente definido. La caren-
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cia de informacion a nivel de la sintesis de citocininas en cultivos de Azospirillum se debié a la comple-
jidad del andlisis de estas hormonas, lo cual ha sido determinante en la discontinuidad de esta temé-
tica. La Ultima referencia relacionada con la produccion de citoquininas por Azospirillum, fué realizada
por Strzelczyk et. al. (1994), en medio de cultivo modificado con diferentes fuentes carbonadas. Des-
de el punto de vista fisioldgico, existe poca informacioén que pueda relacionar en forma directa el
efecto de la inoculacién con Azospirillum sp., la promocién del crecimiento vegetal y la produccion de
citocininas. En este sentido Tien et al. (1979) mostraron que la inoculacién con A. brasilense provocaba
cambios significativos a nivel de la morfologia de raiz de plantulas de pearl millet, observando incre-
mento en el ndmero de raices laterales y en la densidad de los pelos radicales de cada raiz. La
aplicacion exdgena de auxinas, citocininas y giberelinas produjo cambios en la morfologia de la raiz
comparables a los obtenidos por la inoculacion con la inoculacion. En otros ensayos, Cacciari et al.
(1989) determinaron que el cultivo mixto de A. brasilense y Arthrobacter giacomelloi mostraba una gran
produccion de giberelinas y citocininas, comparado con sus respectivos monocultivos, o cual tendria
gran importancia fisiolégica, debido a que la presencia de distintas especies microbianas en la rizésfera,
inducirfa la produccién de citocininas y otras fitohormonas en bacterias PGPR.

Etileno

Junto con auxinas, giberelinas y citocininas, el etileno es una hormona muy importante en el
crecimiento y desarrollo de las plantas (Burg 1962). Debido a su composicién gaseosa en condicio-
nes fisiolégicas, por mucho tiempo, no se quiso aceptar como una fitohormona; sin embargo dife-
rentes trabajos, demostraron que su sintesis y accion sobre la planta, era critica para determinados
procesos fisiologicos. A pesar de que existen numerosas publicaciones relacionadas a la sintesis
de esta hormona en plantas superiores (Mattoo and Suttle 1991), muy pocos trabajos han sido
publicados sobre la biosintesis microbiana (Arshad y Frankenberger 1993) y menos ain en
Azospirillum sp. El etileno es una melécula muy simple y simétrica, compuesta por 2 atomos de C
(unidos en doble ligadura) y 4 atomos de H, soluble en agua en aproximadamente 140 ppm, 25 C y
760 mm Hg (15 veces mas que el oxigeno). Es muy activo y puede ejercer sus efectos fisiologicos
a concentraciones muy bajas en el tejido vegetal (0.1 ppm). En plantas superiores, todos los tejidos
tienen capacidad de sintetizar esta hormona, pero en general la magnitud de la expresion, se
asocia al estado de crecimiento y desarrollo de los mismos, siendo mas activa en aquellos tejidos
en activa division celular, que se encuentran bajo condiciones de estrés 6 en estado de senesencia
(Burg and Burg 1968). Desde que Gane (1934) reportd por primera vez la capacidad de las plantas
de sintetizar etileno, una gran variedad de compuestos, que incluyen metionina, acido linolénico,
propanol, B-alanina, etionina, etanol, glicerol, &cidos organicos y hasta glucosa y sacarosa (Yang
1974), han sido propuestos como posibles precursores de la hormona; sin embargo, en un trabajo
in vitro de modelaje no-enzimatico, Abeles and Rubistein (1964), revelaron que la metionina era el
precursor natural por exelencia. En el caso de la sintesis microbiana, los precursores propuestos
fueron muy variados (Fukuda and Ogawa 1991) pero la L-metionina ha sido el sustrato mayormente
descripto en los cultivos bacterianos. La regulacién de la produccidn de etileno en plantas superio-
res depende mayoritariamente de las enzimas consideradas «clave» de la biosintesis de esta
hormona: S-adenosil-L-metionina (SAM) sintetasa, 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC)
sintetasa y ACC oxidasa. Tanto los genes que codifican para estas enzimas como sus elementos
reguladores han sido caracterizados, modificados y re-introducidos en plantas de interés agricola
con fines agronémicos (Fluhr and Mattoo 1996). La SAM sintasa cataliza la primera reaccion de la
biosintesis a partir de metionina, aumentando el contenido de S-adenosil-L-metionina (SAM) para
diversas rutas metabolicas, dentro de las que se detallan la biosintesis de Etileno (Fluhr and Mattoo
1996) y poliaminas (Even-Chen et al. 1982). La segunda reaccion es catalizada por la ACC sintasa y
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determina la hidrélisis de la SAM para formar ACC y 5 -metiltioadenosina (MTA) (Kende, 1989).
Finalmente la ACC oxidasa comanda la conversion de ACC a Etileno, CO, y cianuro (John, 1991).
Dentro de los factores que Inducen la produccion de Etileno, el estadio de un érgano influye en la
tasa de sintesis de esta hormona, siendo mayor en etapas donde las células estan en division,
maduracion 6 senescencia (Burg y Burg 1968). En general hay una asociacion directa entre una alta
tasa de respiracion y la presencia de etileno; asi, tejidos senescentes ¢ dafiados existe un alto
contenido de la hormona. La aplicacion de altas dosis de auxinas, puede estimular la sintesis de
etileno. Morgan y Hall (1964) han probado que la adicién exdgena de auxinas induce la sintesis de
etileno en tejidos vegetativos, pero no en frutos. Por otra parte la formacion de etileno esta directa-
mente relacionada con una condicion de estrés de los tejidos (Beyer et al. 1984); bajas temperatu-
ras, exceso de calor, inundacion, sequia, estimulan este proceso y forman una interesante red de
respuesta con otros reguladores, como &cido absisico (ABA), &cido jasménico (JA) y auxinas (AlA).
Diversos trabajos han presentado evidencia de que esta hormona tendria un rol decisivo en el
establecimiento de las relaciones simbiéticas, tales como la formacion de nédulos y micorrizacion.
En la interaccidn con Rhizobium, la aplicacién exdgena de etileno ha mostrado un efecto negativo
sobre la formacién y funcionalidad de los nddulos. En este sentido, Grobbelar et al. (1971) demos-
traron que la nodulacion se reducia en un 90 % en explantos de cebada tratados en forma exdgena
con 0,4 ppm de etileno.

Produccion de etileno por Azospirillum

Existe muy poca informacion disponible, relacionada a la produccion de etileno por Azospirillum y
su efecto sobre el crecimiento vegetal. Trabajos de Primrose and Dilworth (1976) determinaron la
capacidad de bacterias promotoras del crecimiento vegetal de vida libre, Azotobacter y Bacillus de
producir etileno en medio de cultivo quimicamente definido y esto fue un catalizador para que Strzelczyk
et al. (1994) testearan la capacidad de Azospirillum de producir este compuesto in vitro sobre diferen-
tes fuentes carbonadas. Sus resultados determinaron que la bacteria podia sintetizar etileno y que la
produccion dependia de la presencia de metionina en el medio de cultivo. Recientemente, Krumpholz
et al. (2006) evaluaron la respuesta de crecimiento de plantulas de tomate inoculadas con Azospirillum
brasilense FT326 (superproductora de IAA), correlacionando el aumento significativo en el nimero y
longitud de raices, con la produccion vegetal de etileno de hasta 10 veces superiores a los controles.
Los cambios morfoldgicos fueron acompafiados de un aumento de actividad de la ACC-sintasa, una
de las enzimas clave de la ruta de sintesis de esta hormona. Segln Peck and Kende (1995), el paso
limitante para la biosintesis de etileno es la conversion de la S-adenosilmetionina (SAM) a 1-
aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC), catalizada por la ACC sintasa. La expresion y la activi-
dad de esta enzima, asi como la produccién de etileno, incrementan por la adicién de AIA exdgeno.
Estos antecedentes indicarfan que el aumento de etileno, al menos en parte de deberia a un cross-talk
entre el AIA producido por la bacteria en la via de sintesis del etileno como sugieren Rahman et al.
(2002). En contraposicion, algunos investigadores proponen un modelo en el que la capacidad de
algunas bacterias para promover el crecimiento vegetal serfa indirecta y estaria en relacién directa a la
expresion bacteriana de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa (ACC deaminasa).
Esta enzima clave en metabolismo del etileno, hidroliza el 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
que es immediario de la hormona activa (Glick, 1995). Bacterias que poseen esta enzima pueden
clivar el ACC a amonio y alfa-cetobutirato y prevenir la acumulacion de etileno y sus efectos toxicos
(Glick et al. 1998). A pesar de que Azospirillum estimula el crecimiento de plantas, los miembros de
este género no producen ACC deaminasa, por lo que no pueden regular los niveles de etileno en
tejido vegetales. En este sentido Holguin and Glick (2001) comprobaron que la transferencia del gen
de la ACC deaminasa de Enterobacter cloacae en Azospirillum brasilense resultdé en una mejora consi-
derable del crecimiento de la planta inoculada.
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Acido Abscisico

Es una hormona vegetal, involucrada diferentes procesos fisioldgicos del crecimiento y desarrollo
de la planta, como la dormicién de yemas y semillas, la maduracién de frutos y en situaciones de
estrés ambiental desfavorables como déficit hidricos o estrés salinos. El &cido abscisico (ABA) se
forma en plastidios, tanto de hoja como de raiz y su biosintesis comienza a partir del &cido mevalénico,
via farnesil farnesil pirofosfato (FFPP), dentro de lo que se conoce globalmente como sintesis de los
terpenos. La alternativa mas aceptada de continuacion de la ruta metabdlica es la sintesis de carotenoides
y su posterior clivaje para dar xantoxina y ABA. Este secuenciamiento opera en plantas superiores,
especialmente bajo condiciones de estrés hidrico y salino. EI ABA esta relacionado con la capacidad
de plantas superiores para adaptarse a condiciones de estrés, a través de distintos procesos fisiolo-
gicos y moleculares que incluyen: alteraciones en la expresion de genes relacionados con estrés
hidrico y cierre de estomas. Desde el punto de vista fisiolégico, el ABA favorece la economia del agua
dentro de la planta, por su efecto regulador sobre la apertura y cierre de estomas a nivel de las hojas
(Davies, 1995); ademas participa en la dormicién de yemas y semillas; en la acumulacidn de proteinas
de reserva en semillas (soja); en la inhibicién del crecimiento y germinacién inducido por auxinas y
GAs; en la inhibicion del crecimiento foliar en situaciones de estrés y en la regulacion de la sintesis
proteica en respuestas de aclimatacién a diferentes tipo de estrés; sin embargo, todas estas funcio-
nes estan relacionadas a un objetivo comun, la defensa del sistema vegetal en condiciones ambien-
tales desfavorables. Su valor fisioldgico més importante ha sido relacionado con la sobrevivencia de
la planta y el control de la economia del agua, mas que con incrementos de la produccion agricola en
si (Davies and Jones, 1991). La respuesta central de la planta a un déficit hidrico, tiene como resultado
un incremento en la sintesis de ABA enddgeno, que provoca los efectos fisiolégicos y bioquimicos
antes mencionados, que son indefectiblemente acompafiados de cambios en la expresion de genes,
muchos de los cuales son regulados por esta hormona (Bray, 1993). Estas respuestas son complejas
e involucran la coordinacion e integracién de mdiltiples vias metabélicas que llevan a la expresion de
genes codificantes para proteinas que contribuyen a la adaptacion. Ademas, de limitar la pérdida de
agua a través de la transpiracion por la reduccion en la apertura estomética. Bajo estas condiciones,
las plantas requieren menos agua para su funcionamiento y asi sufren menor dafio. Un aspecto de
sumo interés en la fisiologia de esta hormona es que la apertura y cierre estomético en plantas supe-
riores, puede ser regulada a distancia por medio de sefiales quimicas provenientes de la raiz y el
tallo, constituyendo la evidencia en tiempo real de la disponibilidad hidrica del suelo. La naturaleza de
la sefializacion ha sido extensamente estudiada y originariamente recayd en el ABA.; sin embargo, en
la actualidad algunos autores consideran que este mecanismo, depende de las variaciones del po-
tencial quimico del xilema, que modificarian la capacidad de la hormona de unirse a sus receptores en
las células blanco de la hoja. Quizas el parametro mas importante que varia como resultado de la
diferencia en el potencial quimico del xilema es el pH, ya que la alcalinizacién del xilema o del
microcompartimento apoplastico de las hojas, impide el ingreso o salida de la hormona del simplasto,
donde se encuentran los receptores especificos de las células guarda del estoma. Este modelo,
denomidado «trampa anionica» permitiria explicar en condiciones de estrés, que la baja disponibili-
dad hidrica del suelo determina la un aumento del pH del xilema por la modificacion la actividad NO,
reductasa de la raiz que tiene como consecuencia la descompartimentalizacion del ABA producido en
los cloroplastos de las células oclusivas y con ello el cierre estomatico. Considerada la verdadera
sefial proveniente de la raiz en condiciones de estrés hidrico.

Produccion de Acido Abscisico por Azospirillum

Es muy escasa la informacién documentada sobre la identificacion de ABA en cultivos quimica-
mente definidos de Azospirillum y su correlacion al crecimiento de la planta. La mayor parte de los
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ensayos fueron realizados en sistemas de cultivos e inoculaciones de hongos y bacterias
fitopatogénicas 6 en asociaciones simbiéticas por bacterias nodulantes. Solo un trabajo reporté la
produccion de ABA por A. brasilense Ft326 en medio de cultivo definido (Kolb and Martin, 1985), sin
embargo la identificacién se realizé por RIA técnica poco sensible, comparada con la de
espectrometria de masas, que se utiliza en la actualidad.

Interaccion de fitohormonas producidas por Azospirillum sp. y su efecto sobre el crecimiento
del sistema vegetal

El estudio de las interacciones entre las diferentes hormonas en los sistemas vegetales ha emergido
en la actualidad y en este caso, las fitohormonas producidas por microorganismos endofiticos no
quedan exceptuadas del anélisis. Los «cross-talk» descriptos en la bibliografia podrian dar una nueva
interpretacion al modelo de crecimiento de promocion hormonal simple descripto para Azospirillum
sp. hasta el momento. En lo que se refiere especificamente a Azospirillum sp. existe evidencia
circusntancial de la interaccion de fitohormonas producidas por el microorganismo con el background
hormonal de las plantas inoculadas; sin embargo, un detallado analisis de esta interaccion podria
revelar interacciones especificas que tendrian como resultado la promocion del crecimiento vegetal.
En tal sentido, Fulchieri et al. (1993) encontraron que plantulas de maiz (Zea mays L.) inoculadas con
las 3 cepas de Azospirillum lipoferum mejoraron significativamente el crecimiento de la raiz y de la
parte aérea. En estos ensayos GA, fue identificada en la fraccion acida libre del extracto vegetal y
estos resultados permitieron especular sobre la capacidad bacteriana de incrementar in vivo el pool
de giberelinas con actividad bioldgica sobre el crecimiento vegetal en las raices de plantas inocula-
das. Ross and O’Neill (2001) sugieren que las auxinas podrian promover, al menos en parte, la elongacién
del tallo por incrementar los niveles de endégenos de giberelinas 3R3-hidroxiladas, lo cual podria tener
relacion directa con los resultados obtenidos por Fulchieri et al. (1993) ya que ni el contenido endégeno
de IAA ni la expresion de los genes que codifican para 3B-hidroxilasas fueron cuantificados en las
fracciones correspondientes. Otro factor a considerar seria que por lo menos dos de las cepas utiliza-
das para la inoculacion (A. lipoferum Op 33, A. lipoferum iaa 320) eran productoras de AIA lo que
permitiria especular, que al menos en parte, el aumento en el contenido endogeno de GA, en la raiz
podria deberse al cross-talk del AlA sobre el pool de GAs de la raiz y que parte de la respuesta del
crecimiento observado en parte aérea y subterrdnea se deberia al efecto de las GAs producidas por
las diferentes cepas de Azospirillum lipoferum 6 por las GAs producidas por las plantulas inducidas por
el AIA bacteriano, como describen Yaxley et al (2001); Ford et al. (2002) e Inada and Shimmen (2000)
para otras especies vegetales. Como mencionamos anteriormente, Krumpholz et al. (2006) han eva-
luado la respuesta de crecimiento de plantulas de tomate inoculadas con Azospirillum brasilense FT326
(superproductora de 1AA), correlacionando el fenotipo vegetal con la produccion vegetal de etileno. El
aumento en la produccion de etileno fue significativamente superior a los controles y los cambios
morfoldgicos fueron acompafiados de un aumento de actividad de la ACC-sintasa tisular. De acuerdo
con Peck and Kende (1995), el paso limitante para la biosintesis de etileno es la conversion de la S-
adenosilmetionina (SAM) a 1-aminaciclopropano-1-acido carboxilico (ACC), catalizada por la ACC sintasa
y la expresién como la actividad de esta enzima, asi como la produccion de etileno, incrementa por la
adicion de AIA exdgeno. Estos antecedentes indicarian que el aumento de etileno, al menos en parte
de deberia a un cross-talk entre el AIA producido por la bacteria en la via de sintesis del etileno como
sugieren Rahman et al. (2002).

Inoculantes a base de Azospirillum sp. y la complejidad de la respuesta vegetal

Desde 1981 hasta 1996, se realizé en el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA)
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dependiente del INTA-Castelar, un intenso programa cuyos objetivos mas importantes fueron: 1-
Seleccionar e identificar en el laboratorio, cepas de Azospirillum sp. potencialmente aplicables
en agricultura y 2-Evaluar la capacidad de todas las cepas seleccionadas de promover el creci-
miento en especies cultivables blanco como trigo y maiz, inoculadas y sembradas en condicio-
nes controladas de laboratorio o en parcelas de diferentes sitios experimentales de la provincia
de Buenos Aires. La informacién obtenida permiti6 comprobar el efecto positivo de la inoculacion
con Azopirillum brasilense en ambas especies vegetales y seleccionar las cepas Az 39 y Cd
como las de mejor performance dentro del grupo, debido a su capacidad de incrementar los
rendimientos de ambos cultivos desde un 13% hasta un 33%. Considerando los antecedentes
generados por este programa, el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria) postulo,
de comln acuerdo con las empresas de inoculantes de nuestro pais, a la cepa nativa Az39 de
Azospirillum brasilense, como la estirpe recomendable para la fabricacion de inoculantes para
maiz y trigo en la Republica Argentina. Desde el punto de vista fisiologico, los mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal que operaban en la cepa Az39 de A. brasilense y que deter-
minaron, al menos en parte, su efectividad para incrementar la productividad de las especies
inoculadas no fueron considerados al momento de su seleccion y en base a estos anteceden-
tes, el trabajo en el laboratorio de Fisiologia Vegetal y de la Interaccion planta-microorganismo
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto se basd en la dilucidacion de los mecanismos poten-
cialmente responsables de la promocién del crecimiento vegetal en las cepas de Azospirillum
inicialmente seleccionadas y mayoritariamente utilizadas para la formulacion de inoculantes para
gramineas en la Repdblica Argentina. Como parte de estos resultados Perrig et al. (2007) proba-
ron que A. brasilense, Az39, la cepa mas utilizada para la formulacion de inoculantes en la Repu-
blica Argentina, junto con la cepa Cd, una de las mas utilizadas para la investigacion bésica en el
mundo, poseen la capacidad de producir y liberar sustancias reguladoras del crecimiento de
plantas del tipo fitohormas, tal como AlA, Z, GA,, ABA y etileno. En tal sentido, la produccion de
AlA en A. brasilense Az39 fue comparable a lo reportado previamente por otros autores para A.
lipoferum (4.1 pg.ml?) y para otras cepas de A. brasilense (4.5 pg.ml?) en medio quimicamente
definido (Crozier et al. 1988). La cepa Cd mostré una produccién mayoritaria (10.8 pg.ml?) com-
parada con la cepa Az39. En otros ensayos, Dobbelaere et al. (1999) determinaron que la inocu-
lacion de trigo cv. Soisson con 108 uf.ml A. brasilense Sp 245 era comparable a la aplicacion
exogena de AIA. La produccion de Z fue determinada para las cepas Cd y Az39 en 2.37 y 0.75
Mg.mlt, respectivamente. En tal sentido, Horemans et al. (1986) detectaron cantidades similares
de Z y otras citocininas en A. brasilense en medio quimicamente definido por la técnica de
radioinmunoanalisis (RIA). Por otro lado, Tien et al. (1979) utilizaron cromatografia liquida (HPLC)
para demostrar que A. brasilense producia compuestos similares a citocininas con actividad bio-
l6gica equivalentes a la de K (kinetina) en medio quimicamente definido. Pan et al. (1999) repor-
taron que la aplicacion exdgena de 0.2 pg.ml* de kinetina en semillas de maiz, en forma conjunta
con la inoculacion de Serratia liquefaciens, incrementaban el tamafio y peso de las raices. La
produccion de GA, fue significativamente superior en la cepa Cd (0.66 pg.mi*) que en Az39 (0.30
pg.mlt). En tal sentido, Bottini et al. (1989) evaluaron la capacidad de A. lipoferum de producir
GA, y GA, en medio NFb quimicamente definido y la concentracion en el sobrenadante de los
medios de cultivos fue estimada por pruebas biologicas en 20 y 40 pg.ml* equivalentes de GA,
respectivamente, para un titulo bacteriano de 10°u.f.c.ml. Adicionalmente, Janzen et al. (1992)
evaluaron la produccion de GA, y GA, en A. brasilense Cd en medio quimicamente definido y la
produccion de GA, alcanz6 los 5.0 ug.ml* para 10 u.f.c.ml™. La produccion de ABA fue
significativamente superior para Az39 (7.70 ng.ml*) que para Cd (0.65 pg.ml?). Existen muy po-
cos informes en la identificacion de ABA en medio quimicamente definido o en plantas inocula-
das con Azospirillum sp. Kolb and Martin (1985) reportaron la produccion de ABA por A. brasilense
cepa Ft326, pero el método de deteccion utilizado resultaba de menor sensibilidad (RIA). El rol
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fisiolégico del aporte bacteriano de ABA en interacciones planta-microorganismo es incierto y no
hay evidencia directa que esta fitohormona promueva o regule el crecimiento vegetal; sin embar-
go, en suelos restrictivos (Ej. suelos salinos), el ABA podria contribuir considerablemente, junto
con otras moléculas bacterianas como cadaverina (Aziz et al. 1997) de la respuesta
homeoreguladora de la planta al estrés. Esta es una linea de investigacion emergente en nuestro
laboratorio y esta focalizada particularmente sobre las rizobacterias de vida libre que podria re-
clasificarse como un tercer grupo de bacterias benéficas para las plantas, denominadas (PSHR)
del ingles «Plant Stress Homeo-regulating Rhizobacteria» por Cassén et al. (2003) (Figura 1). La
biosintesis de Etileno en medio de cultivo modificado por la adicién de metionina, se comprobé
para ambas cepas en presencia 0 ausencia del precursor, pero la produccién mayoritaria se
determind en el medio modificado por la adicién del precursor en la cepa Cd (3.94 ng.ml.h?). En
contraste a nuestros resultados, Strzelczyk et al. (1994) encontraron que la produccion de etileno
en medio quimicamente definido, era completamente dependiente de la presencia de L- metionina.
Desde el punto de vista fisiolégico, el efecto promotor de Azospirillum sp. a nivel del crecimiento
radical podria depender de la produccion de etileno por la planta (mediada por la biosintesis
bacteriana de auxinas) o por la produccién bacteriana de etileno. A modo de resumen, podemos
decir que un inoculante a base de Azospirillum sp. u otra PGPR no deberia solo considerarse
como un formulado a base de microorganismos, por lo contrario, deberia considerarse como un
«complejo biologico» resultante de la biotransformacion bacteriana de los componentes adicio-
nados al medio de cultivo en metabolitos con actividad sobre la planta ya que la actividad biolé-
gica de mucha de las fitohormonas producidas por este microorganismo tiene influencia directa
sobre procesos clave del desarrollo vegetal, tales como la germinacion, crecimiento temprano
de plantulas, colonizacion rizosférica y el establecimiento bacteriano en los tejidos. Nuestros
resultados indican que las cepas Az39 y Cd de Azospirillum tienen la capacidad potencial de
promover el crecimiento o desarrollo vegetal por medio de la produccion de fitohormonas u
otros mecanismos adicionales a la fijacion biologica de nitrégeno. Ambas cepas mostraron una
capacidad intrinseca de producir y liberar varios compuestos promotores del crecimiento en
medio quimicamente definido y esto podria tener un alto valor en su consideracién como una
herramienta de evaluacion y seleccién de cepas para uso agricola.

PGPR
Kloepper (1978)
Plant Growth Promoting Rhizobacteria

PSHB

Cassan et al (2003)
Plant Stress Homeo-Regulating ‘
Bacteria

Biocontrol-Plant Growth Promoting Bacteria
Bashan and Holguin (1997)

PGPB

Figura 1.
Clasificacion de las rizobacterias benéficas para el crecimiento y desarrollo de plantas de acuerdo a los mecanismos
involucrados en la interaccion.
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