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RESUMEN

Azospirillum es la bacteria asociativa mas estudiada.
Afecta positivamente una gran diversidad de plantas. Ha
sido aislada de diferentes regiones geograficas a partir de
una gran variedad de plantas pertenecientes a diferentes
familias botanicas. No se ha definido el mecanismo
principal por medio del cual Azospirillum promueve el
crecimiento vegetal, sin embargo, se discuten algunos
mecanismos de acciéon que han sido propuestos por
diferentes autores: 1) Fijacion de nitrogeno, ii) efectos
hormonales, ii1) incremento en el crecimiento del sistema
completo de raices, iv) alteracion del funcionamiento de la
membrana por medio de moléculas de comunicacion
celular, y v) la hipdtesis aditiva la cual propone la
intervencion de todos los mecanismos mencionados arriba.

Las propiedades fisiologicas y bioquimicas de
Azospirillum le permiten ser un competidor eficaz en la
rizosfera, pese a la abrumadora microflora nativa con la
capacidad de colonizar raices vegetales. Se ha encontrado
que algunos de los efectos positivos que Azospirillum
provoca sobre las plantas se ven incrementados al
inocularse con otros grupos de microorganismos.

A pesar de experimentos exitosos, tanto en el campo
como en el invemadero, el desarrollo comercial de
Azospirillum se ha retrasado. La principal dificultad ha
sido la inconsistencia de los resultados de campo
obtenidos con la inoculacién de bacterias de este género.
Hay todavia muchas preguntas que responder respecto a
la interaccion Azospirillum-planta 'y sus respuestas
requieren de un intenso esfuerzo de investigacion. Una vez
respondidas podremos determinar si la interaccion
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Azospirillum-planta se utilizard en un futuro solamente
como un modelo biologico para el estudio basico de
asociaciones entre plantas y bacterias benéficas, o si
tendra un impacto significativo en la produccion agricola
del futuro.

Palabras clave: Agente de control biologico, bacterias
diazotrdficas, BPCP, especificidad, fragmentos de
restriccion, hibridacion, inoculantes, perfil protéico,
agroquimicos, rizosfera, técnicas inmunologicas.

SUMMARY

Azospirillum is the most studied associative
bacteria. It affects positively a large number of plant
species. It was isolated from different geographical
regions and from a large number of plants belonging to
diverse botanical families. The mechanism by which
Azospirillum affects plant growth is not defined.
However, the following mechanisms were proposed as
the mode of action of this bacteria: (i) Nitrogen
fixation, (i1) hormonal effects, (iii) increase in growth
of the entire root system enabling it to adsorb water
and minerals better, (1v) change in root-cell membrane
function by bacterial signal molecules, and (v) the
additive hypothesis suggesting that all the above
mentioned mechanisms are operating each on a small
scale. Their combined effect increases plant growth.

The physiological and biochemical properties of
Azospirillum allows 1t to compete efficiently with
native rizosphere populations and to colonize plant
roots. Some of the positive effects of Azospirillum are
enhanced when it is coinoculated with other micro-
organisms. Despite success in greenhouse and field
experiments, commercial exploitation of Azospirillum
is very limited. The major difficulty is the inconsistent
and unpredicted field results obtained with this bac-
terial genus, leaving many open questions on the basic
interaction of Azospirillum with plants. This review
presents a critical and comprehensive analysis of the
developments in environmental and physiological
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studics rclated to Azospirillum interactions with plants
bascd on information published between 1976 and
1996. Tlus review emphasizes the central issues of
Azospirillum research today, such as coinoculation
with other microorganisms and hormonal studies,
shows the less researched areas, and proposes possible
avenues for the exploitation of bacterium in
agriculture.

Index words: Biological control agent, BPCP,
diazotrophic  bacteria, hybridization, inmunological
techniques, inoculants, protein profile, restriction
fragments, rhizosphere, specificity.

EL GENERO AZOSPIRILLUM

La primera especie de Azospirillum fue aislada en
Holanda por Beijeninck (1925) a partir de suclos arenosos
pobres en mnitrogeno, y fue onginalmente llamada
Spirillum lipoferum. Esta bacteria fue postcriormente
aislada de suclo adherido a pastos marinos secos en
Indonesia (Schroder, 1932; H.C. Derx, sin publicar,
1949, citado en Becking, 1982) y J. Dobereiner ef al.
(1976) aislaron la bactena, siendo los primeros en
reportar su amplia distribucién en la rizosfera de diversos
pastos tropicales. Desde entonces, se han aislado cepas de
Azospirillum a partir de la filosfera (superficie de la
planta que se encuentra expuesta al aire) (Agarwala-Dutt
et al.. 1991; Becking, 1982; Singh, 1992a) de raices de
numerosos pastos (silvestres y cultivados), cereales y de
plantas de muy diversas familias, asi como de suelos
tropicalcs, subtropicales, templados y articos. (Bally ef
al.. 1983; Bilal er al.. 1990; Dobereiner et al., 1976;
Fages y Arsac, 1991: Fages y Lux, 1991; Gamo y Ahn,
1991; George, 1990; Hill et al., 1983; Horemans et al.,
1988: Kosslak y Bohlool, 1983: Ladha et al, 1987;
Lamm y Neyra, 1981: Li y Castellano, 1987; New y
Kcnnedy, 1989; Nosko ef al., 1994; Nur et al.. 1980b;
Penot ¢t al.. 1992; Rangel-Lucio et al.. 1991; Rao y
Venkateswarlu, 1982; Singh, 1992b; Sundaram ef al.,
1988: Tyler ef al.. 1979, Villarrcal-Romero, 1990; Wong
et al.. 1980).

Tarrand et al. (1978) propusicron a Azospirillum
como género con base en diferencias morfologicas y
fisiologicas entre varias cepas y en experimentos sobre
homologia decl ADN (Falk et al.. 1986) distinguiendo dos
especies: Azospirillum brasilense y A. lipoferum. Se han
descrito tres cspecies mas: A. amazonense (Falk et al.,

1985; Magalhdes et al., 1983), aislada de pastos cn ¢l
area del Amazonas en Brasil; la especie halo-tolerantc A.
halopraeferans, asociada ecxclusivamente a raiccs del
pasto Kallar (Reinhold er al., 1987) y la especic que
degrada pectina aislada a partir de raices de arroz, A.
irakense (Khammas et al., 1989; Khammas y Kaiscr,
1991). Sin embargo, la mayoria de las cepas aisladas en
los ultimos afios pertenecen a las especies A. brasilense o
A. lipoferum (Knieg y Dobereiner, 1986).

EFECTO DE AZOSPIRILLUM SOBRE LAS
PLANTAS

La inoculacion a plantas con Azospirillum pucde dar
como resultado un cambio significativo en varios
parametros de crecimiento, los cuales pueden afectar o no
el rendimiento de la cosecha. El (Los) mecanismo(s) de
accion de Azospirillum sobre las plantas no ha(n) sido
todavia elucidado(s).

La mayoria de los estudios sobrc la asociacion
Azospirillum-planta se han llevado a cabo en cereales y
pastos (Patriquin et a/., 1983) y, en menor grado. vn otras
familias de plantas (Bashan ef al., 1989b. 1989c:
Crossman y Hill, 1987, Dayakar-Yadav y Nagendra-
Kumar, 1991: Del-Gallo y Fabbri, 1990, Fages y Arsac,
1991; Fawvili ef al., 1993: Fernandez-Vega Figuerca,
1995; Gamo y Ahn, 1991: Govedarica et al., 1993;
Itzigsohn et al.. 1995; Kolb y Martin, 1985; Kothari
Saraf, 1986; Mortley y Hill, 1990; Puentec v Bashan,
1993; Russel e Ifiorah, 1995; Saha et al., 1985, Sarig ¢/
al, 1990; Zaady et al., 1994). Los estudios han
demostrado los siguientes resultados: i) Incrementos cn

_peso seco total, concentracion de nitrogeno en follaje y

grano, numero total de cspigas, espigas fértiles. y
mazorcas; i1) una floracion y aparicion de espigas mas
temprana; i) incremento en el numero de espigas y
granos por espiga; iv) plantas mas altas e incremento en ¢l
tamaiio de la hoja; y v) tasas de germinacion mas altas
(Albrecht et al., 1981; Baldani v Dé&berciner, 1980;
Bashan, 1986a; Bhattarai y Hess, 1993. Bouton y
Zuberer. 1979; Bouton et al., 1979. Cohen et al.. 1980:
Fulchieri y Frioni, 1994; Hegazi et al., 1983: Kapulnik ef
al., 1981a; Mertens y Hess, 1984; Miliet y Feldman,
1986, O'Hara et al., 1981; Pacovsky et al., 1985b; Puente
y Bashan, 1993; Schank et al., 1981, 1985; Stancheva et
al., 1992; Warembourg et al., 1987; Yahalom et al.
1984). También se ha observado un incremento cn el
desarrollo del sistema de raices, tanto en longitud como en
volumen (discusion posterior).
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En algunos estudios de campo, realizados con
cereales, sc ha llegado a observar una promocion del
crecimiento vegetativo (Kapulnik er al., 1982, 1983).
También se ha reportado un efecto a simple vista sobre el
crecimiento de varios vegetales tales como tomate
(Lycopersicon esculentum Mill), berenjena (Solanum
melongena L.), pimiento (Capsicum annuum) y algodén
(Gossypium barbadense) (Bashan et al., 1989b).

El incremento por efecto de la inoculacion con
Azospirillum en el rendimiento total de plantas crecidas en
el campo, vari6 entre 10 y 30% (Fulchieri y Frioni, 1994;
Kapulnik et al., 1981c, 1987; Rao et al., 1983; Watanabe
y Lin, 1984). La inoculacion de trigo con Azospirillum
incrementd  significativamente el rendimiento de la
cosecha, desde 23% hasta 63 % en 1986 y desde 29%
hasta 43% en 1987 (Caballero-Mellado et al., 1992). En
algunos trabajos se obtuvieron incrementos en rendimiento
total de la cosecha de 50 a 270% en relacion a los
controles con plantas no inoculadas. La obtencion de
incrementos hasta 20% en el rendimiento se considera
comercialmente valiosa para la agricultura modema,
siempre y cuando estos resultados sean consistentes. Sin
embargo, la informacion disponible puede resultar
insuficiente como para pensar en la comercializacion de
un inodculo bacteriano. Por ahora, existen solo algunas
preparaciones comerciales de Azospirillum disponibles en
el mercado (Fages, 1992; discusion posterior). No
obstante ello, s¢ han reportado muy pocos resultados
negativos o nulos por efecto de la inoculacion (Albrecht ef
al., 1981: Harris et al., 1989; Smith et al., 1984a, 1984b;
Stancheva ef al., 1992). Los resultados con rendimientos
muy altos se han debido casi siempre a la utilizacion de
parcelas control de caracteristicas no usuales tales como:
suelos pobres en nutrimentos, mnego ineficiente,
condiciones climaticas inapropiadas para el cultivo en
particular, etc. lo cual provoca un incremento en el
rendimiento no relacionado con la actividad de
Azospirillum (Jagnow, 1987). Es dificil realizar una
evaluacion apropiada de trabajos sobre "como responde la
planta en cuanto a rendimiento”, debido a la carencia de
ensayos analizados estadisticamente que integren datos de
diferentes localidades y temporadas de crecimiento.
Ademas, muchos de los experimentos no pueden repetirse
apropiadamente como resultado de la carencia de detalles
técnicos esenciales en la descripcion de métodos, tales
como preparacion y concentracion del indculo y métodos
de noculacion. Al evaluar datos acumulados a nivel
mundial durante los ultimos veinte afios sobre experi-
mentos de inoculacion con Azospirillum, Okon y

Labandera-Gonzalez (1994) concluyeron que los expe-
nmentos exitosos fueron aquellos en los cuales los
investigadores utilizaron en el inoculante el nivel optimo
de células. Vandenhove et al. (1993) encontraron que si
el inoculo de A brasilense es tomado de la fase
exponencial del cultivo, las bacterias sobreviven mejor en
suelo que tomando el indculo de la fase estacionaria.
Se propone estandarizar y optimizar inéculos para asi
evitar la variabilidad en la respuesta vegetal que factores
de manejo no controlados pudieran provocar.

Okon (1985) concluyé que se obtuvieron efectos
positivos en el rendimiento de la cosecha en aproximada-
mente 65% de los experimentos realizados en el campo.
En 75% de los experimentos con cereales de verano, se
obtuvieron incrementos en el rendimiento;, con trigo de
primavera se obtuvo incremento significativo solo en 50%
de los experimentos (Schank y Smith, 1984; Smith et al.,
1984b). En 70-75% de los experimentos realizados en
macetas con algodon y varios vegetales se obtuvo un
incremento  significativo en el rendimiento desde 23%
hasta 72% (Bashan et al., 1989b).

Dos factores basicos que contribuyen a la complejidad
de la respuesta de la planta a la inoculacion son: la
variedad de la planta cultivada, ya que cada una responde
distinto a la inoculacién (Arsac et al., 1990; Bouton ef al.,
1979; Millet et al., 1986) y el nivel de fertilizacion con
nitrogeno. Los rendimientos mas altos se han obtenido con
niveles de fertilizacion de nitrogeno mas bajos de lo
normal (75% de la cantidad de fertilizante nitrogenado
utilizado normalmente (Kapulnik ef al., 1981b; Lau
Wong, 1987; Macalintal y Urgel, 1992; Mertens y Hess,
1984; OHara et al., 1987). Por lo tanto se¢ considero la
moculacion con Azospirillum como un sustituto parcial a
la fertilizacion con nitrogeno. Sin embargo, algunos
trabajos demostraron que se incrementd el rendimiento
ain con un nivel de fertilizacion al 100% y que el
nitrogeno puede llegar a incrementar el numero de
bacterias en la rizosfera (Bashan et al., 1989b; Chela et
al., 1993; Del Gallo y Fabbri, 1990; Kolb y Martin,
1988; Millet y Feldman, 1986).

Un problema crucial en la mayoria de los experi-
mentos de campo e invernadero, realizados hasta ahora, es
la inconsistencia de la respuesta de la planta a la
inoculacién con Azospirillum spp., no importando de qué
especie vegetal se trate. De esta manera no es posible
garantizar el éxito del experimento (Bashan y Levanony,
1990; Bashan et al, 1993; Patriquin er al., 1983).
Numerosos trabajos reportados en la literatura popular
agricola (especialmente aquellas revistas publicadas en
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Isracl v dingidas a los campesinos) y de compaiiias
comerciales indican, que cxperimentos de campo con
disciios experimentales 1dénticos. conducidos simultanea-
mente bajo condiciones ambientales similares, no han
producido los mismos resultados en el rendimiento que se
esperaba encontrar a pesar dc haber experimentado con
diferentes variables del manejo agrotecnologico (maqui-
nana, control de hierbas y mancjo de pesticidas), la
utilizacion de cepas bactenianas diferentes, vanando el
tipo dc planta huésped, o a través de técnicas de
mnoculacion mejoradas (Schank y Smith, 1984). El
desarrollo de un acarreador bacteriano  adecuado
(sintético. organico o inorganico) determinara si la
interaccion  Azosprrillum-planta  tendra un  impacto
significativo cn la produccion agricola del futuro. El
problema podria scr resuelto si se llegan a dilucidar los
siguientes  tactores: mecanismo(s) por medio del cual
Azospirillum promueve el crecimiento vegetal; coloniza-
cion radicular de Azospirillum: factores de interaccion y
competencia entre Azospirillum y otros microorganismos
dc la nzosfera v ¢l papel de la planta huésped en estas
intcracciones. estudio de los genes involucrados en la
asociacion planta-bactenia y la subsecuente mampulacion
genctica de las bacterias: actividad y sobrevivencia de
Azospirillum en la nzosfera al ser afectada por diversos
factor¢s ambientaies (pH, salinidad. materia organica,
concentracion de calcio y de nitrogeno), incluyendo la
mconsistencia de la respuesta vegetal. El conocer la
participacion de cada uno de estos factores en la
interaccion  Azospirillum-planta. permitira el disefio de
teenicas de moculacion mas efectivas.

EFECTOS DE LA INOCULACION SOBRE EL
DESARROLLO DE LAS RAICES

Los cfectos mas sobresalientes de la inoculacion
vegetal con  Azospirillum son los diversos cambios
morfologicos que sufre el sistcma radicular.  Estos
cambios s¢ encucntran directamente relacionados con la
concentracion del moéculo; cuando ¢éste es superior a los
mveles optimos tiene efectos nhibitorios, muentras que
dosis bajas no causan efecto. Se ha observado que el nivel
de inoculacion optimo en scmillas y plantulas para
muchos cercales, v en vegetales y plantas de cultivo
comerciales. ¢s de  alrededor de 10°-10° unidades
formadoras dc colonias (ufc/ml) (Bashan, 1986¢: Bashan
ef al., 1989b. Kapulnik et al.. 1985¢; Okon y Kapulnik,
1986: Smith et a/.. 1984b), mientras que para cl maiz es
de 107 ufc/ml (Fallik ef al., 1988). Una concentracion de

inéculo de 10°-10" ufc/ml  generalmente inhibe el
desarrollo radicular (Barbieri ef al., 1988; Bashan, 1986c,
1990; Kapulnik et al.. 1985¢c. Morgenstem y Okon,
1987a), excepto para el tomate cuyo nivel de inoculacion
en condiciones in vitro es >10" ufc/ml (Hadas y Okon,
1987). Estos datos no han revelado cuantas células
bacterianas por semilla o plantula se requicren para
obtener una respuesta vegetal positiva.

Los efectos positivos de la inoculacion se reflejan en
diversos parametros morfologicos de la raiz (Fallik ef al.,
1994), incremento en la longitud (particularmente en la
zona de elongacion) (Del Gallo y Fendrik, 1994: Kapulnik
etal., 1985b. 1985¢; Kolb y Martin, 1985: Levanony
y Bashan, 1989b; Sarig e¢f a/.. 1988): en ¢l namcro y
longitud de las raices laterales, lo cual ncrementa el
volumen radicular (Barbieri ef al., 1986, 1988. Kolb y
Martin, 1985; Morgenstern y Okon, 1987a; Ticn ef al.
1979: Venkateswarlu y Rao. 1983), incremento en ¢l peso
seco de la raiz (Hadas y Okon, 1987; Kapulnik ef al.,
1981a; Morgenstern y Okon, 1987a:; Schank ef al., 1981,
Umali-Garcia et a/.. 1980), en el numero. densidad y
aparicion temprana de pelos radiculares (Dubrovsky et
al., 1994: Hadas v Okon. 1987; Kapulnik er al.. 1985¢:
Martin y Glatzle, 1982; Morgenstern y Okon, 1987a:
Umali-Garcia ef al.. 1980: Venkateswarlu y Rao, 1983).
en el area de supcrficic radicular (Bashan, 1986¢: Fallik ef
al., 1988), promocion dec la division celular cn el
meristemo radicular (Lcvanony y  Bashan, 1989b).
cambios en los arrcglos celularcs de la corteza (Kapulnik
et al, 1985c; Lin et al.. 1983. Okon er al, 1983).
estimulacion de la cxudacion radicular (Heulin ef al.,
1987 Lee y Gaskins. 1982) y cambios en la morfologia
externa de las raices (Bashan er al., 1989b; Morgenstern
y Okon, 1987a). Estas observaciones sc fundamentaron
en estudios microscopicos. pero no pudieron ser
confirmadas cn un estudio posterior donde sc utilizé la
misma cepa de A. brasilense (Levanony ef al.. 1989).
Otros estudios indican claramente que ocurre una
dismunucién cn la longitud radicular, masa y volumen.
pese a que se observa un incremento en parametros de
crecimiento de los brotes (Kucey, 1988a; Murty v Ladha,
1988; Reynders y Vlassak, 1982).

Tales efectos contradictorios en raices, a consecuencia
de la inoculacion de plantas con cepas de Azospirillum,
son aparentemente reales, va que la mayoria de dichos
parametros morfologicos se pueden medir facilmente v
con precision, y fueron analizados utilizando mctodos
estadisticos reconocidos.
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COLONIZACION RADICULAR POR
AZOSPIRILLUM

Azospirillum puede colonizar la parte intema o
externa de la raiz. En esta ultima, las bacterias tienden a
formar pequefios agregados, aunque es posible encontrar
también células aisladas distribuidas a lo largo de la
superficie radicular. Por otro lado, las bacterias coloni-
zadoras de la parte externa de la raiz se encuentran
embebidas en la capa mucilaginosa que cubre la superficie
radicular (Bashan ef al., 1986; Berg et al., 1979; Bilal et
al., 1993; Murty y Ladha, 1987, Schank et al., 1979,
Umali-Garcia ef al., 1981). Tanto raices vivas como
muertas pueden ser colonizadas (Bashan y Levanony,
1988*; Bashan et al., 1986). En el proceso de colonizacion
interna, las células de Azospirillum pueden mvadir las
raices penetrando a través de los espacios intercelulares
(Andreeva et al., 1991; Levanony ef al., 1989; Patriquin y
Dabereiner, 1978; Umali-Garcia ef al., 1981).

Azospirillum tiende a colomzar preferentemente las
zonas de elongacion de la raiz y de pelos radiculares
(Assmus et al., 1995; Bashan ef al., 1986, 1991a; Okon y
Kapulnik, 1986; Zamudio y Bastarrachea, 1994). En
cercales, la colonizacion ocurre principalmente en la
superficie radicular y muy pocas bacterias se adhieren a
los pelos radiculares (Bashan y Levanony, 1989b; Okon y
Kapulnik, 1986), mientras que en arroz se¢ observa
frecuentemente colonizacion masiva en estas estructuras
(Murty y Ladha, 1987). En todas las plantas que han sido
inoculadas con Azospirillum muy pocas veces se ha
detectado penetracion de Azospirillum a pelos radiculares,
y se asume que Azospirillum no penetra a los espacios
intercelulares a través de pelos radiculares. Sin embargo,
A. brasilense Sp-245 fue encontrada repetidamente en
altas densidades en el interior de células de pelos
radiculares en plantas de trigo (Assmus ef al., 1995).

Algunas cepas de Azospirillum pueden colonizar los
espacios intercelulares de la corteza (Andreeva et al,,
1991; Levanony et al.. 1989; Patriquin y Ddébereiner,
1978. Whallon er al., 1985). La poblacion bacteriana
interna comprende la mayoria de la poblacion total
radicular en trigo (Bashan et g/, 1986), mientras que en
mijo (pearl millet) la mayoria de la poblacion de
Azospirillum se concentra en la superficie radicular
(Matthews ef al., 1983). No siempre ocurre colonizacion
interna de raices; tal es el caso del pasto "Kallar" en el
cual sélo se ha detectado colonizacion masiva en la
superficie (Reinhold er al., 1986).

Estudios sobre colonizacion vascular por una cepa
especifica de 4. lipoferum, detectada con microscopia de
luz (Patriquin y Dobereiner, 1978), no fueron confirmados
por estudios de microscopia electronica al utilizar 4.
brasilense (Levanony et al., 1989).

Se desconoce el mecanismo de penetracion de
Azospirillum a los espacios intercelulares. Las diversas
teorias, propuestas hasta ahora, son: (i) invasion
bacteriana via tejidos corticales destruidos donde
ramificaciones de raices laterales emergen a partir de
raices principales (Matthews er al., 1983; Patriquin y
Débereiner, 1978; Umali-Garcia ef al., 1980, 1981), (ii)
invasion a través de pelos radiculares lisados y heridas
mecanicas ocasionadas durante el crecimiento de la
planta, y (iil) penetracion directa a través de lamelas
intermedias seguida de degradacion de la pectina una vez
que la bacteria logra penetrar por hendiduras de la zona
cubierta por epidermis donde emerge la raiz lateral
(Umali-Garcia et al., 1980). Se conoce que algunas cepas
de este género producen pectinasas in vitro (Khammas et
al., 1989; Okon y Kapulnik, 1986; Plazinski y Rolfe,
1985a; Tien et al., 1981).

Se han identificado dos fases en el mecanismo de
adhesion de Azospirillum a raices de trigo. La primera
fase del proceso de adhesion de Azospirillum consiste en
una adhesion rapida y débil dependiente de proteinas
superficiales bacterianas; al enjuagar las raices con agua,
agitandolas suavemente, la mayoria de las bacterias se
pueden liberar (Bashan ef al., 1986). La mayoria de las
areas radiculares son saturadas en un periodo de dos horas
después de la inoculacion, encontrandose variacion
dependiendo de la fase de crecimiento bacteriana y de la
cepa utilizada (Bashan y Levanony, 1988b: Eyers ef al.,
1988a, 1988b; Gafni ef al.. 1986; Sukiman y New, 1990;
Umali-Garcia et al., 1980). El segundo paso (llamado
anclaje) bajo condiciones in vitro es independiente del
primero y consiste en un anclaje firme, caracterizado por
la produccion de fibrillas largas. Estas han sido
observadas ¢n estudios de microscopia electronica de
barrido en diversas especies vegetales (Bashan er al.,
1986, 1991a; Gafni et al., 1986, Hadas y Okon, 1987,
Okon y Kapulnik, 1986; Patriquin ef al., 1983: Umali-
Garcia et al., 1980) formando una red que conecta las
células de Azospirillum entre si y a la superficie radicular
de las plantas (Bashan y Holguin, 1993; Bashan et al..
1991a) ¢ involucra la participacion de un polisacando
extracelular (Michiels ef al., 1991). Este proceso empieza
después de 8 h de incubacion y alcanza un nivel maximo
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después de 16 h (Michiels er al, 1991). Estudios
preliminares indican que las fibras contienen compuestos
de naturaleza proteica y polisaciridos (Bashan vy
Levanony, 1989b; Michiels ef al., 1991). El movimiento
de Azospirillum a lo largo de la superficie radicular es
minimo, debido a la formacion de estas fibras producidas
por la misma bacteria. Estas fibras de soporte aseguran el
transporte vertical bacteniano debido al crecimiento de la
punta radicular (caliptra) hacia capas de suelo mas
profundas (Bashan y Levanony, 1989a).

Se ha demostrado adhesion polar de células de
Azospirillum en raices (Levanony et al., 1989; Patriquin
et al., 1983; Whallon et al., 1985). Sin embargo, un
examen detallado de este fenémeno revel6 que comprendia
solo un pequefio porcentaje del total de células. La mayor
parte de la superficie radicular fue colonizada por
bacterias en posicion horizontal lo cual es termodinamica-
mente mas estable. La cinética de adhesion de A.
brasilense Sp-245 a plantulas de trigo se ajusto a la
isoterma. de adsorcion de Langmuir indicando que existe
un numero saturable y especifico de sitios en las raices
disponibles a ser colonizados por la cepa (Zamudio y
Bastarrachea, 1994).

La adhesion fibrilar de la bacteria es dependiente
de un metabolismo bacteriano activo; bacterias muertas
no se adhiricron a raices, pero bacterias vivas si se
adhirieron a materia vegetal muerta (Bashan et al., 1986;
Gafni et al., 1986). El comparar ¢l anclaje de Azospi-
rillum brasilense Cd al poliestireno hidrofobico con el
anclaje a raices reveld que células vivas se adhirieron
significativamente mas a raices. Las células crecidas sin
manganeso se anclaron a raices en mayor concentracion
que células crecidas con manganeso (Bashan y Holguin,
1993).

Se desconoce el mecanismo especifico por medio del
cual Azospirillum se adhiere a las raices. Diversos
factores quimicos, fisiologicos, ambientales y nutricio-
nales regulan la adhesion de A. brasilense a las raices
(Bashan y Holguin, 1993; Bashan y Levanony, 1989b;
Umali-Garcia ef al., 1980). A través de la utilizacién de
un mutante de A. brasilense sin flagelos, se demostro que
el flagelo polar esta involucrado en la adhesion de las
bacterias a las raices, encontrandose que flagelos polares
purificados se adhieren a raices de trigo bajo condiciones
in vitro (Croes et al., 1993). Se ha sugerido que el
mecanismo de adhesion bacteria-planta estd mediado por
lectinas expuestas en la superficie celular de la bacteria
(Del-Gallo et al., 1989; Tabary et al., 1984; Umali-

Garcia ef al.; 1980) o contenidas en el material fibrilar
(Bashan y Levanony, 1988b). Es probable que la lectina
de A. brasilense esté involucrada en la recepcion de la
aglutinina de germen de trigo (una de las lectinas de
plantas mas estudiadas) (Antonyuk et al, 1993). Se
encontrd que la adicién de aglutinina de germen de trigo a
A. brasilense Sp-245 promovié la fijacién de nitrogeno
(Antonyuk ef al., 1993, 1995) por esta cepa, la excrecion
de amonio y la sintesis de IAA. Estos resultados sugieren
la hipétesis de que la aglutinina de germen de trigo tiene la
funcién de molécula de comunicacién celular, la cual
alterael metabolismo de Azospirillum en beneficio de la
planta (Antonyuk er al., 1995). Parece ser que el
mecanismo de adhesion a raices y la agregacion de células
bacterianas se encuentran relacionados con el contenido de
polisacaridos en la superficie bacteriana (Del-Gallo y
Haegi, 1990; Michiels et al., 1990; Zaady y Okon, 1990).

Observaciones microscopicas de raices inoculadas
con Azospirillum revelaron la presencia de dos tipos
celulares: una forma celular altamente movil y una forma
sésil que presenta dos tipos de exopolisacandos: el
componente de polisacarido capsular (CPS) y el compo-
nente de exopolisacarido (EPS) (Del Gallo et al., 1989).
La produccion de polisacaridos extracelulares, asi como
de una capsula, forma parte del proceso de formacion de
las formas celulares sésiles llamadas quistes (Sadasivan y
Neyra, 1985).

Se ha encontrado que al crecer Azospirillum bajo
ciertas condiciones de cultivo, tales como presencia de
fructosa y nitrato, se promueve la sintesis de polisacaridos
exocelulares provocando la formacion de agregados
celulares. Contrario a estos resultados, Zaady ef al.
(1993) encontraron que células de A brasilense Cd
crecidas con fructosa no formaron agregados. Se ha
demostrado que un polisacarido de la superficie celular de
A. brasilense que se une al colorante fluorescente
Calofluor, es necesario para la floculacion o agregacion de
A. brasilense (Michiels et al., 1990). Es posible que las
microfibrillas de celulosa detectadas en los agregados
celulares asi como los polisacandos extracelulares, estén
participando en el proceso de infeccion en la rizosfera,
provocando la agregacion de las células bacterianas
colonizadoras (Sadasivan y Neyra, 1985). Se propone que
la formacion de agregados es una ventaja ecologica para
Azospirillum ya que permite a la bacteria establecerse en
mayor concentracion en la superficie radicular. Ademas,
bajo condiciones desfavorables, los agregados incremen-
tarian la posibilidad de sobrevivencia de Azospirillum en
la rizosfera.
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La capacidad de adhesion de Azospirilium a las raices
vegetales permite a la bacteria establecer una asociacion
permanente con la planta. Esto es importante por varias
razones. (i) Si las bacterias no se adhieren a las células
radiculares, las substancias excretadas por las bacterias se
difunden hacia la rizosfera donde son consumidas por
otros microorganismos. Sin embargo, si las bacterias se
adhieren a la superficie radicular, parte de estas sustancias
penctran a los espacios intercelulares de la corteza
radicular. (ii) Si no se encuentran firmemente adheridas,
las bacterias pueden ser facilmente desprendidas de la raiz
por ¢l agua, provocando que mueran en el suelo ya que
se ha demostrado que Azospirillum no sobrevive bien en
suelos sin plantas (Bashan y Levanony, 1990; Bashan et
al., 1995d). (ii) Los sitios disponibles de adhesion en
raices sin la presencia de Azospirillum son susceptibles de
ser colonizados por otras bacterias no-benéficas. Con-
cluyendo, ¢l mecanismo de colonizacion radicular de
Azospirillum varia dependiendo de la cepa bacteriana,
especie vegetal, condiciones ambientales tales como
humedad del suelo, temperatura y pH, factores quimicos,
fisiologicos y nutrnicionales y otros todavia no
identificados. La interaccion entre todas estas vanables
crea diferencias en grados y patrones de colonizacion
radicular, tamafios poblacionales y sitios de colonizacién.
Las principales zonas de colonizacion, en la mayoria de
plantas estudiadas, son las de elongacion y zonas de pelos
radiculares.

La colonizacion de la superficie de la raiz, apoyada
por el anclaje fibrilar. es un aspecto fundamental en la
colonizacion de Azospirillum. La colonizacién intema de
las raices solo ha sido demostrada en algunas especies
vegetales.

MECANISMOS DE ACCION DE
AZOSPIRILLUM SOBRE EL
CRECIMIENTO VEGETAL

No se ha definido el mecanismo principal por medio
del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal.
Sin embargo, se han propuesto algunos mecanismos de
accion (Cuadro 1): i) Fijacion de nitrogeno, lo cual
contribuye con nitrogeno a la planta; n) cfectos
hormonales, los cuales promueven el metabolismo y
crecimiento vegetal; iii) incremento en el crecimiento del
sistema completo de raices, lo cual puede estar
relacionado con cambios hormonales y que ongina una
mayor capacidad de absorcion de agua y minerales; iv)
alteracion del funcionamiento de la membrana por medio

de moléculas de comunicacion celular (moléculas de
comunicacion celular de bajo peso molecular pueden scr
responsables en alterar actividad y funciones de
membrana relacionadas con la absorcion de iones); y v) la
hipotesis aditiva la cual propone la intervencién de todos
los mecanismos mencionados arriba. Se desconoce si estos
mecanismos se expresan dependiendo de la cepa de
Azospirillum. Sin embargo, ya que se ha demostrado que,
en la mayoria de los casos, las cepas alteran la proporcion
brotes/raices (peso seco) de la planta, se propone que las
bacterias de este género ejercen sobre la planta un efecto
multiparamétrico (Bashan y Dubrovsky, 1996; Bashan y
Levanony, 1990).

Fijacion de nitrégeno por Azospirillum

Todas las cepas silvestres de Azospirillum fijan
nitrogeno atmosférico ya sea como bacterias libres o en
asociacion con plantas y participan en vanas
transformaciones relacionadas con el ciclo del nitrégeno
(Heulin ez al., 1989; Hurek ef al., 1988; Tarrand ef al.,
1978). Después de la inoculacion hay un incremento en el
nitrégeno total de brotes y granos de plantas inoculadas
(Baldani et al., 1983, 1987. Boddey ef al., 1986; Cohen ef
al., 1980: Hegaz er al., 1983; Kapulnik et al., 1981a,
1983, 1985b; Mertens y Hess, 1984: Nur er al., 1980a;
OMHara et al., 1981; Pacovsky et al., 1985b, Rennie et
al., 1983; Schank er al. 1981, Wam et al., 1985;
Warembourg ef al., 1987; Yahalom ef al., 1984). De aqui
que, la fijacion de nitrogeno fue el primer mecanismo
principal sugendo para explicar el incremento del
crecimiento vegetal por Azospirillum. La incorporacion de
nitrogeno atmosférico en la planta huésped por
Azospirillum fue evaluada principalmente por el método
de reduccion de acetileno (Hardy ef al., 1968). Sin
embargo, a través de estudios que involucran el uso de
N, se ha comprobado que las plantas obtienen parte de
su nitrogeno de la atmosfera. Para una revision detallada
de este tema, se recomiendan los trabajos de Boddcy
(1987) y Boddey y Dobereiner (1988).

La contribucion de la fijacion de nitrogeno bacteriana
al balance de nitrogeno de las plantas, esta fundamentada
en ¢l hecho de que la actividad-de 1a nitrogenasa en raices,
medida a través de la técnica de reduccion de acetileno, se
ve significativamente incrementada (Berg et al.. 1980:;
Cohen et al., 1980; Hegazi et al., 1983; Hess, 1932; -
Kapulnik ef al., 1981b; Okon e! al., 1983; Pataik ef al.,
1994. Rao y Rajamamohan Rao, 1983; Yahalom cf al.,
1984). Si todo el nitrdgeno fijado por actividad bacteriana
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Cuadrv 1. Mecanismos de accion de Azospirillum sobre las plantas,

(A) Fijacion de nitrogeno

Evidencia a favor Evidencia en contra

Acumulacion de compuestos nitrogenados en Las cepas mutantes Nif * y Nif ~ provocaron un mismo

plantas inoculadas efecto sobre las plantas

Alta actividad de la nitrogenasa en plantas inoculadas Efectos positivos en plantas crecidas en condiciones
inhibitonas a la fijacion de N

Crecimiento vegetal normal en plantas inoculadas Minima actividad de nitrogenasa en plantas con

sin haber incorporado N respuesta positiva a la inoculacion

5-18% del nitrogeno total en la planta proviene Las concentraciones de nitrogeno fijado no explican el

de la fijacion de nitrogeno ' incremento en rendimiento de las plantas

(B) Hormonas vegetales

Evidencia sobre Falta de evidencia sobre

Azospirillum produce in vitro varias hormonas Efecto de mutantes deficientes en la produccion de
vegetales hormonas

La adicion de hormonas provoca el mismo efecto Cambios en el equilibrio hormonal de las raices

sobre las plantas que la inoculacion

Mutantes sobreproductores de hormonas provocaron Relacion entre efectos hormonales y produccion en
un efecto mas pronunciado sobre el crecimiento vegetal  una planta mejorada

Prueba de que la inoculacion cambia la concentracion
de hormonas en la planta

(C) Promocion a nivel general del crecimiento de la planta vy en la absorcion de minerales

Evidencia sobre Falta de evidencia sobre

Acumulacion de minerales en follaje Actividades enzimaticas relacionadas con absorcion
de minerales y agua

Actividades enzimaticas relacionadas con transfor- La mayoria de las cepas promueven la absorcion
macion de iones de follaje de minerales

Promocién en la absorcion de agua
Sustitucion parcial de la fertilizacion con N
Incremento en el flujo de protones de plantas inoculadas

Incremento en muchos parametros de crecimiento
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fuese incorporado por la planta, se incrementaria el
rendimiento en ésta (el cual se expresa en términos de
concentracion de nitrogeno total) (Mertens y Hess, 1984;
Sarig et ai., 1984). Estudios sobre la inoculacion de trigo
y maiz han indicado que de un 5-10% (Kucey, 19882) y
hasta 18% (Rennie, 1980; Rennie ef al., 1983; Rennie y
Thomas, 1987) del nitrogeno total de la planta se deriva
de 1a fijacion de nitrdgeno; ademas, las plantas inoculadas
crecieron normalmente con sélo una cantidad parcial del
fertilizante de nitrogeno requerido para tal crecimiento,
aun en zonas templadas (en las cuales Azospirillum es
menos efectivo) y bajo cultivo intensivo (Berge et al.,
1990; Kapulnik et al., 1981b; Millet y Feldman, 1986;
Mortley y Hill, 1990; Nur et al., 1980a). Por otro lado
existen estudios que han mostrado baja, y a veces
insignificante, actividad de la unitrogenasa en plantas que
responden positivamente a la inoculacion (Femandez-
Vega Figueroa, 1995; Kapulnik et al., 1985a; Lethbridge
y Davidson, 1983, Sarig et al., 1990; Venkateswarlu y
Rao, 1983). Aun mas, de todo el nitrégeno fijado por
Azospirillum menos del 5% fue incorporado a las plantas
huésped (Eskew et al., 1981; Okon et al., 1983). Esta
cantidad de nitrogeno fijado es insuficiente como para
explicar incrementos totales en ¢l contenido de nitrogeno
de las plantas inoculadas. Niveles altos de fertilizacion
nitrogenada (lo que inhibe la fijacion de nitrogeno) no
suprimieron la respuesta positiva de la planta a la
inoculacion (Avivi v Feldman, 1982; Bashan et al,
1989b. 1989c; Kapulnik et al, 1981b, 1982, 1983,
Mertens y Hess, 1984; Millet y Feldman, 1986; Pal y
Malik, 1981: Rai y Gaur, 1982: Reynders y Vlassak,
1982).

El control definitivo para distinguir la contribucion via
fijacion de nitrogeno de otros efectos de la inoculacion
bacteriana es el utilizar mutantes Nif (incapaces de fijar
nitrogeno) pero al mismo tiempo isogénicas con respecto a
las cepas silvestres. La inoculacion de cereales con
mutantes Nif causo los mismos efectos en las plantas que
las cepas silvestres (Barbieri ef al., 1986. Morgenstern y
Okon, 1987a; OHara et al., 1981). Plantulas de tomate
respondieron a la inoculacion con la mutante Nif de
forma similar a la respuesta obtenida con la cepa silvestre
(Bashan et al., 1989c). Esto indica que la respuesta de la
planta fue causada por otros factores diferentes a la
fijacion de nitrogeno.

Considerando que las bacterias asociativas no
secretan amonio y, por lo tanto, proveen a la planta
huésped de cantidades minimas de nitrogeno, se
seleccionaron mutantes de A. brasilense capaces de

excretar amonio (producto de la fijacion de nitrogeno).
Para contrarrestar la desventaja ecologica que esto
representa, se intento establecer estas bacterias en el
interior de la raiz a través de la produccion de para-
nodulos (estructuras radiculares que simulan nddulos y
cuya formacion es inducida agregando la auxina sintética,
acido 2,4-diclorofenoxiacético) (Christiansen-Weniger y
Van Veen, 1991). Se demostro colonizacion intracelular
de mutantes de A. brasilense excretores de amonia

(producto de la fijacion de nitrogeno) en para-nédulos de

maiz y de trigo (Chnshansen-Weniger, 1992,
Christiansen-Weniger y Vanderleyden, 1994). A través de
estudios con °N; en estas plantas, se demostro que estos
mutantes lograron transferir mayores cantidades de
nitrogeno a las plantas huésped que la cepa silvestre
(Christiansen-Weniger y Van Veen, 1991). Estos
resultados indicaron que las plantas gramineas son
potencialmente capaces de establecer una simbiosis con
bacterias diazotroficas y en la cual el simbionte excretor
de amonio provee a las plantas huésped de una fuente de
nitrogeno. Otros trabajos en para-nodulos de raices de
plantulas de trigo (Sriskandarajah er al., 1993) demos-
traron que la actividad nitrogenasa en para-nodulos fue
mayor que en raices inoculadas sin para-nodulos (Yu et
al. 1993; Zeman et al., 1992).

Una estrategia innovadora en ¢l estudio de la
interaccion Azospirillum-planta es a través del cultivo de
tejidos. Cultivos de callo del pasto Eulaliopsis binata y de
cafia de azicar, Saccharum officinarum, fueron co-
cultivados con A. lipoferum obteniéndose actividad
positiva de la nitrogenasa después de doce meses de haber
sido co-inoculados (Gosal et al., 1990). De Freitas y
Germida (1990) desarrollaron un cultivo de raices de trigo
para estudiar las interacciones bacteria-raiz y colonizacion
radicular por bacterias asociativas incluyendo a 4.
brasilense.

Existe la posibilidad de que la fijacion de nitrogeno
aporte a la planta pequefias cantidades de nitrogeno, lo
que puede ser de importancia significativa en ctapas
criticas del desarrollo vegetal, tales como reproduccion y
épocas de generacion de retofios. Se puede concluir que la
fijacion de nitrogeno es un fendmeno que se presenta en
muchas asociaciones de plantas con Azospirillum; sin
embargo, surgen las preguntas: ;Con cudnto nitrogeno
contribuyen las bacterias a la planta y bajo qué
condiciones de crecimiento ésta contribucion es mayor?
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Efectos hormonales de Azospirillum sobre las plantas

Cepas de Azospirillum producen diversas hormenas
vegetales cuando son cultivadas en medios liquidos. Una
de las principales es el acido indol-3-acético (IAA)
(Barbieri et al., 1986; Fallik et al., 1989; Hartmann et al.,
1983; losipenko y Ignatov, 1995; Jain y Patriquin, 1985;
Kolb y Martin, 1985; Ruckdischel et al., 1988; Tien et
al.. 1979; Venkateswarlu y Rao, 1983). Se encontr6é que
A. irakense liber0 al medio 10 veces menos la
concentracion de IAA que A. brasilense Sp-7 (Zimmer et
al., 1991) y que se requiere de oxigeno para la conversion
de triptofano a IAA (Bar y Okon 1995). Varias cepas de
bacterias diazotroficas asociativas utilizaron un 0.28-
1.0% del triptofano disponible para la produccién de IAA
(Kravchenko et al., 1994). La liberacion de 1AA se
incrementd con la presencia de amonia en €l medio de
cultivo, asi como en el inicio de la fase estacionania de
las células por lo que se le considera un metabolito secun-
dario (Omay et al., 1993). Otras hormonas detectadas a
niveles mas bajos, pero biologicamente significativos, son
el acido indolactico (Tien ef al., 1979), acido indol-3-
butirico (IBA) (Fallik et al., 1989), indol-3-etanol, indol-
3-metanol (Crozer et al., 1988), y compuestos de indol no
identificados (Hartmann et al., 1983). También varias
giberelinas (Bottini e/ al.. 1989; Janzen et al, 1992;
Piccoli y Bottini, 1994; Rademacher, 1994; Tien ef al.,
1979). acido absicico (ABA) (Kolb y Martin, 1985) y
citoquininas (Horemans et al., 1986; Strzelczyk et al.,
1994a; Tien et al.. 1979).

Yahalom et al. (1991) encontraron que el efecto de la
hormona [AA sobre las raices dependid6 de su
concentracion: concentraciones de 10*M estimularon la
elongacion radicular, mientras que concentraciones
mayores a 10°M la inhibieron y redujeron la longitud de
la zona de elongacion. Las hormonas vegetales pueden
promover la capacidad de Azospirillum para fijar nitro-
geno (Christiansen-Weniger, 1988; Sriskandarajah ef al.,
1993) asi como su crecimiento (Strzelczyk et al., 1994a).
Estudios sobre la aplicacion extema de hormonas
sintéticas o purificadas a partir de cultivos bacterianos a
plantulas, imitaron los efectos positivos que provoca
Azospirillum sobre el desarrollo y morfologia radicular
(Harari et al., 1988; Kucey, 1988b: Tien et al., 1979;
Zimmer et al.. 1988). Asi mismo, se incrementd la
longitud de las raices (Kolb y Martin, 1985; Morgenstern
y Okon, 1987a; Yahalom ef al., 1991), el niimero de pelos

radiculares (Kapulnik et al., 1985c¢; Morgenstern y Okon,
1987a) asi como la ramificacion de éstos (Jain y
Patriquin, 1984). Se produjeron mas raices laterales
(Barbieri et al., 1986; Tien et al., 1979) y se incrementd
la tasa de division celular y diferenciacion en tejidos
meristematicos (Fallk et al., 1989). Una cepa de
Azospirillum y una mutante sobreproductora de IAA en
condiciones de cultivo, modificaron considerablemente la
morfologia radicular (Jain y Patriquin, 1985; Kolb y
Martin, 1985), mientras que mutantes incapaces o
disminuidos en su capacidad de producir IAA en
condiciones de cultivo, no causaron efectos en la
morfologia radicular (Barbieri et al., 1986), en el
desarrollo del sistema de raices, y no lograron promover la
absorcion de minerales (Barbieri ef al., 1991, 1995). Sin
embargo, Bothe ef al. (1992) encontraron que la hormona
TAA no logr6 promover la formacion de raices laterales en
plantulas de trigo, mientras que la inoculacién con
Azospirillum si lo logré. Se ha observado que plantas
inoculadas con Azospirillum mantienen en estado Optimo
durante mas tiempo su equilibrio hormonal que plantas no
inoculadas, contribuyendo asi a obtener una mayor
produccion. La inoculacion con Azospirillum mejoro el
equilibrio hormonal de una mutante de trigo defectuosa en
la produccién de hormonas (Inbal y Feldman, 1982). Se
encontraron concentraciones mas altas de IAA y IBA en
raices de maiz inoculadas que en plantas no inoculadas
(Fallik et al., 1989). La inoculacion de plantulas de maiz
con A. lipoferum altero el equilibrio de giberilina de las
plantulas (Fulchieri et al., 1993).

Estos resultados aportan evidencia sobre la
participacion de Azospirillum en la regulacion hormonal
de la planta. Sin embargo, para poder afirmar que los
efectos hormonales son el mecanismo principal por medio
del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal, se
deben de hacer estudios adicionales, ya que otros factores
no considerados en el disefio experimental pueden estar
involucrados, i.e. el nitrito, como producto del metabo-
lismo de Azospirillum, o agregado directamente, provoca
de igual manera un drastico incremento en la formacion de
raices laterales de trigo por lo que el sistema de ensayo
utilizado puede estar provocando la generacion de nitrito,
promoviendo asi €l crecimiento de las plantas (Bothe et
al., 1992).

Los cambios en la morfologia radicular tienen un
efecto directo sobre el crecimiento de la planta, dando
como resultado un efecto positivo o negativo en rendi-
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miento, sin embargo, estos cambios deben de demostrarse
también en los diferentes estadios de la planta y no
exclusivamente en la etapa de plantula.

No se ha demostrado si los efectos en la morfologia
radicular de la plantula pueden desaparecer o des-
vanecerse cuando la poblacion de Azospirillum presente
en la raiz disminuye drasticamente durante las etapas de
maduracion de la planta. Es necesario demostrar
claramente cambios en el equilibrio hormonal de plantas
de diferentes especies crecidas en suelo por efecto de la
inoculacion con Azospirillum.

Promocién en el desarrollo de raices, absorcién de
minerales, actividad de membrana, moléculas de
comunicacién celular y relacién planta-agua por
Azospirillum

Ademas de afectar positivamente (Kapulnik et al.,
1981a, 1985¢c) o negativamente (Kucey, 1988a) muchos
parametros en raices, la inoculacion de plantas con
Azospirillum puede afectar muchos parametros
relacionados con el follaje. Estos cambios son atribuidos
directamente a efectos positivos en la absorcion de
minerales por parte de la planta. Se ha propuesto que la
absorcion de NOy, NH,', PO.”, K', Rb" y Fe* inducida
por Azospirillum es el factor responsable en incrementar
la materia seca foliar y la acumulacion de minerales en
tallos y hojas (Barton et al., 1986; Jain y Patriquin, 1984;
Kapulnik et al., 1985b; Lin et al., 1983, Morgenstemn y
Okon, 1987b; Murty y Ladha, 1988; Sanig et al., 1988).
Durantc ¢l periodo de reproduccion vegetal, estos
minerales pueden ser transferidos a las paniculas y
espigas, lo que finalmente resulta en un mayor
rendimiento.

Se ha sugerido que el incremento en la absorcién de
minerales se debe a un incremento general en el volumen
del sistema de raices y no a un mecanismo de absorcion de
iones mas eficaz (Morgenstern y Okon, 1987b; Murty y
Ladha, 1988). Por otro lado se sugiere que la inoculacion
con Azospirillum puede provocar que la absorcion de
iones en el suelo sea mas eficiente (Lin et al., 1983) (se
desconoce el mecanismo de este proceso); esto explicaria
la acumulacion de compuestos de nitrogeno en la planta
sin existir una aparente fijacion de nitrégeno. La planta
puede asimilar el nitrogeno del suelo de manera mas
eficiente, requiriendo menos fertilizacion con nitrégeno.

La inoculacion de frijol yorimén y frijol de soya con
A. brasilense Cd incremento el flujo de protones de sus
raices, reduciendo el potencial de membrana por lo que se

propuso que la membrana celular funciona como un
sensor sobre ¢l efecto de Azospirillum (Bashan et al.,
1992). El cambio en la actividad del flujo de protones en
raices de trigo inoculadas con Azospirillum, y cambios en
el potencial de membrana de células radiculares, asi como
cambios en la concentracion relativa de fosfolipidos en la
membrana celular del frijol yorimén, apoyan la hipétesis
que propone que en raices inoculadas la absorcion de
nutrimentos €s mas eficiente (Bashan, 1990, 1991a;

Bashan y Levanony, 1991; Bashan ef al., 1989a 1990,

1992). Es conocido que el flujo de protones a través de las

membranas radicales se encuentra  directamente
relacionado con el equilibrio idnico en las raices.

Recientemente se propuso que moléculas de comunicacion

celular no identificadas de bajo peso molecular pueden ser

responsables en alterar actividad y funciones de la

membrana relacionadas con la absorcion de iones.
(Bashan, 1991a; Bashan et al., 1992). Ya que las

membranas son extremadamente sensibles a cualquier

cambio, pueden servir como indicadores de la actividad

de Azospirillum a nivel celular. Se encontr6 que la adicién

de aglutinina de germen de trigo a A. brasilense Sp-245,

ademas de provocar cambios en €] metabolismo celular de

la cepa (ver seccion sobre colonizacién radicular de

Azospirillum), provocd cambios en la proporcion relativa

de los fosfolipidos acidos de 1a membrana. Es probable

que los fosfolipidos acidos estén participando en la

comunicacion celular a través de la membrana. Se sugiere

que la aglutinina de germen de trigo puede tener la funcion

de molécula de comunicacion celular en la asociacion

Azospirillum-planta (Antonyuk et al., 1995).

Ademas de promover la absorciéon de minerales, la
inoculacion con Azospirillum mejora factores relacio-
nados con el agua y la conductividad hidrica en plantas de
sorgo sometidas a un periodo de estrés acuoso, dando
como resultado mayor concentracion de agua en el follaje,
mayor potencial hidrico en hojas, y menor temperatura de
follaje que en plantas no inoculadas. Asi mismo, se ha
observado que la extraccion total de humedad del suelo
por parte de plantas inoculadas con Azospirillum es
mayor que en plantas no inoculadas y el agua puede ser
extraida de capas mas profundas del suelo. Por esta razon,
el incremento en rendimiento de sorgo inoculado se
atribuye principalmente a una mejor captacion de la
humedad del subsuelo (Sarig e al., 1988, 1992). Es muy
probable que la promocion en la absorcién de agua y
minerales jueguen un papel vital en la asociacion
Azospirillum-planta. Sin embargo, la informacién presen-
tada hasta ahora, no ha demostrado si estos resultados son
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la causa o efecto de otros mecanismos tales como cambios
en el equilibrio hormonal de las plantas. Ademas, la
amplia gama de actividades enzimaticas relacionada con
estos fenomenos ha sido estudiada de manera superficial y
no se ha llevado a cabo una evaluacion con mutantes
deficientes en inducir la absorciéon de agua y minerales.
Finalmente, debe aclararse que se han evaluado muy
pocas cepas de Azospirillum y existen dudas sobre la
capacidad de otras cepas y/o especies de Azospirillum de
producir estos efectos. Existe evidencia sobre cepas de A.
brasilense que no promovieron la absorcion iénica pero si
promovieron el crecimiento de las plantas (Bashan ef al.,
1990).

ESPECIFICIDAD Y VARIABILIDAD
EN AZOSPIRILLUM

Una de las preguntas mas controvertidas relacionadas
con las asociaciones Azospirillum-planta es si existe
especificidad en dicha interaccion como para afectar el
crecimiento vegetal. Se ha sugerido que existen diferencias
especificas entre las respuestas de plantas C; y Cq4; A.
lipoferum fue la especic predominante en colonizar
plantas C, y A. brasilense lo fue en plantas C; de zonas
tropicales (Baldani y Ddébereiner, 1980, Baldani et al.,
1986). Asi mismo, se encontro una preferencia similar a la
anterior con plantas hospederas de zonas templadas
(Haahtela ef al., 1981; Lamm y Neyra, 1981). Cuando la
especie bacteriana es inoculada a su respectiva planta
hospedera, la frecuencia de €xito es mayor al hacer la
combinacion planta-bacteria apropiada (Baldani et al.,
1983, 1987; Pereira et al., 1988; Rangel-Lucio, 1991;
Reynders y Vlassak, 1982). Diferentes efectos
morfogenéticos en pelos radiculares de trigo han sido
atribuidos a ciertas cepas de Azospirillum en particular
(Jain y Patriquin, 1984; Patriquin et al., 1983). Algunos
estudios demuestran que algunas plantas (de muchas
variedades probadas) respondieron a la inoculacion con
una cepa de Azospirillum en particular (Bouton ef al.,
1979; Garcia de Salomone y Débereiner, 1996, Millet ez

_al., 1986; Wani ef al., 1985). Hay indicaciones de que la
especificidad no es a nivel especie sino a nivel cepa.
Caballero-Mellado et al. (1992) encontraron que los
incrementos en rendimiento de trigo dependieron de la
cepa de Azospirillum brasilense utilizada. Por otro lado,
otros estudios muestran falta de especificidad en la
interaccion Azospirillum-planta. La cepa Cd/Sp-7 de A4,
brasilense beneficid un gran numero de cereales de
verano ¢ inviermno tales como trigo, maiz, Sefaria, verduras

como tomate, berenjenas, pimientos y plantas de cultivo
industriales (Bashan er al., 1989b: Kapulnik ez al., 1981¢,
1983; Smith et al., 1984bL; Yahalom et al., 1984). La
inoculacion de semillas del Cardon gigante (Pachycereus
pringlei) con cepas de Azospirillum redujo el tiempo de
germinacion de las semillas y promovio el crecimiento de
las plantulas (Puente y Bashan, 1993). Ademas, la
inoculacién de frijol yorimén (cowpea) y soya con la cepa
Cd de A. brasilense produjo cambios en el metabolismo
de estas plantas (Bashan et al., 1990; 1992). Las cepas
Cd y Sp-245 de A. brasilense colonizaron exitosamente
64 especies de plantas de las cuales 48 eran hierbas
(perennes y anuales) y 16 eran plantas de cultivo (Bashan
y Holguin, 1995).

Considerando que Azospirillum afecta positivamente
un gran diversidad de plantas, se propone que no existe
especificidad en la asociacion Azospirillum-planta. Sin
embargo, esto no significa que no pueda existir mayor
afinidad entre una especie bacteriana y su respectiva
planta hospedante que con otra planta a la que nunca ha
estado asociada.

Para confirmar esta propuesta ¢s necesario: i)
Realizar pruebas comparativas con cepas obtenidas en
lugares diferentes e inoculadas a un solo tipo de planta
hospedera, asi como pruebas de inoculacion con una sola
cepa realizadas en plantas hospedantes diferentes e, ii)
implementar pruebas rapidas para evaluar la asociacion
planta-bacteria en todas las cepas y asi poder predecir
combinaciones planta-bacteria exitosas antes dc realizar
pruebas de campo (Sukiman y New, 1990).

INTERACCION DE AZOSPIRILLUM
CON MICROFLORA DE LA RIZOSFERA

Después de su incorporacion al suelo. las células de
Azospirillum se deben adaptar rapidamentc a las
condiciones siempre cambiantes de la rizosfera, mismas
que incluyen modificaciones frecuentes en la disponi-
bilidad de nutrimentos, asi como la interaccion con
bacterias nativas las cuales compiten también por los .
nutrimentos disponibles. Las interacciones pueden ser
antagonistas, sinergistas o del tipo predador-presa, en las
cuales Azospirillum puede ser presa disponible para la
micro y macro-fauna necesitada de nutrimentos.

La interaccion microbiana mas estudiada de
Azospirillum involucra a Rhizobium. Por un lado,
pruebas de campo e invernadero han demostrado que una
inoculacion simultanea de Azospirillum y Rhizobium o el
inocular Azospirillum a leguminosas colonizadas de
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manera natural por los rizobios, da como resultado
incremento en la fijacion de nitrégeno, mayor namero de
nodulos, incremento e¢n el contenido de aminoacidos de
raices y brotes, y eventualmente un incremento en
rendimiento (Andreeva et al., 1991, 1993; Del Gallo y
Fabbri, 1991; Elmokadem y Badawi, 1992; Fabbri y Del
Gallo, 1995; Hassouna et al., 1994; Iruthayathas et al.,
1983; Itzigsohn et al., 1993; Rai, 1983; Sarig et al.,
1986; Yadav ef al., 1992; Yahalom et al., 1990). Se
encontrd que el flavonoide luteolina (inductor del gen

involucrado en nodulacion) incrementé al igual que

Azospirillum la formacion de nédulos en alfalfa (Itzigsohn
etal., 1993).

La inoculacién de frijol con floculados (agregados
masivos) conteniendo una mezcla de Azospirillum y
Rhizobium promovio significativamente la nodulacion y el
crecimiento de las plantas (Neyra et al., 1995), sin
embargo, la inoculacion mixta de Rhizobium vy
Azospirillum en cacahuate no produjo ningun efecto
sinérgico en la simbiosis Rhizobium-planta (Raverkar y
Konde, 1990).

Estudios de inoculacion mixta en laboratorio han
generado datos contradictorios. La aplicacion de A.
brasilense previa a Rhizobium incrementd la formacion
de nodulos en zonas libres de pelos radiculares, aun
cuando Rhizobium fue aplicado en una concentracion no
inductora a la formacion de nodulos. Este incremento en la
susceptibilidad de las leguminosas a la infeccidon por
Rhizobium fue atribuido al efecto estimulador de las
hormonas secretadas por Azospirillum. Estas hormonas
inducen la formacion de un mayor numero de células
epidérmicas, las cuales se diferencian en pelos radiculares.
Esto favorece la infeccion por Rhizobium debido a que
este organismo infecta principalmente a través de pelos
radiculares (Schmidt et al., 1988; Yahalom et al., 1987).
Sin embargo, cuando las células de Azospirillum llegan a
sobrepasar en numero a las células de Rhizobium en la
mezcla, la inoculacion mixta provoca efectos negativos,
impidiendo la nodulacién de trébol (Plazinski y Rolfe,
1985b, 1985¢c, 1985d). Aparentemente, la colonizacion de
Azospirillum en pelos radiculares bloquea los sitios de
infeccion de Rhizobium.

Al agregar Azospirillum en concentraciones mayores
a 10® cf/ml se inhibio el proceso de elongacion de las
raices, aunque este efecto fue menor ai combinarse
Azospirillum con Rhizobium (Yahalom et al., 1991). Se
ha demostrado la participacion del etileno en procesos de
senescencia de las plantas. La inoculacion de Azospirillum
a una concentracion de 10° cfw/ml provocd un incremento

en la produccion endogena de etileno por las raices. A
una concentracion menor del inéculo, no se incrementd Ia
produccion de etileno por las raices. La produccion de
etileno por Azospirillum dependid de la presencia de
metionina cuando la fuente de carbono son malato y
succinato (Strzelczyk et al., 1994a). La inoculacién con
Azospirillum incrementd la actividad especifica de las
enzimas glucosa-6-fosfato heshidrogenasa y otras enzimas
al compararse con inoculaciones Unicas con Rhizobium
(Yahalom et al., 1990).

Estos reportes sobre la interaccion Azospirillum-
Rhizobium indican que, antes de hacer inferencias, se
debe definir coémo interactian exactamente ambos
géneros.

En contraste, la inoculacion mixta con Azospirillum y
hongos micorrizicos vesiculo-arbusculares (V-A) origina
una interaccion sinergista, obteniéndose un incremento
significativo en crecimiento y en el contenido de fosforo de
las plantas. Esta inoculacion doble podria reemplazar la
aplicacion de fertilizantes de nitrégeno y fosforo (Al-
Nahidh y Gomah, 1991; Barea et al., 1983; Pacovsky,
1988; Pacovsky et al., 1985a; Singh, 1992b; Singh et al.,
1990; Subba Rao et al., 1985a; 1985b) y promover la
infeccion de hongos micorrizicos en plantas (Barea et al.,
1983). Los extractos libres de células de Azotobacter
chroococcum, Beijerinckia sp., Azospirillum brasilense
Cdy A. lipoferum promovieron la germinacion de esporas
del hongo micorrizico G. fasciculatum (Tilak y Dwivedi,
1990).

Estudios con plantas de sorgo demostraron que la
inoculacion combinada de A. brasilense y las bacterias
solubilizadoras de fosfato Pseudomonas striata o Bacillus
polymyxa, incremento significativamente el rendimiento
del grano y la absorcion de nitrogeno y fosforo al
compararse con los resultados de la inoculacién con un
solo grupo de organismos (Alagawadi y Gaur, 1992). Los
pocos datos obtenidos hasta ahora son alentadores y
estimulan la investigacion hacia este tipo de interaccion,
ademas de que la descripcion de las propiedades
elementales de esta interesante interaccion bacterias-
hongos-plantas es muy reciente.

La inoculacion de plantas de cebada en maceta con
las combinaciones bacterianas A. lipoferum 137 +
Agrobacterium radiobacter 10 (solubilizadora de fosfato)
y A lipoferum 137 + Arthrobacter mysorens 7,
incrementaron el rendimiento de las plantas al compararse
con inoculaciones unicas. Las inoculaciones dobles
tuvieron un mejor efecto sobre el desarrollo de las plantas
cuando la concentracion de nitrogeno combinado en el
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suclo era baja. Se concluye que la inoculacion con
mezclas bacterianas permite que las plantas tengan un
alimentacion mas balanceada, mejorandose la absorcion
del nitrogeno y fosforo presentes en el suelo.
Experimentos de campo con tres variedades de cebada
confirmaron ¢l hecho de que la inoculacion con cultivos
mixtos le ayuda a la planta a alcanzar un equilibrio
nutricional, e incrementa significativamente su rendi-
miento al compararse con inoculaciones unicas (Belimov
et al, 1995a).

La inoculacion mixta de A. brasilense y A. lipoferum
con ¢l hongo agente de conmtrol biolégico Phialophora
radicola incrementd significativamente el peso seco de
brotes de plantas de trigo al compararse con inoculaciones
unicas. Se encontro que el filtrado del hongo estimul6 el
crecimiento de ambas cepas de Azospirillum (Flour et al.,
1995).

Se inhibi6 la colonizacion de células de A. brasilense
en raices del pasto Kallar (Leptochloa fusca) al inocular
las semillas del pasto simultincamente con Herbaspi-
rillum seropedicae (Stein et al., 1995).

La inoculacion mixta de Azospirillum lipoferum y el
hongo micorrizico Glomus intraradices en plantas de
sorgo, incremento todos los parametros de crecimiento de
las plantas, los niveles de fosfatasas en raices asi como la
absorcion de minerales, al compararse con inoculaciones
unicas (Veeraswamy et al., 1992). Al inocular trigo con
A. brasilense y Glomus sp. se incremento el peso fresco y
seco de brotes y raices (Gori y Fawilli, 1995). La
inoculacion doble de Glomus macrocarpum y A.
brasilense en la planta Corchorus ollitorius promovio su
crecimiento (Bali y Mukerji, 1991).

Azospirillum establece asociaciones con una gran
variedad de bacterias que degradan polisacaridos en las
cuales los productos de degradacion o fermentacion
generados por ellas son utilizados por Azospirillum como
fuentes de energia o carbono. De la inoculacion con
Azospirillum y Cellulomonas u hongos celuloliticos surge
una interaccion sinergista, promoviéndose la descompo-
sicion de paja por las bacterias o los hongos. Los cultivos
bacterianos mixtos, liquidos o en suelo, degradan mas
eficientemente la celulosa que los microorganismos
celuloliticos por si mismos. La interaccion microbiana
también promueve la fijacion de nitrégeno de
Azospirillum. Se ha encontrado que las células de
Azospirillum y Cellulomonas spp. se encontraban en
relacion estrecha v cercana, facilitandose de esta manera

una asociacion mutualista (Halsall y Gibson, 1985, 1986,
1991; Halsall y Goodchild, 1986, Halsall e al., 1985;
Markus y Kriamer, 1988). Este sinergismo podria explicar
indirectamente ¢l rendimiento mas alto que se ha obtenido
con Azospirillum ocurrido en suelo mezclado con paja
(Hegazi, 1988, Hegazi et al, 1983). Al crecer a A
brasilense en cultivo mixto con Enterobacter cloacae,
utilizando glucosa como fuente de carbono, E. cloacae
degrado la glucosa produciendo acido acético y succinico,
los cuales fueron utilizados por A. brasilense para fijar
nitrogeno (Kaiser, 1995). Se ha encontrado que la
degradacion de pectina por Bacillus (Khammas y Kaiser,
1992) se incrementd en presencia de Azospirillum. Se
obtuvo un incremento en la actividad de la nitrogenasa de
A. brasilense al crecer en cultivo mixto con Arthrobacter
giacomelloi. Esta interaccion parece estar regulada por un
intercambio de metabolitos (Lippi et al., 1992). Al crecer
a A. brasilense Cd en cultivo mixto con Staphylococcus
sp., bacteria aislada de la nzosfera del mangle Avicennia
germinans, se incremento la  fijacion de nitrogeno de la
primera. El efecto fue mayor al agregar el dializado
diluido de Staphylococcus sp. al cultivo de A. brasilense
Cd y sc¢ debié parcialmente a la liberacion de acido
aspartico por Staphylococcus sp. (Holguin y Bashan,
1996). D¢ manera similar a la interaccion entre
Azospirillum y hongos micorrizicos V-A, es necesario
primero definir estas interacciones antes de evaluar su
potencial. Estos resultados sugieren que Azospirillum
puede establecer interacciones positivas con otras
bacterias de la nzosfera sin importar si se trata de
bacterias de otros ambientes completamente ajenos
(Holguin y Bashan, 1993).

Las interacciones mencionadas anteriormente repre-
sentan sélo una fraccion pequefia de las relaciones que
Azospirillum sostiene con otros microorganismos de la
nzosfera. Su interaccion con especies predominantes de
Pseudomonas y con poblaciones de Bacillus ha sido
escasamente estudiada, y la aplicacion de Pseudomonas
sp., la cual sobrepas6é en niamero a Azospirillum, inhibié
¢l efecto benéfico de Azospirillum sobre las plantas (Fallik
et al., 1988). Muchas especies de Azospirillum producen
bacteriocinas, las cuales, sorprendentemente, inhibieron a
otras especies del mismo género (Oliveira y Drozdowicz,
1981, 1987; Skorupska ef al., 1985; Tapia-Hemandez et
al., 1990). Estas bacteriocinas no identificadas desapare-
cieron después de haber sido aplicadas en varios tipos de
suelos, pero persistieron en suelo con bajo contenido de
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materia organica y minerales de arcilla (Oliveira y
Drozdowicz, 1988). Se desconoce el significado ecolégico
de las bacteriocinas producidas por Azospirillum.

Se ha demostrado que algunos microorganismos del
suelo, tales como streptomicetos y hongos, ejercen efectos
antagonicos sobre Azospirillum, sin embargo, no se
logré establecer si esto se debe a la produccion de
antibidticos (Drozdowicz y Ferreira Santos, 1987,
Kulinska y Drozdowicz, 1983; Kulinska y Kroczynska,
1990; Zuberer y Roth, 1982). Muchas cepas de
Azospirillum son altamente resistentes a una amplia gama
de antibidticos, tales como streptomicina, rifamicina y
penicilina (Baldani et al., *1986; Bashan y Levanony,
1985; Débereiner y Baldani, 1979; Horemans et al.,
1987), por lo que ¢l aislamiento de cepas de Azospirillum
resistentes a antibiticos es una tarea simple. Apro-
vechando la resistencia natural de Azospirillum hacia los
antibidticos, se ha mejorado la colonizacion radicular de
Azospirillum con un subsecuentc incremento en el
rendimiento de plantas de trigo cultivadas en macetas.
Estos resultados sugicren el utilizar compuestos a los
cuales Azospirillum es resistente, pero que inhiben
temporalmente la microflora natural competidora. Aunque
esta inhibicion dura solamente algunas semanas, esta
resistencia de Azospirillum hacia una amplia gama de
antibidticos le confiri6 una ventaja significativa sobre
otros organismos en la colonizacion radicular (Bashan,
1986a). Obviamente esta practica no puede ser utilizada
directamente en el campo, ya que tendria que tratarse todo
el suelo ocupado por el sistema de raices, practica que
originaria altos costos asi como contaminacién del suelo.
Sin embargo, s¢ debe evaluar este enfoque utilizando
agroquimicos baratos que no representen un peligro para
la salud de la poblacion y no contaminen el medio
ambiente. :

El tamafio poblacional de Azospirillum ha sido
estimado en 1-10% de la poblacion total de la rizosfera
(Okon, 1985). Es probable que en algunos casos se
obtengan estos nimeros, sin embargo, generalmente se
obticnen cifras mas bajas. Conteos de rutina en la
nizosfera indican que este porcentaje es una sobre-
estimacion. En plantas creciendo en suelo, las poblaciones
de Azospirillum son relativamente pequeiias; el nimero
poblacional mas alto fue registrado en cereales de verano
en Brasil (10%10° ufc/g) (Baldani et al., 1983). Por lo
general, la poblacion de Azospirillum es mucho mas
pequeiia, alcanzando un tamaiio poblacional promedio de
10>-10° ufc/g en trigo (Balandreau, 1986; Bashan y
Wolowelsky, 1987. Bashan et al., 1987, 1991b;

Levanony y Bashan, 1989a, 1990, 1991a;, Levanony et
al., 1987; Negi et al., 1987). En varias ocasiones s¢ han
reportado poblaciones de la rizosfera aun mas pequefias
(Albrecht ef al., 1983; Harris et al., 1989; Smith ef al.,
1984b). De esta manera, una estimacion mas adecuada
del tamafio poblacional de Azospirillum estaria dentro de
los valores 0.001-1% de la poblacion total de la rizosfera
(OHara et al., 1981). Las técnicas de inmunocabsorbencia
(ELISA y ABELISA) s¢ han utilizado con éxito para
la identificacién y conteo de Azospirillum en suelo o
raices (Levanony y Bashan, 1990, 1991a; Levanony et
al., 1987). Estas técnicas presentan la inconveniencia de
no detectar niveles poblacionales bajos (menor a 10°
bacterias por mililitro).

Recientemente se ha incrementado el numero de
trabajos relacionados con el estudio de las interacciones
entre Azospirillum y otros microorganismos. Sin
embargo, la informacion se encuentra muy fragmentada,
dispersa entre datos no relacionados con el tema y es de
naturaleza descriptiva. Todos estos factores hacen
imposible una prediccion confiable de las interacciones
mas importantes. Considerando que Azospirillum
comprende s6lo una pequefia fraccion de la poblacion de
la rizosfera, es de suponer que muchas otras especies
bacterianas afectaran positiva o negativamente a
Azospirillum en la rizosfera y su participacion debera de
tomarse en cuenta al incorporar Azospirillum al suelo.
Janzen y Mcgill (1995) demostraron que en micro-
ambientes fisicoquimicamente definidos, la proliferacién
de A. brasilense Cd dependio de las interacciones entre las

poblaciones a nivel de la comunidad.

AZOSPIRILLUM COMO AGENTE
DE CONTROL BIOLOGICO

Aun cuando Azospirillum no logro reducir el indice de
enfermedad provocado por algunos hongos patogenos
(Hadas y Okon, 1987), existen algunos trabajos que nos
hacen pensar en ¢l potencial de Azospirillum como agente
de control biologico. Una cepa de A. lipoferum produjo
sideréforos el cual exhibe actividad antimicrobiana en
algunas bacterias y hongos (Shah ef al., 1992). La
inoculacion de algunas dicotiledoneas con A. brasilense
inhibié el desarrollo de camcer provocado por Agro-
bacterium tumefaciens (Bakanchikova et al., 1993). El
nivel poblacional de Staphylococcus sp., decay6 drastica-
mente al crecer en cultivo mixto con A. brasilense Cd
(Holguin y Bashan, 1996).
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AZOSPIRILLUM COMO COMPETIDOR
EN LA RIZOSFERA

La gran cantidad de estudios relacionados con las
propiedades fisiologicas y bioquimicas de Azospirillum
revelaron que este género no presenta caracteristicas
especiales que lo distingan de otros géneros bacterianos
presentes en la rizosfera (Hartmann y Zimmer, 1994,
Pedrosa, 1988). Sin embargo, algunas. especies ' en
particular y aun cepas individuales de Azospirillum
poseen caracteristicas de otras especies bacterianas. Esto
faculta a dichos organismos a competir eficazmente en la
rizosfera de diferentes plantas, a partir de niveles de
indculo extremadamente bajos (10° ufc/m?), pese a la
abrumadora microflora nativa con la capacidad de
colonizar raices vegetales en condiciones de campo
(Bashan, 1986c).

Por definicion, todo Azospirillum nativo es fijador de
nitrogeno y capaz de satisfacer sus necesidades de
nitrégeno (Tarrand ef al., 1978). Dado que la actividad de
la nitrogenasa es sensible a la presencia de oxigeno,
Azospirillum debe fijar nitrogeno bajo -condiciones
microaerofilicas (Hartmann y Hurek, 1988) y mas aiin,
algunas cepas presentan una marcada” respuesta
acrotactica, que puede llegar a enmascarar otras
propiedades relacionadas con substratos quimicos (Barak
et al., 1982a, 1982b; Das y Mishra, 1984; Del Gallo et
al., 1988; Grishanin et al., 1991; Hurek et al., 1987;
Okon et al., 1980; Reiner y Okon, 1986). También
presentan taxis hacia gradientes "redox" (Grishanin ef al.,
1991; Zhulin y Armitage, 1992). Azospirillum es- un
microorganismo versatil en su nutricion, dado que las
muchas vias metabélicas alternas le permiiten consumir
una amplia variedad de acidos orgamicos, azicares, y
aminoacidos de origen vegetal o microbiano disponibles
en la nzosfera (Okon, 1985). Azospirillum produce
vitaminas del grupo B (tiamina, biotina, riboflavina, acido
nicotinico y pantoténico) al crecerse en cultivo liquido y su
crecimiento s¢ ve afectado por la presencia de éstas
(Dahm et al., 1993; Rodelas et al., 1993). La aplicacion
artificial de vitaminas al medio también afecta el
crecimiento de Azospirillum (Rozycki et al., 1992). Casi
todas las cepas son altamente moviles, tanto in vitfro como
en el suclo, y poseen una significativa movilidad
quimiotictica hacia una gran variedad de compuestos
(Barak er al., 1983; Bashan, 1986d; Bashan y Levanony,
1987; Hall y Krieg, 1984; Heinrich y Hess, 1985; Lopez
de Victoria y Lovell, 1993; Maheswari y Purushothaman,
1990, Mandimba er al., 1986; Okon et al, 1980,

Reinhold ef al., 1985). La respuesta quimiotactica de
Azospirillum no ha demostrado especificidad en cuanto al
tipo de planta (Fedi et al., 1992).

Se evalud la capacidad de la cepa silvestre Cd de A.
brasilense y de una mutante deficiente en movimiento, de
trasladarse de raices de una planta hacia otra ¢n arena y
charolas con suclo. La cepa no-mévil no se trasladé a
raices no inoculadas permaneciendo en el sitio de
inoculacion, mientras que la cepa movil se trasladé de una
planta inoculada hacia otra no inoculada. La presencia de
sustancias atrayentes tanto como de repelentes
determinaron la movilidad. Se propone que el traslado de
A. brasilense de la raiz de una planta hacia otra es un
paso preliminar al proceso de reconocimiento de la
bacteria hacia la planta. El traslado de Azospirillum bacia
las raices de otras plantas es un proceso activo que no
depende de la influencia de algun atractante o repelente en
particular (Bashan y Holguin, 1994; Zhulin y Armitage,
1993) y es influenciado posiblemente por el efecto global
de los atractantes y repelentes exudados por las raices
(Bashan y Holguin, 1994). En cuanto al traslado de 4.
brasilense entre hierbas, la cepa mévil se trasladé de una
planta hacia otra independientemente de la especie o
familia botanica de la planta 6 si se trataba de hierbas
perennes o anuales. En suelos saturados de agua sin
plantas, Azospirillum permaneci6 en el sitio de
inoculaciéon sin moverse (Bashan y Holguin, 1995).
Azospirillum presentd quimiotaxis a concentraciones pico
y nanomolares de acidos aromaticos, por lo que se
considera que Azospirillum presenta mecaniSmos
sensoriales mas sensibles para la deteccion de sustancias
que otras bacterias del suelo pudiéndolas utilizar como
fuentes de energia y carbono. Esta capacidad seguramente
contribuye a su sobrevivencia y capacidad de colonizacion
(Lopez de Victoria y Lovell, 1993; Lopez de Victoria et
al, 1994). La quimiotaxis dependi6 de la fasec de
crecimiento de las células. A. brasilense  mostrd
quinfiotaxis en respuesta a gradientes temporales de
quimioefectores (Zhulin y Armitage, 1993). Cambios en el
comportamiento quimiotactico de A. brasilense Sp-7
coincidié con cambios en el potencial de membrana, el
principal componente de fuerza motriz para el flagelo
(Zhulin et al., 1995), por lo que se propone que la
quimiotaxis depende del mecanismo de bombeo de
protones que acciona al flagelo.

A. brasilense migra hacia las raices, a través'de
secciones de suelo carentes de plantas (Bashan, 1986d,
Bashan y Levanony, 1987) y tienen capacidad de
movilidad inter-radical (Bashan y Holguin, 1994; Broek et
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al., 1993). Mutantes no moviles presentan menos
habilidad de colonizacion que las cepas nativas (Bashan y
Holguin, 1994; Kimmel er al, 1990). Las bacterias
pueden ser transferidas pasivamentc a grandes profun-
didades a través de la punta de las raices que se
encuentren en proceso de crecimiento (Bashan y
Levanony, 1989a) o por medio de su propia movilidad
(Bashan, 1986d; Bashan y Levanony, 1987). Sus flagelos
polares rotan en sentido de las manecillas del reloj asi
como en direccion contraria (Zhulin y Armitage, 1993).

Bajo condiciones de estrés tales como radiacion
ultravioleta, desecacion o tension osmética y escasez de
nutrimentos, Azospirillum es capaz de formar quistes, los
cuales incrementan significativamente el indice de
sobrevivencia de las células (Bashan ef al, 199la;
Bleakley et al., 1988; Lamm y Neyra, 1981; Madi et al.,
1988; Murray y Moyles, 1987; Oliveira y Desouza, 1991;
Sadasivan y Neyra, 1985, 1987; Zaady et al., 1993).
Azospirillum acumula grandes cantidades de poli-Beta-
hidroxibutirato (PHB) (hasta un 70% de su peso seco) €l
cual puede ser almacenado para una bioconversion
posterior o utilizado como fuente de energia cuando el
organismo se enfrenta a escasez de nutrimentos (Berg et
al., 1979; Tal y Okon, 1985). Se demostré que estas
formas enquistadas ricas en PHB sobreviven mejor que
células sin PHB, siendo los quistes formas celulares
fisiologicamente activas (Assmus ef al., 1995) capaces de
fijar nitrogeno en ausencia de una fuente de carbon
exogena (Okon y Itzigsohn, 1992).

A. amazonense y A. halopraeferans son resistentes a
los acidos, a sales y a altas temperaturas (Hartmann,
1988; Reinhold et al., 1988a), lo que favorece signifi-
cativamente sus indices de sobrevivencia en la rizosfera.
La tolerancia de bacterias del género Azospirillum
hacia altas concentraciones de NaCl, sacarosa o
polictilenglicol, se incrementa en el orden de A4.
amazonense, A. lipoferum, A. brasilense y A.
halopraeferans (Hartmann et al., 1991; Rai, 1991). Los
mecanismos de regulacion osmética de Azospirillum
involucra la acumulacién de prolina, glutamato y glicina
betaina (Madkour et al., 1990; Riou y Rudulier, 1990;
Riou ef al., 1991) y de beta (1-3), beta (1-6) glucano
(Altabe et al., 1994).

Los estudios de sobrevivencia de Azospirillum en su
nicho microecolégico natural demuestran qu. este micro-
organismo sobrevive por periodos prolongados de tiempo
y solo el tamafio de la poblacion lega a variar. Las cepas
de Azospirillum pueden sobrevivir en raices durante la
temporada de inviemo bajo condiciones templadas, pero el

nivel de poblacién sc mantiene relativamente bajo (De
Coninck et al., 1988; Harris et al., 1989; Horemans ef al.,
1988), a excepcion del trabajo realizado por Germida
(1986) en el cual se observdo un buen nivel de
sobrevivencia en suelos de climas templados. Asimismo,
se ha demostrado que Azospirillum sobrevive en raices
durantc toda la temporada de crecimiento de cereales
(Bashan y Levanony, 1987; Bashan et al., 1987; Jagnow,
1982) y arroz (Nayak et al., 1986). Sin embargo, sc ha
demostrado que Azospirillum es incapaz de recuperar su
nivel poblacional original después del inviemo (Fages,
1992; Harris et al., 1989; Horemans et al., 1988). En
tanto que en zonas templadas se encontr6é que ocurre una
transferencia de bacterias de la rizosfera a plantas
ubicadas lejos del area original de inoculacion, por medio
de corrientes de aire (Bashan, 1991b). La importancia
ecologica de esta habilidad de sobrevivencia a largo plazo
tiene todavia que ser determinada. Dada la capacidad de
Azospirillum para sobrevivir por periodos prolongados. su
habilidad de reinoculacion y su fase aérea, la explotacion
comercial de Azospirillum puede llegar a obstaculizarse,
ya que una sola inoculacion del producto bastaria para
producir efectos benéficos por varios afios.

La mayoria de las cepas de Azospirillum se
encuentran en la rizosfera; sin embargo, algunas ccpas
permanecen en el suelo. Azospirillum fue originalmente
aislada de suelos arenosos (Beijerinck, 1925); aunque se
ha encontrado que bacterias similares al género se
encuentran so6lo en aluviales de Somalia (Favilli ef al.,
1988). En un gran numero de campos belgas persisten
niveles bajos de Azospirillum sin importar la textura del
suelo (De Coninck ef al., 1988; Horemans et al., 1988),
mientras que es comun encontrar altos niveles de cepas
nativas en suelos tropicales. La explicacion a este
fenomeno se desconoce ya que estos suelos no han sido
caracterizados (Dobereiner, 1988; Débereiner er al.,
1976, Patriquin et al., 1983). Una evaluacion de la
sobrevivencia de A. brasilense Cd y Sp-245 en 23 tipos
de suelos diferentes obtenidos de distintas regioncs
geograficas, asi como un analisis de la tasa de sobre-
vivencia para 15 parametros edaficos diferentes,
demostraron que en presencia de plantas la tasa de
sobrevivencia fue buena y no dependié del tipo u origen
del suelo (Bashan et al., 1995¢,d). En ausencia de plantas
se encontrd que por periodos prolongados (3545 dias),
Azospirillum sobrevive pobremente en la mayoria de los
suelos, tanto en el campo como en el invernadero y casi
desaparece después de un periodo menor de 15 dias. Aun
asi, una fraccion de la poblacion puede sobrevivir en el
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suelo por periodos prolongados (Albrecht er al., 1983;
Bashan et al., 1995a,b,c,d; Bashan y Levanony, 1987,
1988c; Horemans et al., 1988; Smith et al., 1984b),
siempre y cuando las condiciones de estrés (falta de
humedad y matenia organica, valores bajos de pH, altas
concentraciones de carbonato de calcio y alto porcentaje
de arena) no prevalezcan (Bashan er al., 1995d; Germida,
1986, Hegazi, 1988; Jagnow, 1982; Sadasivan er al.,
1986a; Schank er al., 1985). Se encontré correlacion
positiva entre la viabilidad bacteriana y porcentaje de
arcilla, nitrogeno, materia organica y capacidad de
retencion de agua. Concentraciones altas de CaCO; y
presencia de arena tuvieron efectos adversos en la
sobrevivencia de las cepas (Bashan et al., 1995a,b).

En contraste con sus caracteristicas superiores, ya
mencionadas, Azospirillum puede ser parasitado por
Bdellovibrio sp. en suelo (Germida, 1987) y puede servir
de presa a protozoarios nativos del suelo. Como
conclusion, Azospirillum tiene el potencial para mantener
un buen nivel de sobrevivencia en la nizosfera. Es
probable que su versatiidad metabolica le permita
competir eficazmente con otra microflora de la rizosfera,
sin embargo, se requieren de mas estudios sobre
rizocompetencia para verificar lo anterior. Las varias
fases de Azospirillum en la rizosfera se muestran en la

Figura 1.

INTERACCION DE AZOSPIRILLUM CON
PARTICULAS DEL SUELO

La inoculacion de plantas con Azospirillum en
algunas ocasiones se ha realizado aplicando las bacterias
directamente al suelo, junto a las plantulas germinadas
(Bashan, 1986b; Okon y Hadar, 1987). Durante este
proceso, la bacteria es expuesta a fuerzas fisicas y
quimicas naturales ¢ interacciones que ocurren entre las
bacterias y particulas del suelo. Para superar estas
barreras y colonizar las raices, Azospirillum tiene que
generar la fuerza fisica suficiente como para poder
desplazarse en el subsuelo (Bashan, 1986d; Bashan y
Levanony, 1987). Pocos trabajos han abordado el estudio
de la interaccion de Azospirillum con particulas del suelo.
Las células de Azospirillum usualmente se encuentran
adheridas de manera irreversible a la fraccion superior del
perfil de suelo, principalmente mediante interacciones
clectrostaticas con arcillas y materia organica. A
brasilense Cd se adsorbi6 fuertemente a suelos de textura
ligera asi como a los de textura pesada, sin embargo, se

adsorbi6 muy ligeramente a particulas de cuarzo
(Levanony y Bashan, 1991b).

Las condiciones fisicoquimicas del suelo, tales como
pH, el grado de humedad y la disponibilidad de sustancias
quimicas que atraen a las bacterias, afectan en diferentes
grados de magnitud la adhesion de Azospirillum al suelo
(Bashan y Levanony, 1988c; Horemans ef al., 1988). La
adhesion de Azospirillum a arena pura, carente de arcillas
y materia organica, es débil, y es levada a cabo por una
red de puentes proteicos que enirelazan la célula
bacteriana y las particulas de cuarzo. Se concluye que las
fibrillas bacterianas son esenciales para el anclaje de A.
brasilense Cd. La formacion de puentes proteicos es
controlada pnncipalmente por la disponibilidad de
nutnmentos los cuales seran utilizados para su sintesis
(Bashan y Levanony, 1988d, 1991; Bashan et al., 1991a).

La concentracion de nitrato disponible en el suelo para
las plantas se puede reducir debido a la desnitrificacion, a
la que se le puede atribuir hasta un 20-30% de pérdidas de
nitrogeno aplicado como fertilizante (Firestone, 1982). La
participacion de Azospirillum en este proceso de pérdidas
de nitrogeno provocadas por la desnitrificacion debe ser
investigada.

ASPECTOS AGROTECNICOS:
INOCULANTES Y SU INTERACCION CON
PESTICIDAS

Una poderosa razon para entender la interaccion
Azospirillum-planta, es la aplicacion comercial de la
bacteria en sistemas agricolas de paises modemos y de
paises en via de desarrollo. Sorprendentemente, muy poco
se ha publicado acerca de los aspectos agrotécnicos del
sistema, i.c. efectos potenciales de una inoculacién con
Azospirillum, conjuntamente con diferentes compuestos
quimicos aplicados en sembradios de interés comercial.
Este tipo de informacion, la cual seria llevada a cabo por
compafiias de investigacion y desarrollo, no es accesible,
ya que este tipo de compaiias se niegan a publicar sus
resultados (Fages, 1992).

Aun después de haber establecido la mejor
combinacién planta-Azospirillum, para la produccion
comercial de cultivos todavia persiste el problema de
lograr una aplicacion exitosa de las bacterias. Las
bacterias tienen que llegar a la raiz a pesar de que el
sistema de raices se encuentre muy cxtendido; la
inoculacion bacteriana debe realizarse en el momento
preciso requerido por la planta (Bashan, 1986¢), las téc-
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Inoculacién

\

Sobrevivencia a largo plazo en el inoculante (dependiendo de la

Inoculante en fase liquida Inoculante en fase sélida

biodegradacion del inoculante).

/

Adsorcién al suelo (interaccion pasiva carga-carga)

Adsorcion activa a arena mediada por fibrilla bacterianas

Migraci6n limitada en suelo en ausencia de plantas

)

muerte en ausencia de plantas o nulrimentos disponibles
después de periodos cortos

Multiplicacion en suelo

quimiotaxis no especifica en suelo

hacia raices en crecimiento

Competencia-antagonismo con otras
bacterias de la rizosfera

Produccién de bacteriocina en suelo . .
Depredacion por otra microfauna

Sinergismo con: rizobias en leguminosas
hongos micorrizicos
otra microflora de la rizosfera

Colonizacion de la superficie radicular principalmente en zonas de elongacion y de pelos

radiculares \
Colonizacién interna de la corteza Migracion hacia plantas vecinas

Transferencia vertical a traves de las punlas de
las raices

Induccién de efectos sobre el crecimiento vegetal

Sobrevivencia de poblaciones a largo plazo en suelo y rizoslera de zonas (ropicales
En zonas templadas pocas poblaciones sobreviven al invierno.

Figura 1. Fases de Azospirillum en la rizosfera*, solo indicaciones.
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nicas de inoculacion deben ser practicas, economicas y
faciles de manejar por el agricultor; el producto formulado
debe proveer indculo suficiente para la planta; debe ser
competitivo con las normas comerciales vigentes, asi
como tener una viabihdad de almacenamiento larga
(Fages, 1992).

Actualmente sc¢ utilizan algunos métodos para
inocular Azospirillum. El mas simple es aplicando las
bactenias en suspension liquda, ya sea directamente al
suelo 0 a las semillas. Esta técnica ha sido utilizada en
numerosos expenimentos de invernadero y de campo
(Albrecht et al., 1981: Fallik er al., 1988, Millet y
Feldman, 1986; Reynders y Vlassak, 1982; Smuth et af.,
1984b) pero resulta inadecuada puesto que el tiempo de
scbrevivencia de Azospirillum en suelo es relativamente
corto en ausencia de un acarreador (técnicas mas
confiables utilizan varios acarreadores organicos (Okon,
1983 Sadasivan ¢f al., 1986b). Los mejores resultados en
rendimiento han sido obtenidos a partir de suspensiones de
turba vertido por goteo al surco o distribuyendo el
noculante de turba granular al momento de la siembra. Al
comparar la viabihdad de Azospirillum con diferentes
acarreadores, la turba super6 a la vermiculita, el polvo de
talco. los granulos de basalto y la bentomta (Fallik y
Okon. 1996). Estos inoculantes practicos no poseen
ninguna de las caracteristicas que requiere un buen
tnoculante debido a la liberacidn incontrolada de bactenas
y vanas dificultades técnicas ya que carece de una
viabilidad de¢ almacenamiento (Bashan, 1986b), lo que da
como resultado una inconsistencia en ¢l rendimiento. El
encapsulamiento de células en biopolimeros como el
alginato protege a las células de las tensiones ambientales
v permite una gradual liberacion de las bactenas al suelo
(Bashan. 1986b). La sobrevivencia de las células
dependera de muchos parametros tales como la cepa. la
composicion del medio en que se suspenden las células y
las condiciones de secado. Paul et al. (1993) encontraron
que la viabilidad de células de Azospirillum lipoferum
encapsuladas en alginato (macroesferas) es mayor con
una tasa baja de secado (1.18g/g peso seco/h). Otra
opcion ¢s la produccion de microesferas o
microencapsulados bacterianos en una matriz de alginatos
v liofilizados. De esta manera, se satisfacen los
requerimientos de un inoculante bueno v practico. Es un
acarreador quimicamente inerte similar a polvo de
marmol, arena o carbonato de calcio, seco, facil de usar,
uniforme, biodegradable por organismos del suelo, de
naturaleza no-toxica, que contiene una poblacion
bacteriana vasta y uniforme, permite la hberacion gradual

de las bactenas durante periodos largos hasta de un mes, y
puede ser producido a gran escala (Bashan, 1986b:;
Bashan er al., 1987, Paul et al., 1993). Durante el
proceso de optimizacion para la produccion  de
microesferas de alginato, se obtuvo mavor sobrevivencia
de las células al agregar Jeche descremada con
deshidratacion por aire controlada, obteniendo, finalmente,
un inoculante en polvo facil de almacenar y manejar con
mas de 10 billones de células/g (Fages. 1990, 1992).
Debido a las ventajas de sobrevivencia que presentan las
células enquistadas de Azospirillum sobre las células
vegetativas, se¢ sugiere la generacion de inoculantes
compuestos por agregados masivos o tloculados de
Azospirillum yjo Rhizobium, los cuales consisten en una
mezcla de quistes y células vegetativas rodeados por una
red de polisacaridos. La inoculacion de frijol con formas
floculadas de R. leguminosarum o coagregadas con A.
brasilense, promovio la nodulacion y ¢l crecimiento de las
plantas al compararse con inoculacicncs con Rhizobium
no floculado (Neyra er al., 1995). Se¢ eucontro alta
actividad nitrato reductasa en células enquistadas de A.
brasilense Sp-7 y Sp-245 inmovilizadas en esferas de
alginato. en cultivo continuo bajo condiciones anagrobias
(Ueckert et al, 1991) Los mejores resultados en
crecimiento de plantas de maiz se obtuvieron al utilizar
como inoculo células de Azospirillum brasilense con 40%
de pohhidroxibutirato (Fallik v Okon, 1996).

El desarrollo comercial de inoculantes  de
Azospirillum a escala industrial dependc de tres factores
principales, los cuales estan interrelacionados entre si: (1)
avances en la investigacion basica relacionada con el
entendimiento de la asociacidén planta-bacteria: (2) una
formulacion y una tecnologia de aplicacion optimizadas; y
(3) un cambio de actitud favorable por parte de las
industrias agroquimicas y semilleras hacia los inoculantes
microbianos, asi como normas legisiativas ¢cn cada pais
que autoricen su uso.

El desarrollo de mnoculantes avanzados es una tarea
esencial para lograr una aplicacion futura de
Azospirillum. El desarrollo de un acarrcador bacteriano
adecuado (sintético, organico o inorganico) determinara si
la interaccion Adzospirillum-planta tendra un impacto
significativo en la produccién agricola del futuro.

Los agroquimicos, especialmentc los pesticidas,
pueden ejercer efectos colaterales indeseables sobre micro-
organismos presentes en ¢l ambiente.

Se ha ignorado la wvestigacidén relacionada  con
esta area de estudio. La unica informacton disponible se
refiere a estudios realizados in vitro donde los herbicidas.
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fungicidas e insecticidas afectaron negativa o positiva-
mente la actividad de la nitrogenasa (Buff et al., 1992;
Gallori ef al., 1991; Haahtela ef al., 1988; Jagnow ef al.,
1979; Jena er al., 1992; Martinez-Toledo ef al., 1990;
Rivarola et al., 1992; Roslycky, 1990; Salmeron efal.,
1991), asi como el crecimiento de Azospirillum (Gadkari
1987, 1988; Omar et al., 1992) y el proceso de
respiracion bacteriana (Omar y Abd-Alla, 1992).

Se estudio el efecto de thiobencarb en Azospirillum
asociado con arroz bajo condiciones de laboratorio y
campo y se encontro que tuvo un efecto negativo en el
crecimiento de las plantulas (Omar ef al., 1992). Jena et
al. (1990) concluyen que bajo condiciones de no
inundacion en cultivo de arroz, el efecto de los herbicidas
sobre las poblaciones de bacterias diazotréficas dependio
del tipo de suelo, concentracion del herbicida y del grupo
de bacteria.

El pesticida diflubenzuron incrementé significativa-
mente el crecimiento, reduccion de acetileno y concen-
traciones de ATP en células de A. brasilense (Sanchez et
al., 1994). De seis pesticidas probados, cinco inhibieron el
crecimiento y la fijacion de nitrogeno de Azospirillum
lipoferum y cuatro afectaron la movilidad y volumen
celular. La incorporacion de insecticidas en el medio de
crecimiento puede provocar el rompimiento de células de
Azospirillum y la generacion de células enquistadas
(Mano ef al., 1988) o un incremento en la fijacion de
nitrogeno y produccion de IAA (Jena et al., 1987).

Sin embargo, algunos trabajos han demostrado que
Azospirillum puede tolerar altas concentraciones de
algunos herbicidas y pesticidas (Langenbach ef al., 1991;
Salmeron et al., 1991). A. lipoferum pudo reducir un
compuesto aromatico utilizado en la fabricacion de
pesticidas, colorantes. explosivos y solventes industriales
(Russel y Muszynski, 1995).

La aplicacion tecnologica de Azospirillum dependera
de la realizacion de mas estudios bajo condiciones de
campo sobre el efecto de los agroquimicos sobre la
fisiologia de estas bacterias.

TECNICAS EN LA IDENTIFICACION,
LOCALIZACION DE AZOSPIRILLUM EN
RAICES Y ESTUDIO DE LA INTERACCION
PLANTA-BACTERIA

Generalmente se siguen cuatro estrategias diferentes
para el monitoreo de poblaciones y colonizaciéon de
Azospirillum en raices y suelo: Los métodos tradicionales,

los métodos inmunoldgicos, los métodos moleculares y
combinaciones de varios métodos.

‘Los métodos tradicionales utilizan marcadores de
resistencia a los antibidticos (Garcia de Salomone
y Débereiner, 1996), métodos de microscopia directa con
técnicas de inmunofluorescencia (Schloter et al., 1992),
métodos de conteo por dilucion en placa (Puente y
Bashan, 1993), técnicas de cultivo y métodos fisiologicos
de rutina. Estos métodos son populares en aquellos
laboratorios de investigacién agrondmica, preocupados
por monitorear la presencia de determinadas cepas en
suelo o en plantas. Estos métodos no son ftiles para la
identificacion de bacterias a nivel de especie. Ademas, la
mayoria de estos métodos no pueden detectar niveles
poblacionales bajos (menores a 10*- 10’ bacterias/ml). Se
puede mejorar el método de inmunofluorescencia a través
del procesado de imagenes de microfotografias epifluo-
rescentes o con microscopia de bamrido con laser
(scanning confocal laser microscopy), el cual involucra la
iluminacion de un solo punto de la muestra por un rayo
laser eliminando la interferencia provocada por otros
componentes de la muestra no afocados, al mismo tiempo
que permite (a traves del procesado de imagenes) la
reconstruccion en tres dimensiones del objeto analizado
(Schloter ef al., 1995). Los métodos de deteccion inmuna-
légicos han empezado a cobrar importancia en ecologia
microbiana para el rastreo de microorganismos
especificos y para el analisis de la comunidad bacteriana.
Para una aplicacion confiable de estas técnicas, los
anticuerpos monoclonales o el antisuero policlonal
utilizados deben cumplir ciertos criterios de calidad. Se
debe descartar la posibilidad de reaccion cruzada asi como
determinar la localizacion celular del determinante
antigénico, las caracteristicas de afinidad y la expresion
del determinante antigénico en condiciones ambientales.
Los métodos inmunologicos pueden ser utilizados para la
identificacién, cuantificacion y enriquecimiento de
bacterias especificas, asi como para la visualizacion de
células in situ. La sensibilidad de estas técnicas
inmunoldgicas avanzadas es comparable a los resultados
obtenidos con la reaccion en cadena de la polimerasa PCR
(polymerase chain reaction) (Schloter et al., 1995).

Una de las técnicas inmunologicas mas utiles y
directas es la técnica ELISA con sus variantes. Su
principal desventaja es que el nivel de deteccion no es
mayor a 10* bacterias/ml de suelo (Levanony et al., 1987).
La incorporacion del complejo avidina-biotina a la técnica
estandar de ELISA mejoro6 el nivel de deteccion y la cuan-
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tificacion de A. brasilense (Levanony y Bashan, 1990).
Para mejorar el nivel de deteccion, sc desarrolld un
método sencillo de enriquecimiento, basado en la
multiplicacion limitada de A. brasilense en el medio semi-
solido convencional. El conteo de las bacterias se realiza
después por la técnica ELISA o por la técnica del Numero
Mas Probable (NMP) (Bashan ef al., 1991b).

Un método atin mas sensible y rapido que la técnica
ELISA es el inmunoensayo basado en quimiolumi-
niscencia. Con este método fue posible cuantificar a A.
brasilense Sp-T hasta a una densidad de 100 bacterias/ml
de extracto de suelo (Schloter ef al., 1992).

Las técnicas de vanguardia para la deteccion de
microorganismos son las moleculares utilizadas solas o en
combinacion con técnicas inmunologicas. Por ahora, estas
técnicas son principalmente utilizadas en laboratorios de
investigacion para la deteccion de especies y, hasta donde
sabemos, no han sido utilizadas a gran escala por la
industria de los inoculantes. Sin embargo, es de esperarse
que, debido a su precision. en un futuro estas técnicas
seran ampliamente utilizadas.

Existen varios métodos de analisis del perfil proteico
o ‘“fingerprinting” para identificar especies de
Azospirillum, siendo posible, en algunos casos, diferenciar
hasta cepas de una misma especic. El analisis del perfil
proteico utilizando electroforesis en "pulsed-field gel”
demostré que diferentes cepas de Azospirillum asociadas
a plantas de cultivo diferentes, mostraron un patrén
genético muy similar (Eid y Sherwood. 1995). El anlisis
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (restriction fragment length polymorphism,
RFLP) es otra opcion para la identificacion de bacterias a
nivel cepa. La identificacion de células de Azospirillum a
través del RFLP del operon histidina v el analisis del 16S
IDNA, son métodos faciles, rapidos, confiables y
reproducibles (Grifoni ef al., 1995) o a través de sondas
(probes) de Azospirillum basados en ¢l gen del 16S-rRNA
(Kabir et al., 1995). Giovannetti ef al. (1992) tuvieron
¢xito en la identificacion de cepas pertenecientes a las
especies A. lipoferum, A. brasilense v A. amazonense
utilizando ¢l analisis del patron de restriccion, por lo que
sugicren su uso para la identificacion rutinana de
Azospirillum. Al marcar a A. brasilense con el transposon
Tn5, el nivel de deteccion alcanzo niveles tan bajos como
de 25 células/g de suelo (Christiansen-Weniger, 1992).
Adicionalmente, los genes indicadores (reporter genes)
NifA-lacZ fueron utilizados para localizar a A. brasilense
Sp-7 en raices de trigo (Katupitiya ef al., 1995).

Se utiliz6 hibridacion de células completas con sondas
de oligonucledtidos marcadas con fluorescencia (fluor-
escently labeled rRNA-targeted oligonucleotide probes)
para el monitoreo in situ de A. brasilense en plantulas de
trigo. Para eliminar la interferencia provocada por la
fluorescencia que emiten otros componentes de la muestra,
se utilizd "scanning confocal laser microscopy". Esta
técnica permitié un analisis de alta resolucion de la distri-
bucién espacial de las bacterias en la rizosfera del trigo
(Assmus et al., 1995).

Ademas de las técnicas mencionadas, se utilizé un
método microcalorimétrico basado en la produccion de
calor del cultivo, para medir la sobrevivencia de las
bacterias en suelo asi como su mctabolismo i sifu
(Vandenhove et al., 1993). Ellos proponen caracterizar los
cultivos de Azospirillum y estandarizar y optimizar
inoculos a través de datos microcalorimétricos del cultivo.

En suma, aunque las técnicas tradicionales seguiran
siendo utilizadas con fines practicos, seguramente seran
reemplazadas por versiones sencillas o kits de los métodos
avanzados descritos aqui.

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS

En la discusion general de la ultima conferencia
internacional sobre Azospirillum 'y microorganismos
relacionados sostemida en Sarvar, Hungria, 1994, los
participantes  decidieron  dirigir los esfuerzos de
investigacion futura sobre fisiologia y ecologia de
Azospirillum a los siguientes temas: (1) co-inoculacion
con otros microorganismos, (ii) mnoculacion de plantas
maderables, (1) la participacion de superficies
bacterianas y vegetales en el proceso de adhesion, (iv) la
importancia del genotipo en la interaccion Azospirillum-
planta, (v) especificidad y afinidad, y (vi) adaptabilidad
ambiental (rizocompetencia).
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