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POTENCIALIDADES DE Azospirillum COMO INOCULANTE

PARA LA AGRICULTURA

Yanet Parra®y F. Cuevas

ABSTRACT. The use of rhizospheric bacteria with the
purpose of increasing crop yield, diminishing the limitless
use of mineral fertilizers and chemical products and,
consequently, reducing the environmental contamination, has
been avery common practicein the last decades. Among the
most studied associative bacteria, there are those belonging
to Azospirillum genus, which has become the most promising
diazotroph group associated with grass and other nonlegume
plants. This paper comprises the results and most current
considerationsin thisrespect, for proving that this bacterium
isableto increaseimportant crop yield in different soilsand
climatic regionsusing different strainsand plant species; also
this system athough complex, has a potential agricultural
utilization.

RESUMEN. La utilizacion de bacterias rizosféricas con la
finalidad de aumentar el rendimiento de los cultivos, dismi-
nuir el uso desmedido de fertilizantes minerales y productos
guimicos y, por consiguiente, reducir la contaminacién am-
biental, es una préctica que ha tomado un gran auge en las
Ultimas décadas. Dentro de | as bacterias asoci ativas més estu-
diadas, seencuentran | as pertenecientesal género Azospirillum,
el cual se ha convertido en el grupo méas promisorio de
diazétrofos asociados con gramineas 'y otras plantas no legu-
minosas. En el siguiente trabajo se resumen los resultados y
consideraciones mas actuales de diversos autores a respecto,
demostrandose que esta bacteria es capaz de incrementar €l
rendimiento de cultivos agricolas importantes en diferentes
suelosy regiones climéticas, usando diferentes cepasy espe-
cies de plantas y que aunque complejo, este sistematiene un
potencial parala explotacion agricola.
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INTRODUCCION

Las biotecnologias han abierto
nuevas posibilidades en lo concer-
niente a la aplicaciéon de microor-
ganismos benéficos del suelo, en la
promocién del crecimiento de las
plantas y el control biolégico de
patégenos. El trabajo con bacterias
rizosféricas se ha desarrollado de
forma gradual y ascendente, tenien-
do como finalidad aumentar el ren-
dimiento de los cultivos, disminuir el
uso desmedido de fertilizantes mi-
nerales y productos quimicosy, con-
secuentemente, reducir la contami-
nacion ambiental. La utilizacién de
rizobacterias promotoras del creci-
miento vegetal en la agricultura es
una practica que internacionalmente
ha tomado auge en las Ultimas dé-

cadas; en Cuba se ha favorecido el
desarrollo de diferentes investigacio-
nes relacionadas con el aislamien-
to, la seleccion y aplicaciéon de
microorganismos rizosféricos, con
vistas a desarrollar biopreparados
efectivos para cultivos de interés
economico (1).

Dentro de las bacterias
asociativas mas estudiadas, se en-
cuentran las pertenecientes al gé-
nero Azospirillum, el cual ha sido
objeto de estudio desde la década
del setenta, pues su inoculacion en
las plantas conlleva a un aumento
significativo del sistema radical, ade-
mas de inducir resistencia a agen-
tes patdégenos y proveer de elemen-
tos tan necesarios como el nitroge-
no, inhibe la proliferacion de plan-
tas parasitas y produce hormonas

Yanet Parra, Investigadoray Ms.C. F. Cuevas, Investigador Agregado de la
Estacion Experimental del Arroz “LosPalacios’, Instituto Nacional de Cien-
cias Agricolas, Gaveta Postal 1, San José de las L gjas, La Habana, Cuba.

0 palacios@inca.edu.cu

31

Palabras clave: Azospirillum, inoculacidn, agriculturaorganica

gue estimulan el crecimiento vege-
tal, lo que permite un desarrollo mas
econdmico y saludable de los culti-
vos (2). La habilidad que tiene esta
bacteria de colonizar el interior de
las plantas y ocupar nichos protegi-
dos contra el oxigeno y otros facto-
res, lo convierten en el grupo mas
promisorio de diaz6trofos asociados
con gramineas y otras plantas no
leguminosas (3).

En el presente trabajo se resu-
men los resultados y consideracio-
nes mas actuales de diversos auto-
res a este respecto, con el objetivo
de comprobar si realmente el géne-
ro Azospirillum posee potencialida-
des para ser aplicado como
inoculante en la agricultura.

GENERO AZOSPIRILLUM

El nombre Azospirillum provie-
ne del francés Azote, que significa
nitrégeno y del grupo Spirillum, pe-
guefia espiral. Su descubrimiento
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data del afio 1925, cuando Beijerinck
describio una nueva especie de bac-
teria, aislada a partir de suelo ho-
landés, a la que primeramente nom-
bré Azotobacter spirillum y que pos-
teriormente denomind Spirillum
lipoferum . En 1978, después de su-
cesivos aislamientos de esta bac-
teria, se sugirio agrupar estos orga-
nismos en un nuevo género al que
se denomind Azospirillum. Inicial-
mente dos especies, Azospirillum
lipoferum y Azospirillum brasilense,
fueron identificadas basandose en
diferencias morfoldgicas vy fisioldgi-
cas entre varias cepas y en experi-
mentos de homologia del DNA (4).
Posteriormente se afadieron tres
especies: Azospirillum amazonense,
aislada a partir de varios pastos en
el area del Amazonas en Brasil (5),
Azospirillum halopraeferans, toleran-
te a elevadas concentraciones sali-
nas y de preferencia por altas tem-
peraturas (40°C) (6) y Azospirillum
irakense, aislada a partir de la
rizosfera de arroz en la region de
Diwaniyah, Iraq (7). En 1997, baséan-
dose en estudios moleculares, algu-
nos autores proponen transferir al
género Azospirillum, la subespecie
Conglomeromonas largomobilis,
subespecie largomobilis, nombran-
do una sexta especie, Azospirillum
largomobilis (8). Recientemente, en
honor de quien impulsara los estu-
dios con este género bacteriano y
descubriera otros diaz6trofos, se ha
propuesto la especie candidata A.
doebereinerae (9). De las especies
mencionadas, Azospirillum brasilense
y Azospirillum lipoferum son las
mejores estudiadas.

PRINCIPALES CARACTE-
RISTICAS DEL GENERO
AZOSPIRILLUM

Las bacterias pertenecientes a
este género son organismos
fijadores de N, que poseen una
amplia distribucién ecoldgica, ya que
ha sido posible detectar su presen-
cia en zonas templadas, tropicales
y subtropicales (10, 11). Se descri-
ben en la literatura como Gram ne-

gativas aunque la gran variabilidad
ha sido observada en varias cepas
de Azospirillum brasilense. La mor-
fologia de las células depende de las
condiciones nutricionales y edad del
cultivo. Se observan formas eses y
vibroides de 0.8 a 1 x 2 a 5 micré-
metros de tamafio; se asocia ade-
mas la aparicion de formas quisticas
0 en C, como via de resistencia a
las condiciones de estrés y del mis-
mo modo como mecanismo de Su-
pervivencia en la rizosfera (12).

Contienen granulos de poli-3-
hidroxibutirato (PHB) como material
de reservay un sistema muy eficien-
te de adquisicion de hierro a través
de siderdéforos, que le permite se-
cuestrarlo en larizosfera, haciéndolo
no utilizable por otros microor-
ganismos (13, 14).

Las células son mdtiles tanto in
vitro como en el suelo y son capaces
de adaptar su flagelacion a diferentes
ambientes. Aunque pueden desarrollar-
se tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas, son preferentemente
microaerofilicas en presencia o ausen-
cia de fuentes combinadas de nitroge-
no (15). La presencia de una res-
puesta quimiotactica a diferentes
compuestos, asociada a la existen-
cia de vias metabdlicas alternativas,
convierten a Azospirillum en un or-
ganismo nutricionalmente versatil,
pues le permiten consumir una am-
plia variedad de acidos organicos,
azlicares, aminoacidos y compues-
tos aromaticos que se encuentran
disponibles en larizosfera (16, 17).

Un andlisis de estas propieda-
des fisioldgicas y bioquimicas de-
muestran que este género posee ca-
racteristicas, que lo convierten enun
organismo capaz de competir en la
rizosfera de varias especies de plan-
tas, a pesar de la presencia de la
poblacién rizosférica indigenay que
le proporcionan mayores posibilida-
des de subsistencia que otros
diazétrofos en el nicho ecoldgico.

INTERACCION PLANTA-
BACTERIA

Influencia de Azospirillum sobre la
planta hospedera. La inoculacién de
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plantas con Azospirillum puede pro-
vocar cambios significativos en va-
rios parametros de su crecimiento,
los cuales pueden afectar o no el
rendimiento del cultivo. Esta bacte-
ria benéfica, general y no especifi-
ca es notoria por sus efectos sobre
plantas comerciales (18), pastos
(19) y plantas de cereales cultiva-
das como trigo (20, 21), maiz (22),
sorgo y arroz (11, 23), ademas de
producir asociaciones con varias
plantas suculentas desérticas (24).
En gran numero de articulos
cientificos se describen los efectos
gue provoca la bacterizacidon con
diferentes cepas de Azospirillum,
medido en el aumento de peso seco
total, contenido de nitrégeno de ho-
jas, granosy brotes, floracion y apa-
ricion temprana de la espiga, nime-
ro de espigas y granos en estas,
peso y tamafio del grano, altura de
la planta y tamafio de la hoja, indice
de areafoliar y tasa de germinacion
(11, 22, 25). Ademas, se han obser-
vado efectos marcados sobre el sis-
tema radical, que incluyen incremen-
tos en el numero de raices por plan-
ta, en el nUmero y la longitud de las
raices laterales, las cuales
incrementan el volumen radical (26)
y aumento en el peso seco de laraiz
, himero, densidad y aparicion tem-
prana de los pelos radicales (25).
El efecto de la inoculacion con
Azospirillum sobre el incremento del
rendimiento total en experimentos
de campo generalmente oscila en-
tre un 10-30 %. Pocos informes in-
dican valores extremadamente altos
entre 50-270 % sobre controles no
inoculados. No obstante, se consi-
dera que incrementos moderados
en el rendimiento (hasta un 20 %)
son comercialmente valiosos en la
agricultura moderna si se obtienen
consistentemente (27).
Especificamente en Cuba, du-
rante los ultimos afios ha sido inves-
tigado el efecto de Azospirillum so-
bre varios cultivos. La aplicacién al
arroz de esta bacteria arazon de 20
L.ha™ (10® ufc.mL) con nitrégeno in-
organico muestra que es posible
ahorrar el 25 % del fertilizante
nitrogenado y obtener rendimientos
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agricolas similares a los obtenidos
con la aplicacién de la dosis com-
pleta de nitrégeno (28). Experiencias
en la aplicacion de Azospirillum
lipoferum al tomate mostraron la
posibilidad de disminuir el consumo
de fertilizante nitrogenado en un
30 %, lograndose rendimientos sa-
tisfactorios y contribuyendo de esta
forma a minimizar las afectaciones
al ambiente (29). Otros estudios rea-
lizados con el objetivo de evaluar el
efecto de la biofertilizacion con
Azospirillum brasilense y A.
lipoferum, solas y con relaciones NP,
NKy PK en fase de semillero y dife-
rentes relaciones nutricionales en
fase de trasplante, sobre la altura y
masa fresca de las plantulas al tras-
plante, el nimero de frutos y rendi-
miento agricola en el cultivo del to-
mate Var. Campbell-28, comparado
con un testigo de produccién y un
control sin fertilizar, manifestaron un
mejor comportamiento para el tra-
tamiento A. brasilense mas NK en
semillero y relacién nutricional NPK
en trasplante (30).

En experimentos realizados en
macetas utilizando la bacterizacién
con Azospirillum brasilense se de-
mostré el efecto beneficioso que
tuvo la bacteria sobre el cultivo del
arroz, ya que se pudo ahorrar el
33 % del fertilizante nitrogenado y un
momento de su aplicacion (31).
Otros autores en este mismo culti-
vo, en condiciones de macetas, in-
dicaron que hasta en suelos salinos
con 2500 ppm, se obtenian resulta-
dos satisfactorios con la inoculacion
de Azospirillum brasilense (32).

La inoculacion de Azospirillum
soportado en turba al sorgo forrajero
a los 18 dias de germinacion en
prueba de campo, incrementd el
rendimiento de materia seca en 18-
21 % con respecto al control sin fer-
tilizar (33). Efectos favorables se
presentan también en la inoculacion
con Azospirillum a la guinea
(Panicum maximum) en condiciones
de casa de cristal y campo (34).

Estudios utilizando N** en el
cultivo de la cafia de azlcar demos-
traron que la bacterizacion con
Azospirillum brasilense en combina-

cion con una dosis subdptima de
fertilizante nitrogenado en condicio-
nes de macetas, conllevé a un in-
cremento del 12 % del rendimiento
agricola con respecto al tratamien-
to fertilizado con la misma dosis,
debido a la fijacion biolégica del ni-
trogeno (35).

A pesar de los resultados posi-
tivos obtenidos a nivel mundial en
varios cultivos utilizando la
bacterizacion con Azospirillum, la
incidencia de estos no ha sido lo su-
ficientemente frecuente. El principal
problema de la mayoria de los ex-
perimentos de campo e invernade-
ro realizados hasta el momento, es
la respuesta inconsistente de la plan-
ta a lainoculacion prescindiendo de
las especies de plantas. Los resul-
tados han sido erraticos y el buen
éxito de los experimentos de cam-
po no puede garantizarse. Publica-
ciones a partir de la literatura de agri-
cultura popular y compafiias comer-
ciales indican que los experimentos
de campo disefiados de forma idén-
tica, conducidos simultaneamente
en similares condiciones ambienta-
les, no producen los resultados si-
milares esperados en el rendimien-
to (27). Para superar esto, se acon-
sejarealizar estudios previos de las
poblaciones microbianas en la
rizosfera, aislar de ella cepas nati-
vas y seleccionar las mas eficaces
sobre la base de la quimiotaxis plan-
ta-bacteria y caracterizar los meca-
nismos de estimulacién posibles.
Todo esto con la finalidad de elabo-
rar un biopreparado eficiente y con
grandes probabilidades de éxito.

MECANISMOS DE ACCION

El principal mecanismo por el
cual Azospirillum influye en el desa-
rrollo y la productividad de las plan-
tas es especulativo y ain motivo de
debate. Algunas explicaciones inclu-
yen: fijacién de nitrdgeno atmosfé-
rico, que contribuye al nitrégeno de
la planta, efectos hormonales que
alteran el crecimiento y metabolis-
mo de la planta, incrementos del
desarrollo, en general, del sistema
radical que provoca un aumento en
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la toma de minerales y agua, activi-
dad nitrato reductasa bacteriana en
la raiz, que incrementa la acumula-
cion de nitrato en plantas inocula-
dasy la teoria aditiva que plantea la
sucesion de cada uno de estos me-
canismos.
Fijacion de nitrégeno. Todas las ce-
pas salvajes de Azospirillum son
capaces de fijar nitrégeno atmosfé-
rico eficientemente, ya sea como
bacteria de vida libre o en asocia-
cién con plantas, ademas de parti-
cipar en varias transformaciones en
el ciclo del nitrégeno. Unido a esto,
seguido de lainoculacion, se obser-
va un incremento en el contenido
total de nitrégeno en retofios y gra-
nos de plantas inoculadas. Por es-
tas razones, la fijacion de nitrégeno
atmosférico fue propuesta como el
primer mecanismo que podia expli-
car el incremento en el desarrollo de
las plantas por Azospirillum (27).
La observacion comdn de un in-
cremento en la actividad nitrogenasa
de raices inoculadas constituyo6 otra
evidencia de que este mecanismo
podia contribuir al balance de nitro-
geno de las plantas, pues se hare-
flejado que la actividad de esta en-
zima, bien documentada, es de
magnitud suficiente para explicar
este incremento si todo el nitrégeno
fijado es incorporado a la planta (36).
Asi tenemos que, por un lado, en
inoculaciones de maiz y trigo se
demostro que del 5-10 % (37) y has-
ta el 18 % (38) del nitrégeno de la
planta era derivado de la fijacion de
N,y que las plantas inoculadas eran
capaces de crecer normalmente con
solo una cantidad parcial del fertili-
zante nitrogenado requerido para un
normal desarrollo. Sin embargo, se
observé que plantas que
incrementaron el rendimiento con la
inoculacién, mostraban una baja o
ninguna actividad nitrogenasay que
de todo el nitrégeno fijado por la
bacteria, menos del 5 % era incor-
porado en el interior de la planta
hospederay estas cantidades incor-
poradas eran insuficientes para ex-
plicar el incremento total en el con-
tenido de nitrégeno observado. A
esto se adicion6 el hecho de que
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altos niveles de fertilizacion
nitrogenada, los cuales inhiben la fi-
jacion de N, no eliminaban la res-
puesta de la planta a la inoculacién
(39). Ante estos resultados contra-
dictorios, la posibilidad de que la fi-
jacion de N, fuera el principal me-
canismo de accion de Azospirillum
comenzd a cuestionarse.

El uso de mutantes Nif, inca-
paces de fijar N, pero que, por otra
parte, son isogénicos con respecto
a las cepas parentales, fue la via
fundamental para distinguir la con-
tribucion a través de la fijacion de
N, de otros efectos de la inoculacion
bacteriana. La inoculacion de cerea-
les con este tipo de mutantes causé
los mismos efectos que las cepas
parentales, lo que demostré que en
la respuesta de la planta intervinie-
ron otros factores ademas de la fi-
jacion de N, (40).

A pesar de estos resultados,
este mecanismo continla siendo
una posibilidad que se pone de ma-
nifiesto en muchas asociaciones de
Azospirillum; la pregunta basica en
cada sistema de inoculacion se en-
cuentra relacionada con la cantidad
de nitrégeno que es aportado por la
bacteria a la planta y en qué condi-
ciones de crecimiento, un factor que
es altamente variable y erréatico (27).
Actividad nitrato reductasa de
Azospirillum en plantas. La actividad
de la nitrato reductasa de Azospirillum
ha sido otro de los mecanismos pro-
puestos, como una alternativa de la
fijacion de nitrdgeno atmosférico
gue mantiene la asimilacién de ni-
trato por la planta hospedera.

Experimentos de dilucién de N*
con mutantes negativos nitrato
reductasa de Azospirillum brasilense
y la cepa salvaje, indicaron que la
actividad de la nitrato reductasa de
esta Ultima favorecio la toma de ni-
trégeno en plantas de trigo. Estos
resultados fueron confirmados por
otros autores, quienes mostraron
gue la incorporacion total de nitro-
geno por el trigo fue significativa-
mente mayor en las plantas inocu-
ladas con las cepas tipo salvaje de
Azospirillum brasilense que en aque-
llas inoculadas con mutantes nega-

tivos nitrato reductasa (41). La ino-
culacion de plantas con Azospirillum
brasilense Sp-245 y su mutante ne-
gativo nitrato reductasa también
confirmd que la cepa mutante es
significativamente menos efectiva
en el incremento del rendimiento
que la cepa parental (42).

Estos resultados constituyen
una evidencia de que el efecto de
algunas cepas de Azospirillum so-
bre su planta hospedera no es sola-
mente via fijacién de nitrégeno (tan-
to la cepa parental como la cepa
mutante poseen esta habilidad), sino
que puede ser debido a un incre-
mento en la asimilacion de nitrato.
La cepa parental ayuda a la reduc-
cion de nitrato en las raices y asi
disminuye su traslocacion hacia las
hojas, mientras que la inoculacion
con la cepa mutante causa una
traslocacion directa y una reduccion
de nitrato en el follaje de la planta.
Esta teoria puede explicar parcial-
mente el incremento en la acumu-
lacién de nitrégeno en retofios, de-
bido a que la habilidad natural para
fijar nitrégeno atmosférico puede
también contribuir al nitrégeno de la
planta unido a la actividad de la ni-
trato reductasa (27).

Efectos hormonales sobre las plan-
tas. En experimentos realizados in
vitro e in vivo, se ha comprobado
gue la aplicacién de hormonas sin-
téticas o naturales reproduce los
efectos de la bacterizaciéon con
Azospirillum sobre la morfologiay el
desarrollo de la raiz; esto nos hace
pensar que se deba a la capacidad
de las bacterias de este género de
producir hormonas. Una de las prin-
cipales hormonas producidas por
Azospirillum es el acido 3 indol acé-
tico (AIA). Otras han sido detecta-
das a bajas concentraciones pero
biol6gicamente significativas, entre
ellas el 4cido indol lactico, &cido 3-
indol butirico (IBA), 3-indol etanol, 3-
indol metanol, compuestos indol no
identificados, 4cido abscisico (ABA),
citoquininas y giberelinas (43, 44).

Adicionalmente, se ha observa-
do que Azospirillum puede producir
grandes cantidades de nitrito, debi-
do a su alta capacidad de reduccion
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desasimilatoria de nitratos, los cua-
les al alcanzar concentraciones de
0.1-2.0 mM pueden producir un
efecto similar al AlA, estimulando el
crecimiento de las raices de varias plan-
tas (16). Existen evidencias que demues-
tran que mutantes hiperproductores de
hormonas provocan efectos mas
pronunciados sobre el crecimiento
vegetal que las cepas tipo salvaje;
ademas, la inoculacién con bacte-
rias de este género cambia la con-
centracioén de hormonas en la plan-
ta inoculada (45).

Se ha visto que el efecto del
4cido indol acético sobre las raices
es efectivo en concentraciones de
10® M, estimulando la elongacion
radicular; sin embargo, a concentra-
ciones de 10°® M esto no sucede
igual. En relacién con esta hormo-
na se postulé que en Azospirillum
existen tres vias biosintéticas para
la producidon de &cido indol acético
(AIA), dos de ellas dependientes del
triptéfano identificadas como la via
3 indol acetamida (IAM) y la del &ci-
do 3-indol pirdvico (IpyA) y una ter-
ceravia, noidentificada, que no usa
al triptéfano como precursor. Hasta
el momento, Azospirillum es la Uni-
ca bacteria para la cual se ha infor-
mado una via de produccion de AIA
no dependiente de triptéfano (46).
Incremento general en el desarrollo
de laraiz, toma de minerales y agua.
La inoculacion de plantas con
Azospirillum ademas de afectar va-
rios parametros radicales también
afecta algunos parametros foliares.
Estos cambios son atribuidos direc-
tamente a los efectos positivos que
tiene la bacteria sobre la toma de
minerales por la planta.

Se sugiere que el mayor ele-
mento implicado es el nitrégeno en
forma de nitrato o amonio. Sin em-
bargo, otros elementos como POAZ',
K*, Fe** y Rb* también juegan un
papel importante en la interacciéon
planta-bacteria (47).

El aumento en la toma de mi-
nerales puede resultar en un incre-
mento en la acumulacion tanto de
materia seca como de minerales en
el tallo y las hojas de la planta. Du-
rante el periodo reproductivo, los
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minerales acumulados pueden ser
transferidos a las partes reproduc-
tivas y finalmente se obtienen ma-
yores rendimientos.

Elincremento en el volumen del
sistema radical ha sido propuesto
como una de las causas que provo-
ca este aumento en la toma de mi-
nerales y no el favorecimiento es-
pecifico de algin mecanismo nor-
mal de toma de iones. Este incre-
mento puede ser explicado por la su-
plementaria combinacién de hormo-
nas de crecimiento en la planta y la
excrecion de nitrito por este micro-
organismo (48).

Una evidencia que confirma el
incremento en la toma de minera-
les por las raices inoculadas es el
aumento en la actividad de flujo de
protones observada en raices de tri-
go inoculadas con Azospirillum (49).
También han sido observadas varia-
ciones en el potencial de membra-
na de células radicales, asi como
cambios en la concentracion relati-
va de fosfolipidos en la membrana
de células de Caupi (50). Todos es-
tos cambios que se producen con
la inoculacién son atribuidos a una
sefial molecular bacteriana no iden-
tificada que es un resultado directo
de lainteraccion planta-Azospirillum
y que no se produce en cultivo
bacteriano o en plantas no inocula-
das (49). Esta sefial es una molé-
cula de pequefio peso molecular
cuya naturaleza quimica se desco-
noce, aunque se ha considerado la
implicacion de un sideréforo tenien-
do en cuenta que Azospirillum es
capaz de incrementar la toma de
hierro por la planta (13).

Ademas de favorecer la toma
de minerales, la inoculacion con bac-
terias de este género mejora los fac-
tores relacionados con el agua y la
conductividad hidrica en plantas so-
metidas a estrés hidrico, ya que se
ha visto que la extraccion total de
humedad del suelo es mayor en plan-
tas que han sido inoculadas (51).

Aunque el aumento en la toma
de agua y minerales juega un papel
vital en la asociacién planta-
Azospirillum al igual que en los ca-
sos anteriores, los datos que se tie-

nen hasta el momento no sustentan
la hipétesis de que este sea el prin-
cipal mecanismo de accidn de esta
bacteria, pues existen evidencias de
que algunas cepas de Azospirillum
brasilense que no provocan un au-
mento en la toma de minerales
incrementan el desarrollo de la plan-
ta (47). Ademas, todavia existen
muchos aspectos por dilucidar,
como por ejemplo, conocer si exis-
te una interrelacion entre las activi-
dades de las membranas de plan-
tas inoculadas y los parametros de
crecimiento; si este fendmeno de-
tectado in vitro también ocurre in
situ, se hace necesario determinar
exactamente la naturaleza quimica
de las sefiales moleculares
involucradas y si diferentes cepas de
Azospirillum y especies de plantas
pueden formar una interaccion que
resulte en cambios en la actividad
de la membrana.

Hipdtesis aditiva. A pesar de que lo
expuesto anteriormente esté basa-
do en evidencias experimentales, no
existen datos cuantitativos que per-
mitan sostener la idea de que uno
de estos mecanismos por si solo sea
el responsable de lainduccion de los
cambios observados en plantas ino-
culadas. Sin embargo, la introduc-
cién de una teoria aditiva es mas
apropiada para describir el efecto de
Azospirillum sobre su planta hospe-
dera. Esta teoria sugiere que pro-
bablemente méas de un mecanismo
participa en esta asociacion, ya sea
simultdneamente o en sucesion. La
suma de sus actividades, en condi-
ciones ambientales apropiadas, re-
sulta en los cambios observados en
el crecimiento de las plantas. Esta
hipétesis puede también explicar los
resultados inconsistentes que se
han obtenido hasta el momento, si
tenemos en cuenta que probable-
mente uno 0 M4s mecanismos son
activados o solamente parcialmen-
te activados, lo que trae como con-
secuencia que sea dificil lograr los
maximos beneficios. Esta hipoétesis
puede permitirnos finalmente
redefinir a Azospirillum como una
"rizobacteria promotora del creci-
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miento vegetal” (PGPR) en lugar de
fijador de nitrdgeno asociativo (52).

COLONIZACION

La colonizacion eficiente de la
raiz constituye el factor mas impor-
tante, cuando nos referimos al efec-
to beneficioso de la asociacion plan-
ta-bacteria (27).

Los andlisis microscopicos de
la interaccién planta-Azospirillum
revelan dos tipos de colonizacion:
una poblacién bacteriana externa
localizada en la capa de mucilago
de la superficie de laraiz y una po-
blacion interna localizada en los es-
pacios intercelulares de la corteza
radical. Aunque las células
bacterianas pueden localizarse en
cualquier parte del sistema radical,
ellas tienen preferencia por el extre-
mo radical, la zona de elongacion y
la zona de los pelos radicales (45).

El proceso de colonizacion co-
mienza con una fase de dispersion,
resultante de la inoculacion artificial
de la bacteria, seguido de un movi-
miento activo de esta hacia la raiz
de la planta hospedera. Esta migra-
cion horizontal en el suelo puede
variar desde unos pocos microme-
tros hasta algunos centimetros y
ocurre en un ambiente de feroz com-
petencia con otros microorganismos
del suelo, que también luchan por
los nutrientes y por los sitios de co-
lonizacion de la raiz de las plantas
en crecimiento (53).

El movimiento de Azospirillum
hacia la planta hospedera es un pro-
ceso activo no especifico determi-
nado por la motilidad bacteriana, que
no depende directamente de la de-
ficiencia de nutrientes, pero que es
una consecuencia de la quimiotaxis
bacteriana no especifica, influen-
ciada por el balance entre atrayen-
tes y posibles repelentes liberados
por la raiz y los niveles subatmos-
féricos de PO, que existen en la su-
perficie radical, debido a la intensa
actividad microbiana y que pueden
guiar a la bacteria hacia un nicho
Optimo para la fijacién de nitrégeno
en la rizosfera (54).
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Posterior a esta migracion ocu-
rre el proceso de absorcion que
consta de dos fases. La primera es
una adhesion rapida, reversible, go-
bernada por compuestos proteicos
y basada principalmente en uniones
fisicoquimicas (i6nicas hidrofo-
bicas), las cuales son usualmente
poco fuertes, no especificas y per-
miten que las células sean facilmen-
te separadas de la raiz (55). La se-
gunda fase es una adhesion irrever-
sible, en la cual la interaccién bac-
teria-superficie forma una malla o
reticulo de sustancias, que unen per-
manentemente la bacteria a la super-
ficie radical. Esta segunda etapa es
mas fuerte y probablemente basada
en polisacaridos de superficie, y pue-
de ser el factor principal en la coloni-
zacion efectiva de la raiz, lo cual con-
tribuye finalmente al crecimiento de
la planta (56).

Aunque no se conoce exacta-
mente el mecanismo de union de
esta bacteria, se ha sugerido que las
lectinas presentes en la superficie
celular interacttan con las lectinas
presentes en la superficie radical de
las plantas (57). Estas han sido impli-
cadas en la asociacion de la bacteria
con plantas de trigo (58). Recientemen-
te se ha propuesto que la carga y la
hidrofobicidad de la superficie celular
bacteriana pueden jugar un papel, qui-
zas pequeiio, en la adsorcion primaria
de Azospirillum (55).

Una vez colonizada la raiz, el
movimiento de la bacteria en el sis-
tema radical y entre plantas vecinas
se convierte en un mecanismo de dis-
persion que incrementa la superviven-
cia de las células de Azospirillum, las
cuales son totalmente dependien-
tes de la presencia de las raices
para sobrevivir, ya que en ausencia
de plantas, la bacteria es fuertemen-
te absorbida en la fraccion arcillosa
y orgénica del suelo, mediante una
interaccion pasiva carga-carga, don-
de el movimiento es extremadamen-
te restringido, aun en presencia del
agua de percolaciéon (57). Esta
interacciéon que se establece entre
las células bacterianas y las parti-
culas del suelo y que esta influida
por la disponibilidad de quimioatra-

yentes y condiciones fisicas y qui-
micas del suelo, es uno de los fac-
tores que afecta la migracion de la
bacteria.

En conclusién, el modo de co-
lonizacion radical por Azospirillum
puede variar, dependiendo de la
cepa bacteriana, las especies de
plantas utilizadas, las condiciones
ambientales y otros factores no iden-
tificados. La interaccion entre todas
estas variables crea diferentes gra-
dos y patrones de colonizacion ra-
dical, diferentes tamafios de pobla-
ciones y diferentes sitios de coloni-
zacion. La colonizacion interna ha
sido demostrada solamente en al-
gunas especies de plantas y es Uni-
ca para ciertas interacciones plan-
ta-Azospirillum.

INTERACCION DE
AZOSPIRILLUM CON OTROS
MICROORGANISMOS
RIZOSFERICOS

Después de su aplicacion al
suelo, las células de Azospirillum
pueden adaptarse rapidamente a las
condiciones siempre cambiantes de
la rizosfera de las plantas, incluidos
los frecuentes cambios en la dispo-
nibilidad de nutrientes y la
interaccién con los microorganismos
indigenas que también compiten por
estos nutrientes. Estas interacciones
pueden ser antagénicas o sinergistas
o del tipo predador presa, donde las
células de Azospirillum pueden ser-
vir como alimento a la micro y macro
fauna siempre deficiente de
nutrientes (27).

La interaccion de Azospirillum
con Rhizobium ha sido una de las
més estudiadas. Diferentes experi-
mentos en campo e invernadero han
mostrado que la inoculacién simul-
tanea de ambos microorganismos
o la adicion de Azospirillum a las le-
guminosas colonizadas naturalmen-
te por Rhizobium, provoca un incre-
mento en la fijacion de N,, mayor
namero de nédulos y por tanto un
incremento de los rendimientos (59,
60). Sin embargo, existen estudios
de laboratorios de inoculacién mix-
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ta donde se han obtenido resultados
contradictorios; por un lado, la apli-
cacion de Azospirillum antes que
Rhizobium incrementa la formacion
de nddulos, ain cuando este ultimo
es aplicado a concentraciones
subdptimas para la formacion de
estas estructuras. Por otro lado, se
han obtenido resultados negativos
de inoculacidon mixta que impiden la
nodulacién del trébol y ocurre espe-
cialmente cuando en la mezcla las
células de Azospirillum sobrepasan
en numero a las células de
Rhizobium (61).

Estos resultados contradicto-
rios indican que la interaccion exac-
ta que se establece entre
Azospirillum y Rhizobium debe ser
bien definida antes de llegar a una
conclusion al respecto, consideran-
do que concentraciones superiores
de Azospirillum impiden el correcto
establecimiento de los rizobios en
los sitios de nodulacion.

Por su parte, la inoculacion mix-
ta Azospirillum-hongo micorrizico
vesiculo arbuscular provoca incre-
mentos significativos en el creci-
miento y contenido de fésforo de las
plantas, lo que puede sustituir com-
pletamente la aplicacién de fertili-
zantes fosféricos y nitrogenados, y
favorecer la infeccion de plantas por
hongos micorrizégenos (62). Sin
embargo, el déficit de informacion
obtenida hasta el momento puede
solamente estimular nuevas inves-
tigaciones sobre esta interaccion.

Otro efecto de sinergismo ha
sido observado cuando al inocular
Azospirillum, la descomposicion de
la paja por bacterias celuloliticas se
ve favorecida. Se ha demostrado
gue la mezcla de estos cultivos
bacterianos, ya sea en cultivo liqui-
do o en el suelo, resulta ser mas efi-
ciente en la descomposicion de la
paja que las bacterias celuloliticas
por si solas. Esta interaccion tam-
bién favorece la fijacion de N, por
Azospirillum. EIl sinergismo que se
establece entre estos microorga-
nismos, puede ofrecer una explica-
cién indirecta para el incremento del
rendimiento por Azospirillum que
ocurre en suelos enmendados con
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paja (63). Similar a la interaccion de
Azospirillum con hongos micorrizégenos
arbusculares, esta interaccion debe
ser primero definida con el objetivo
de evaluar su potencial.

Existen algunos trabajos en la
literatura que hacen pensar en el
género Azospirillum como agente de
control biolégico. En 1992, se encon-
tr6 que una cepa de Azospirillum
lipoferum producia sideroforos, que
inhibian la actividad microbiana en
algunas bacterias y hongos (13). Se
observé, ademas, que la inoculacion
de algunas dicotiledéneas con
Azospirillum brasilense evité el de-
sarrollo de cancer, provocado por
Agrobacterium tumefaciens (64).
También se ha encontrado que al-
gunas cepas de A. brasilense pro-
ducen bacteriocinas que inhiben
cepas de enterobacterias,
estreptococos y algunas bacterias
Gram(-) (65). El nivel poblacional
de Staphylococus sp. decay6
drasticamente al crecer en cultivo
mixto con Azospirillum brasilense Cd
(66). También se demostrd que cua-
tro cepas bacterianas pertenecien-
tes a Azospirillum brasilense, aisla-
das de un suelo sembrado con sor-
go, limitaron la germinacion de la
planta parasita Striga hermonthica
(2). Se ha comprobado, ademas, en
diferentes experimentos que
Azospirillum es capaz de inhibir el
crecimiento de hongos como
Fusarium y Rizoctonia (67).

Las referidas interacciones re-
presentan solamente una pequefia
fraccion de las interrelaciones de
Azospirillum con otros microorganis-
mos rizosféricos. Las interacciones
con especies comunes, indigenasy
predominantes de Pseudomonas,
Azospirillum y poblaciones de
Bacillus (10-6-10-9 ufc/g) han sido
escasamente estudiadas. Teniendo
en cuenta que la poblacion de
Azospirillum se ha estimado que re-
presenta del 1 al 10 % de la pobla-
cion rizosférica total (44), su super-
vivencia puede verse afectada por
la presencia de muchas otras espe-
cies de bacterias y esto debe ser
considerado cuando Azospirillum es
aplicado al suelo.

GENETICA E
INMUNOLOGIA

A pesar de que las investiga-
ciones genéticas en Azospirillum
constituyen el talon de Aquiles de
este sistema, muy poco se conoce
de la genética de esta bacteria rela-
cionada a su asociacion con las
plantas (68). Desafortunadamente,
la mayoria de las publicaciones es-
tan relacionadas con la habilidad
que tiene la bacteria para fijar N, y
especificamente con los genes es-
tructurales de la nitrogenasa (69).

De las seis especies conocidas,
Azospirillum brasilense es la méas
documentada en términos de
genética y regulacion de la fijacién
de nitrégeno. Han sido caracteriza-
das varias vias regulatorias y genes
estructurales, que incluyen nifA,
ntrBC, ginA, gIinB y rpoN entre otros.
La regulacién de sus expresiones ha
sido estudiada en estado de vida li-
bre y en asociacion con trigo. (70, 71).

Las principales dificultades en
los andlisis genéticos de Azospirillum
son el déficit de mutantes, unido a
la carencia de sistemas indigenas
de recombinacién genética (conju-
gacion o transduccion). Para elimi-
nar esta ultima barrera, muchos es-
tudios han usado la ventaja que tie-
ne Azospirillum de almacenar
plasmidos secretos. Aunque no
existe uniformidad entre los patro-
nes de los plasmidos en diferentes
especies, se asume que estos co-
difican para funciones relacionadas
con la asociacion planta-bacteria, al
igual que los de Rhizobium. Un ana-
lisis genético detallado del
megaplasmido p90 revela, entre
otros genes, la presencia de nume-
rosos genes involucrados en la fla-
gelacion de Azospirillum (72).

Una via alternativa ha sido el
uso de la mutagénesis con
tramposon sitio dirigido, a través de
la cual se han obtenido diferentes
tipos de mutantes que han facilita-
do los estudios relacionados con
esta asociacion (73). A pesar de que
esta técnica es una poderosa herra-
mienta en los analisis genéticos de
Azospirillum, alin no existe un cono-
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cimiento suficiente que permita
mejorar la tecnologia de inoculacion
de esta bacteria.

Los estudios inmunolégicos
sobre Azospirillum constituyen una
de las areas a las que menos aten-
cién se les ha brindado en la inves-
tigacion de esta bacteria (74). La li-
teratura relacionada revela que a pe-
sar de que existen muy pocos estu-
dios utilizando anticuerpos
policlonales especificos; estos pue-
den ser usados con buen éxito en
los estudios de la rizosfera para la
deteccidon y enumeracion de
Azospirillum. Ademas, se evidencia
el desarrollo de varias investigacio-
nes encaminadas a ampliar el co-
nocimiento existente acerca de los
antigenos presentes en este géne-
ro. Al respecto, han sido encontra-
dos antigenos especificos de
Azospirillum brasilense Cd en los
exopolisacaridos y en los diferentes
tipos de flagelos (75). Las células de
Azospirillum han sido identificadas
cualitativamente en la rizosfera por
técnicas de anticuerpos fluorescentes
(76), peroxidasa-antiperoxidasa, y
por otras técnicas inmunoldgicas
(10). Azospirillum brasilense Cd ha
sido cuantificado especificamente
en larizosfera de varios cereales por
enzayos inmuno-enzimaticos direc-
tos y de competicion (ELISA) y por
ensayos utilizando el complejo
avidina-biotina incorporado a las téc-
nicas ELISA (77). La precisién y uti-
lidad de las técnicas inmunoldgicas
demuestran que son una herramien-
ta practica esencial en la investiga-
cion de la rizosfera, a pesar de la
falta de conocimiento inmunolégico
béasico acerca de Azospirillum.

INOCULANTES Y SUS
APLICACIONES

Las diferentes formulaciones
del género Azospirillum, indepen-
dientemente de su forma de aplica-
cion y su modo de accion sobre la
planta, son denominadas inoculantes.
El término biofertilizante no es
apropiado (15).

Medio de cultivo. Teniendo en cuen-
ta la informacién que esté reflejada
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en la literatura, es obvio que no exis-
ten limitaciones para obtener culti-
vos de Azospirillum con altas con-
centraciones celulares (5x10° a
2x10% ufc mlI*). El medio mas co-
munmente usado con este propdsi-
to es el NFb con NH,Cl o una modi-
ficacion. La adicion de sustancias
promotoras del crecimiento (extrac-
to de levadura) y modificaciones en
las concentraciones de nitrdgeno en
el NFb pueden incrementar el creci-
miento. Algunos investigadores
enfatizan en la importancia del nu-
mero de células del indculo, pero no
de su estado fisioldgico, lo que pro-
voca la existencia de diferencias en
cuanto a la fase de cultivo emplea-
da. Asi, la mayoria de los laborato-
rios utilizan las fases de cultivo
logaritmica o logaritmica tardia, con
periodos de fermentacion de 30-72 h.
Otros laboratorios prefieren cultivos
de 10-15 dias en la fase estaciona-
ria. El objetivo es obtener estructu-
ras celulares que tengan ventajas de
supervivencia, materiales de reser-
va y acumulacién de sustancias
promotoras del crecimiento.

Han sido publicadas también
respuestas positivas a la inocula-
cidn, sin hacer referencia a la meto-
dologia de fermentacion utilizada, lo
gue hace imposible determinar qué
método de fermentacion es mejor.
Es necesario hacer estudios mas
detallados para evaluar el efecto del
estado fisiologico de la célula en la
formulacion del inoculante con res-
pecto a la supervivencia en el por-
tador, sobre la semilla, colonizacion
de larizosferay la cuantia de lares-
puesta de la planta. El papel que
puedan desempefiar sobre el creci-
miento de la planta y los metabolitos
secundarios acumulados en el me-
dio esta siendo investigado en con-
diciones controladas (15).
Portadores y formulaciones. Los
problemas de la supervivencia de
Azospirillum en los inoculantes ha
sido examinada en portadores como
turba, vermiculita, alginato, formu-
laciones liquidas y otros (78). Actual-
mente, el método méas simple de
inoculacién es por aplicacion de la
bacteria en una suspension liquida,

ya sea directamente en el suelo o a
la semilla. Esta técnica ha sido em-
pleada en numerosos experimentos
de campo e invernadero, pero para
bacterias como Azospirillum, que
sobrevive poco en el suelo, estas
formulaciones estan en desuso, de-
bido a que no proporcionan un am-
biente seguro para el microorganis-
mo (79). Procedimientos mas
confiables usan varios portadores
orgénicos. El mejor resultado del
rendimiento ha sido obtenido a par-
tir de suspensiones de turba aplica-
das por goteo en el interior del sur-
co de siembra o por esparcimiento
de inoculantes de turba granular en
el momento de la siembra. Estos
inoculantes practicos no poseen al-
gunos de los requerimientos de un
buen inoculante, debido a la libera-
cion incontrolada de la bacteriay a
varias dificultades técnicas, lo que
probablemente provoca la obtencion
de resultados inconsistentes en el
rendimiento. La utilizacion de
formulaciones encapsuladas, princi-
palmente las que emplean alginato
como material para la encapsulacion
de los microorganismos, supera al-
gunos de los problemas de los
inoculantes liquidos y de turba, y
cumple muchos de los requerimien-
tos para un buen inoculante practi-
co. Es seco, sintético, simple de
usar, uniforme, biodegradable por
los microorganismos del suelo, no
toxico a la naturaleza, contiene una
gran poblacién bacteriana uniforme,
permite una liberacion lenta de la
bacteria por periodos prolongados
y puede ser producido a gran esca-
la. Sin embargo, aunque se ha
demostardo que de todos los mate-
riales evaluados, el alginato consti-
tuye el mas promisorio, la limitada
informacion publicada sobre la apli-
cacion de estos inoculantes en la
agricultura y las posibles deficien-
cias, como por ejemplo su alto pre-
cio comparado con la turba, no per-
mite predecir si el alginato podra en
un futuro sustituir a la turba en la in-
dustria de la inoculacion; por tanto,
el desarrollo de inoculantes avanza-
dos es la tarea mas importante en la
aplicacion futura de Azospirillum (79).
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CONSIDERACIONES

A pesar de la gran cantidad de
datos acumulados sobre Azospirillum
durante los ultimos 20 afios, el co-
nocimiento acerca de este sistema
de asociacion es demasiado limita-
do para asegurar una interaccion
positiva consistente entre la bacte-
riay la planta, que permita la explo-
tacion comercial de la tecnologia de
inoculacion.

Sin embargo, durante la Gltima
década se ha demostrado, que esta
bacteria es capaz de incrementar el
rendimiento de cultivos agricolas
importantes en diferentes suelos y
regiones climéticas usando diferen-
tes cepas y especies de plantas y
gue aunque complejo, este sistema
presenta potencialidades para la
explotacion agricola.

Se sugiere que la direccion en
la cual debe encaminarse la investi-
gacion con Azospirillum, para apro-
vechar el potencial completo de esta
asociacion, es hacia el entendimien-
to basico de los componentes fun-
damentales del sistema y menos
hacia la experimentacion a escala
de campo. Esto puede lograrse rea-
lizando investigaciones sobre la
ecologia microbiana, genética y
bioquimica de este microasociado,
tecnologia para su aplicacién, asi
como la imbricacién del empleo del
biopreparado en la fitotecnia de los
cultivos.
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