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RESUMEN

Las rizobacterias del género Azotobacter se han estudiado ampliamente por su
capacidad de realizar la fijacion biolégica de nitrégeno, producir polibeta-
hidroxibutirato (PHB) y alginatos los cuales son aplicados en diversas areas como
la agricultura y en algunos procesos industriales. Estas rizobacterias ademas
pueden producir una gran diversidad de otros metabolitos secundarios como
sideréforos, 1l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, acido

cianhidrico (HCN), exopolisacaridos (EPS), y biosurfactantes entre otros.

Debido al dafio ambiental provocado por las diversas actividades antropogénicas se
ha incursionado en el estudio de formas de remediar el dafio en los ecosistemas de
manera ecolégica y eficaz, como el uso de bacterias tales como Pseudomonas
putida y Pseudomonas fluorescens que a través de la biosintesis de diversos
compuestos llevan a cabo la biorremediacién. Las especies de Azotobacter poseen
una gran versatilidad metabdlica y el potencial para realizar procesos de
biorremediacion de sitios contaminados por metales pesados y otros compuestos
xenobidticos, perfilando a este género como una alternativa para el desarrollo de

herramientas biotecnoldgicas.

El objetivo de este trabajo fue recopilar la informacién de los metabolitos
secundarios producidos por Azotobacter vinelandii, Azotobacter chrococcum vy
Azotobacter salinestris con la capacidad de participar en los procesos de
remediacion y con el potencial para su aplicacién biotecnolégica, lo cual se realizé
mediante el analisis y comparacion de articulos cientificos en los que se detallaba
la actividad de estos compuestos. Con esto se logré compilar los trabajos y
estructurar tablas en las que se evidencia la produccion cualitativa o cuantitativa de
EPS, biosurfactantes, sideroforos, alquilresorcinoles, HCN, ACC desaminasa, acido
indol acético (AIA) y la solubilizacién de fosfatos ademas de la produccién de otros
metabolitos como la, melanina, y la produccién de hidrogeno (Hz), asi como la
biopelicula, donde se mostro las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos

y su posible aplicacion para llevar a cabo biorremediacion, promocion del




crecimiento vegetal, proteccién contra fitopatdogenos y la generacién de energia

renovable.

El analisis de la capacidad de Azotobacter para producir estos metabolitos
secundarios fue en la mayoria de los casos similar o superior comparando a otros
géneros productores, que han sido ampliamente utilizados en los procesos de
biorremediacion como son Pseudomonas y Bacillus. Se evidencié que la habilidad
de Azotobacter para producir estos metabolitos, perfila a este género como una
importante herramienta biotecnolégica, y un modelo prometedor en los procesos de

biorremediacion de metales pesados y de otros xenobioticos.




1. INTRODUCCION
1.1 CARACTERISTICAS DEL GENERO Azotobacter

Este género fue descrito por primera vez en 1901 por Beijerinck (Mankar et al.,
2020). Azotobacter pertenece a la familia de la Pseudomonadaceae/
Azotobacteraceae y a la clase Gammaproteobacteria (Das, 2019). Los miembros de
este género son bacterias Gramnegativas, aérobicas, heterotréficas de vida libre
(Gawuri et al., 2009) no simbidticas, generalmente estan presentes en suelos neutros
o ligeramente alcalinos y abundantes en la rizosfera y la filésfera (Gauri et al., 2009).
Son de naturaleza mesofilica, pero pueden desarrollarse a una temperatura minima
de 0 °C y a una maxima de 40-45 °C y su pH 6ptimo es de entre 7 a 7.5 aunque
puede desarrollarse entre 4.5y 9 (Mankar et al., 2020). Estos organismos suelen
ser méviles y pleomdérficos, las células jovenes presentan una forma alargada y
ovalada que pueden encontrarse solas, en pares o en cadenas de seis a ocho
células (Page & Shivprasad, 1991) varia segun el estado fisiolégico y las
condiciones de crecimiento (figura 1) (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Algunas
especies como A. chroococcum, A. vinelandii y A. salinestris producen dos
pigmentos de color que van desde amarillo a verde caracterizados como sideroforos

y uno marrén o negro pardusco identificado como melanina (Das, 2019).
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Figura 1. Azotobacter salinestris con tincién negativa (Page & Shivprasad, 1991)




El género comprende siete especies, estas se han integrado al género de acuerdo
a la fecha de su aislamiento y caracterizacion: A. chroococcum, A. vinelandii, A.
beijerinckii, A. nigricans, A. paspali, A. armeniacus y A. salinestris (Mankar et al.,
2020).

Las especies de Azotobacter se caracterizan por ser benéficas con diversas
especies de plantas, y se han incluido en el grupo de las Rizobacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (por sus siglas en inglés PGPR). Este grupo bacteriano se
caracteriza por promover el crecimiento de las plantas mediante la sintesis de
fitohormonas, la fijacion de nitrdgeno (Noar & Bruno-Barcena, 2018), la
solubilizacion del fosfato, la mejora de la disposicion de los nutrientes, la produccion
de sideroforos, antibidticos (Rubio et al., 2013; Chennapa et al., 2018), enzimas
liticas y la degradacién de las toxinas patégenas entre otros (Romero-Perdomo et
al., 2017; Surendirakumar et al., 2019). Asi mismo, la presencia de Azotobacter spp.
ha demostrado ser util como indicador de la salud del suelo y el medio ambiente
(Mankar et al., 2020). Mas aun, las cepas de Azotobacter junto con hongos
micorricicos arbusculares actian de manera sinérgica como promotores del
crecimiento de una gran variedad de cultivos como la lechuga (Lactuca sativa)
(Nadeau et al.,, 2018), cebolla (Allium cepa), naga king (Capsicum chinense)
(Surendirakumar et al., 2019) y hierba desho (Pennisetum pedicellatum)
(Chennappa et al., 2018) ya que estas rizobacterias actian como auxiliares en la

desarrollo y funcién de las micorrizas (Kumar Bhuyan et al., 2015).

Las especies del género Azotobacter son diazé6trofas de vida libre (Nadeau et al.,
2018) en las especies A. chroococcum y A. vinelandii esta capacidad de fijar
nitrogeno ha sido ampliamente estudiada debido a la facilidad de cultivarlas
(Chennappa et al., 2018). Los estudios en Azotobacter han ayudado a comprender
la genética y bioquimica de la produccion de gas hidrogeno (Xu et al., 2017). A.
chroococcum de hecho fue el primer microorganismo caracterizado como aerobico
no simbidtico capaz de fijar nitrégeno (Mankar et al., 2020). Azotobacter fija

nitrdgeno en un ambiente microaerofilico y es capaz de adaptarse a condiciones




aerdbicas (Page & Shivprasad, 1995). Esta aeroadaptacion puede ocurrir en

ausencia de la actividad de la catalasa y la peroxidasa (Page & Shivprasad, 1991).)

También, se han generado una gran variedad de estudios sobre la produccion de
PHB por algunas cepas de Azotobacter, donde el PHB se produce en cantidades
relativamente altas, cuando la bacteria es cultivada en sustratos baratos, este
metabolito es de gran interés debido a su potencial para la creacion de recipientes
de plasticos biodegradables (Chennapa et al., 2018). De igual manera el alginato ha
sido muy estudiado por su papel en la formacién de los quistes de Azotobactery su
interés biotecnolégico (Galindo et al., 2007). Estas bacterias también han sido
modelos de estudio para la produccién de sideréforos y su participacion en la

promocion del crecimiento vegetal (Chennapa et al., 2018).

1.1.1 Azotobacter chrococcum
Esta fue la primera especie descrita del género Azotobacter por Beijerinck en 1901

(Mankar et al., 2020). A. chrococcum es la especie mas comunmente aislada de
este género y se encuentra en suelos de todo el mundo (Page & Shivprasad, 1991).
Estas bacterias son de vida libre, diazotrofas y mejoran el crecimiento de las plantas
mediante diversos mecanismos de promocion del crecimiento vegetal (Sharma et
al., 2020). Algunos de estos mecanismos son la produccion de fitohormonas como
auxinas y citoquinas, produccion de sideroforos, su actividad amino-ciclo-propano
carboxil desaminasa (ACC desaminasa) y la solubilizacion de fosfatos lo que le
permite remplazar parcialmente el uso de fertilizantes quimicos en la agricultura
(Van Oosten et al., 2018). A. chrococcum presenta dos tipos de nitrogenasas para
la fijacién biologica de nitrégeno: la molibdeno nitrogenasa, que es la mas
convencional y una nitrogenasa alternativa con vanadio (Kumar Bhuyan et al.,
2015). Esta especie se desarrolla en ambientes con un pH maximo de 8.0, pasado

ese rango presenta dificultades en su crecimiento (Chennappa et al., 2018).

1.1.2 Azotobacter salinestris
Azotobacter salinestris secreta grandes cantidades de acido indol acético (AlA),

este metabolito altera mecanismos intrinsecos de la planta que promueven el
crecimiento vegetal (Ahmed et al., 2020). A. salinestris tienen una estrecha relacion
filogenética con A. vinelandii y A. chrococcum.
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A. salinestris comparte numerosas caracteristicas con A. chroococcum; sin
embargo, estas dependen del sodio (Na*) para crecer (Page & Shivprasad, 1991).
Ademas, A. salinestris posee una actividad catalasa baja y una alta sensibilidad al
peroxido de hidrogeno (H202) (Page & Shivprasad, 1995). Esta bacteria es capaz
de sobrevivir hasta 45°C, pero su temperatura éptima para desarrollarse es de 35°C.
A diferencia de A. chroococcum que es capaz de sobrevivir a un pH de 9.0
(Chennappa et al., 2018).

1.1.3 Azotobacter vinelandii
A. vinelandii es una bacteria de vida libre (Setubal et al., 2009), aerobio obligado

usado como modelo del estudio para la capacidad de fijar nitrdgeno de manera
aerobica, la fisiologia microbiana, la respiracion, produccién y asimilacién de
hidrogeno entre otros (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Se encuentra en suelos de
todo el mundo y se ha estudiado por mas de 100 afios en buena parte por su

metabolismo de nitrdgeno y su interés en la agricultura (Setubal et al., 2009).

A. vinelandii es un modelo préactico para el estudio de la fijacion de nitrégeno y las
nitrogenasas (Noar & Bruno-Béarcena, 2018). Esta bacteria presenta la peculiaridad
de poseer los tres tipos de nitrogenasas que presentan diferentes subunidades y
cofactores metalicos que corresponden a la nitrogenasa de molibdeno, la
nitrogenasa de vanadio y la nitrogenasa de hierro (Setubal et al., 2009). Estas
nitrogenasas pueden sustituirse entre ellas para permitir el crecimiento en ausencia

de alguno de estos metales (Noar & Bruno-Barcena, 2018).

1.2 HABITAT
Las especies del género Azotobacter pueden encontrarse en suelos neutros a

alcalinos, en la rizosfera de las plantas y en cuerpos de agua dulce en todos los
continentes independientemente del clima presente (Das, 2019). Las especies de
este género se han encontrado en la rizosfera de varias plantas como el maiz, cafia
de azucar, trigo, arroz, hortalizas entre otros (Gauri et al., 2009; Rubio et al., 2013;
Mankar et al., 2020). Las especies A. chroococcum y A. vinelandii son comunes en
suelos tropicales y de manera general las especies de este género suelen

encontrarse en suelos fértiles (Aasfar et al., 2021).
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1.3 ENQUISTAMIENTO

Las bacterias del género Azotobacter poseen la capacidad de entrar en una etapa
de vida latente llamada quiste (Gawin et al., 2020). Algunas especies de Azotobacter
sufren alteraciones morfoldgicas en el proceso de enquistamiento (Herter et al.,
2011). La estructura depende de las condiciones del cultivo y la concentracion de

oxigeno ambiental (Gawin et al., 2020).

Diversas condiciones ambientales como la desecacién, calor, luz ultravioleta, déficit
nutricional, o disponibilidad de iones metélicos inducen el proceso de formacion de
quistes (Herter et al., 2011). El ion calcio (Ca) también actia como un inductor del

enquistamiento de las células (Pal Saha et al., 2014).

En la forma de quiste las bacterias estan encerradas en una capsula compuesta por
varios biopolimeros (Gawin et al., 2020). Los quistes presentan una forma esférica
compuesta por un cuerpo central y una cubierta constituida por dos capas la intina
y la exina (figura 2)( (Aasfar et al., 2021). Los quistes se forman en medios libres de
nitrogeno y presentan granulos intracelulares de polibeta-hidroxibutirato (PHB),

lipidos y polifosfato (Li et al., 1991).

El enquistamiento es un proceso ciclico de diferenciacién celular, en este surgen
células modificadas que comprenden un cuerpo central con PHB rodeado por una
pared y una membrana de tres capas (Herter et al.,, 2011). Ademas del PHB el
alginato también esta implicado en la estructura del quiste y en el proceso de
enquistamiento, este alginato forma una capa protectora (Noar & Bruno-Barcena,
2018). Los alginatos que contienen bloques de acido gulurdnico son necesarios para
la viabilidad de la célula, porque forman parte de la capa del quiste (Gawin et al.,
2020).

12
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Figura 2. Micrografia electronica de la formacion de quiste en A. vinelandii se sefialan la
intina (in) y la exina (ex) (Funa et al., 2006)

La capacidad de las bacterias de formar quistes les confiere resistencia a la luz
ultravioleta, los ultrasonidos, la desecacion, la irradiacion gama y solar (Aasfar et
al., 2021). Los quistes producidos por las cepas de Azotobacter han sido estudiados
ampliamente debido a su capacidad de tolerar la desecacion (Martinez-Ortiz et al.,
2020) y ademas esta estructura les permite sobrevivir al menos 10 afios en el suelo
seco y por tanto podria funcionar como una manera de distribuir estas bacterias en

el suelo con fines biotecnoldgicos (Noar & Bruno-Barcena, 2018).

1.4 CARACTERISTICAS DEL GENOMA: POLIDIPLOIDIA

Hasta el momento estan disponibles los genomas de cuatro especies del género
Azotobacter en las bases de datos de la plataforma del del Centro Nacional para la
Informacién Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés): el de A. vinelandii, A.
chroococcum, A. salinestris y A. beijerinckii. De A. vinelandii se registr6 el
ensamblaje del genoma completo de 3 cepas que son: A. vinelandii CA
(NC_021149.1), A. vinelandii CA6 (NC_021150.1) y A. vinelandii DJ
(NC_012560.1), para A. vinelandii DSM 279 (PRJEB17910) se ha publicado la mitad
del genoma y una cuarta parte de A. vinelandii NBRC 13581 (PRJDB1080). EI
tamafo del genoma de las cepas de esta especie va desde 5.17 a 5.48 Mb y su
GC% es de 65.64 en promedio.
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Para A. chroococcum se anotaron 3 genomas completos: el de A. chroococcum B3
compuesto por un cromosoma (NZ_CP011835.1) y 3 plasmidos pacX50dB3a
(NZ_CP011837.1), pacx50dB3b (NZ_CP011838.1) y pacX50fB3
(NZ_CP011836.1), el de A. chroococcum HR1 compuesto por un cromosoma
(NZ_CP066310.1) y 4 plasmidos (NZ_CP066311.1, NZ_CP066312.1,
NZ_CP066313.1, NZ_CP066314.1), y el de A. chroococcum NCIMB 8003 con un
cromosoma (NZ_CP010415.1) y 6 plasmidos pAcX50a (NZ_CP010416.1),
pAcX50b  (NZ_CP010417.1), pAcX50c  (NZ_CP010418.1),  pAcX50d
(NZ_CP010419.1), pAcX50e (NZ_CP010420.1) y pAcX50f (NZ_CP010421.1).
También se tiene el registro de la mitad del genoma de las cepas ATCC 9043
(PRINA523901), DSM 2286 (PRJNA520333), P207 (PRJNA523901), P204
(PRJINA523901) y P205 (PRINA523901) y solo una cuarta parte del genoma de las
cepas W5 (PRINA610299) y P208 (PRINA539873). El tamafio del genoma de estas
cepas va de 4.62 a 5.19 Mb y su GC% es de 66.23.

En A. beijerinckii se ha registrado la mitad del genoma de las cepas DSM 378
(PRJEB16980), DSM 1041 (PRJEB16809), DSM 282 (PRJEB17088) y DSM 381
(PRJEB17433), y se tiene una cuarta parte de las cepas DSM 373 (PRJEB16790)
y SZUA-532 (PRINA385762). El tamafio del genoma anotado hasta el momento de
estas cepas oscila de 4.91 a 5.08 Mb y su GC% es de 65.2%. Finalmente A.
salinestris presenta un genoma de 5.29 Mb con un GC% de 65.59 y esta
conformado por un cromosoma (NZ_CP045302.1) y dos plasmidos: el plasmido
(NZ_CP045303.1) y un segundo plasmido (NZ_CP045301.1).

El genoma de A. chroococcum NCIMB 8003 presenta 4628 genes de los cuales
3048 muestran 65% de identidad con los genes de A. vinelandii. A pesar de que en
Azotobacter se tiene toda esta informacién sobre el genoma no se ha incursionado

sobre el estudio de pan genoma y el Core genoma (Robson et al., 2015).

A. vinelandii DJ tiene un cromosoma de 5365318 pb y no presenta plasmidos, el
porcentaje de G+C es de 65,7% y su genoma presenta 5051 genes (Setubal et al.,
2009). El genoma de las especies del género A. vinelandii comprende multiples

copias de su cromosoma (Das, 2019). En un medio rico las células recién divididas
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tienen una o pocas copias de su cromosoma, pero en la fase exponencial tardia
presentan 10 a 50 copias 0 mas (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Por otra parte, los
genes nifH, nifD y nifK que codifican la proteina Fe o dinitrogenasa reductasa, la
subunidad a de la proteina molibdeno-hierro (Mo-Fe) y la subunidad 3 de la proteina
Mo-Fe respectivamente estdn presentes en aproximadamente 80 copias en el

genoma durante la fase inicial de crecimiento estacionario (Das, 2019).

Algunos de los genes que codifican para proteinas potenciales muestran una mayor
identidad con especies del género Pseudomonas (Robson et al., 2015). De hecho
A. vinelandii y Pseudomonas stutzeri A1501 el 46 y el 56% de sus genes
codificadores de proteinas (Setubal et al., 2009). Los genes de mantenimiento de
A. chroococcum, atpD, rpoB y trpB, presentan el 80-98% de identidad con varias
especies de Pseudomonas mientras que para el gen inflB presenta una identidad
del 75%. Esto nos muestra que Azotobacter comparte clado con las especies de
Pseudomonas especificamente con P. fluorescens y P. putida que comparten el
sesgo en el uso de codones, poseen un perfil de hidrofobicidad similar en los
productos de los genes de mantenimiento (atpD, rpoB, infB y trpB ) y ndamero
efectivo de codones (Nc) (Saha et al., 2019).
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2. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES

La biorremediacion es una tecnologia que emplea organismos como las plantas,
hongos y microorganismos con el fin de recuperar sitios contaminados. Uno de los
procesos mas comunes es la fitorremediacion, la cual es el proceso de
descontaminacion que hace uso de plantas (Chibuike & Obiora, 2014). Diversos
factores bidticos pueden afectar el desarrollo de las plantas y por ende provocar una
reduccion en la eficiencia de la fitorremediacion al disminuir el crecimiento y la
absorcion de contaminantes. Los microorganismos rizosféricos ayudan a la planta
a hacer frente a diversas fuentes de estrés que puedan afectar el proceso de

fitorremediacion (Manoj et al., 2020).

Recientemente el conocimiento sobre las interacciones planta-microbios en suelos
contaminados ha aumentado el interés en su posible uso en procesos de
biorremediacion. Por decir, en la biorremediacion de sitios contaminados por
metales pesados, la aplicacibon de microorganismos puede alterar la
biodisponibilidad de los metales y su movilidad ayudando a la absorcion de metales
por las plantas (Jing et al., 2007). Los microorganismos pueden ayudar de manera
directa al proceso de fitorremediacion a través de la translocacion de metales y su
disponibilidad en la rizosfera; también de manera indirecta, las bacterias les
confirieren a las plantas tolerancia ante la presencia de los metales y mejoran su

crecimiento (Manoj et al., 2020).

Algunos microorganismos a través de la produccion de sideroforos, acidos
organicos, biosurfactantes y sustancias poliméricas extracelulares influyen en la
absorcién de los metales por las plantas, en la movilizacion y la biodisponibilidad de
estos en el medio (Rajkumar et al., 2012). Algunos microorganismos, ademas, por
si mismos tienen la capacidad de reducir, absorber, capturar y transformar los
compuestos contaminantes (Manoj et al., 2020). El uso de microorganismos
capaces de tolerar y degradar contaminantes como los metales pesados
representan una forma eficaz de biorremediacion (Ojuederie & Babalola, 2017).

Bacterias como Bacillus subtilis, Pseudomonas putida y Enterobacter cloacae son
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usadas para los procesos de biorremediacion del cromo (Cr) para pasar de Cr (VI)
a Cr (lll) gue es menos toéxico, siendo que estas estimulan la extraccion de metales
del suelo (Chibuike & Obiora, 2014). Adicionalmente se ha documentado la
utilizaciéon de diversos microrganismos como Flavobacterium, Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Nocardia, Aspergilusniger, Pleurotusostreatus y Azotobacter
en los procesos de biorremediacion de los cuerpos de agua y los suelos
contaminados por metales pesados, hidrocarburos, entre otros (Gurikar et al., 2016).
Asi mismo, estos podrian remplazar a los métodos convencionales de remediacion,
los cuales hacen uso de quimicos que pueden tener efectos secundarios nocivos

en el ambiente y en la salud de las personas.

Para su utilizacion en lugares altamente contaminados se han utilizado diversas
estrategias: Dependiendo del sitio de origen; la utilizacion de microorganismos
autoctonos y foraneos; y aquellos microorganismos modificados genéticamente.
Dentro de los primeros, los microorganismos autdéctonos no necesitan de
seguimiento, mientras que los segundos si necesitan seguimiento para asegurar su
crecimiento en el sitio de implantacion(Ojuederie & Babalola, 2017). Por su parte,
mediante la aplicacion de la ingenieria genética es posible potenciar el metabolismo
de biodegradacion de los microorganismos y permitir su uso a largo plazo. De
hecho, Pseudomonas aeruginosa (NRRLB-5472) y Pseudomonas putida (NRRLB-
5473) son cepas modificadas genéticamente y patentadas que son usadas en

procesos de biorremediacion (Verma & Kuila 2019).

Algunos microorganismos como Pseudomonas pueden promover el crecimiento de
las plantas a través de la produccion de fitohormonas, solubilizacion de fosfato y la
enzima amino-ciclopropano-carboxilato desaminasa (ACC desaminasa) lo cual le

brinda a la planta resistencia al estrés ambiental (Rajkumar et al., 2012).

En un trabajo previo Sumbul y colaboradores (2020) destacan la importancia de la
aplicacion de Azotobacter como un potencial elemento en el desarrollo de un
sistema agricola sostenible ya que promueve el crecimiento de las plantas a traves
de varios mecanismos como la fijacion de nitrdgeno, la produccion de hormonas del

crecimiento como acido indol acético y la liberacion de sideroforos.
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Asimismo, estas caracteristicas ayudan a mantener la fertilidad del suelo, facilitan
el acceso del hierro a las plantas, muestran actividades anti fitopatdogenas y en
general mitigan diversas fuentes de estrés permitiendo el desarrollo de las plantas.
Ademas, Azotobacter es capaz de disimilar una gran variedad de sustratos por lo
cual puede ser de utilidad en la biorremediacion de sitios contaminados por petroleo,
metales pesados, compuestos aromaticos, fenoles entre otros (Gurikar et al., 2016).
Estas caracteristicas demuestran el papel de Azotobacter como un biofertilizante

eficiente y un microorganismo biorremediador.

2.2 NITROGENASA

La nitrogenasa es una proteina constituida por dos complejos una dinitrogenasa
enzimaticamente activa y una dinitrogenasa reductasa (DNR) (Sippel et al., 2017).
Esta enzima requiere de ATP y un entorno anaerébico para mantener la actividad
catalitica (Das, 2019). La dinitrogenasa reductasa es una sola unidad codificada por
el gen vnfH, mientras que la dinitrogenasa esta constituida por lo menos de dos
subunidades (a y B) que forman un tetrdmero (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Cada
subunidad de la dinitrogenasa tiene un peso molecular promedio de 56 kDa mientras
gue las subunidades de dinitrogenasa reductasa tienen un peso molecular de 34kDa
(Das, 2019).

La nitrogenasa se encuentra en el citoplasma, no asociada con la membrana celular
y constituye aproximadamente el 10% de la proteina celular total cuando las células
fijan nitrogeno (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Esta enzima es la responsable de
catalizar la reduccion del nitrdgeno atmosférico (N2) a amoniaco (NH3) (Mankar et
al., 2020). La reaccion es:

N2 + 8H* + 8e~ + 16Mg-ATP — 2NHs + H2 + 16Mg-ADP + 16Pi

El proceso de fijacion biolégica de nitrégeno aumenta la disponibilidad de nitrégeno
soluble en el suelo haciéndolo disponible para otros organismos como las plantas
(Romero-Perdomo et al., 2017). Mediante un proceso de transferencia de electrones
el nitrogeno se convierte en una molécula de amoniaco (Mankar et al., 2020). El
proceso comienza con la transferencia de un electrén desde un portador de

electrones hacia la dinitrogenasa reductasa. Posteriormente este electron se
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transfiere a la dinitrogenasa donde se une una molécula de nitrégeno (N2). Esto se
repite al menos siete veces dando como resultado la adicién de seis electrones y
protones a la molécula de N2 y la reduccion de dos protones a una molécula de Hz
(Noar & Bruno-Barcena, 2018). La transferencia de electrones de la dinitrogenasa
reductasa a la dinitrogenasa requiere de la mediacion de Mg-ATP (figura 3) (Das,
2019).
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Figura 3. Proceso de fijaciébn biol6gica de nitrégeno realizada por las nitrogenasas

presentes en Azotobacter spp. (Modificado de Aasfar et al., 2021).

La capacidad para fijar nitrdgeno se presenta en diversas especies procariotas. Se
han caracterizado diversos organismos diazo6trofos principalmente en los filos
taxonOmicos: Actinobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes y Proteobacteria (Dos
santos et al.,, 2012). Como el género Pseudomonas en el cual han encontrado
diversas especies con la capacidad de fijar nitrégeno como P. putida, P. fluorescens,
y P. mendocina entre otras (Karagoz et al., 2012). En Pseudomonas la fijacion de
nitrégeno se da entre 0.46 a 9.28 pg/mL N-NHs. El género Azotobacter también

presenta la capacidad de fijar nitrégeno en un rango de entre 9.54 a 11.79 pug/mL
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(Tabla 1) (Florez-Marquez et al., 2017). Azotobacter en un afio puede producir hasta
20 kg Nz/hectarea (ha) lo cual lo convierte en un valioso recurso (Mankar et al.,
2020).

Tabla 1. Capacidad de la fijacién bioldgica del nitrégeno por las rizobacterias Pseudomonas

y Azotobacter.

Pseudomonas 0.46 - 9.28
Azotobacter 954 —11.79 Florez-Marquez et al., 2017

Cuantificacion de la fijacién de nitrégeno segun la metodologia de Micro-kjeldhal (Kuss et
al., 2007)

Se han descrito tres tipos de nitrogenasas encontradas en A. vinelandii, la diferencia
entre estas radica en los genes que las codifican y en sus metales constituyentes
asociados con el cofactor Fe-S (Mankar et al., 2020). Una contiene un atomo de
molibdeno (Mo), otra con vanadio (V) y una tercera con hierro (Fe). Las nitrogenasas
V y Fe en la dinitrogenasa reductasa presentan una subunidad & (Noar & Bruno-
Barcena, 2018). La nitrogenasa molibdeno-hierro esta codificada por nifHDK, la
vanadio-hierro por vnfHGDK y la de hierro por anfHGDK (Natzke et al., 2018).
Todas convierten el nitrégeno atmosférico en amoniaco, sin embargo, presentan
una variacion con respecto a las velocidades cataliticas y la especificidad del
sustrato (Mankar et al.,, 2020). Por ejemplo, la V-nitrogenasa tiene actividad
catalitica mas baja que la Mo-nitrogenasa a una temperatura ambiente, pero en

temperaturas mas bajas esta presenta una mayor actividad (Sippel et al., 2017).

La presencia de Mo activa a la Mo-nitrogenasa, y reprime a las nitrogenasas V y Fe.
Cuando Mo est4 ausente, la presencia de V reprime a la Fe nitrogenasa y activa la
V-nitrogenasa, si ninguno de los metales esta presente entonces el crecimiento
depende de la Fe nitrogenasa (Noar & Bruno-Barcena, 2018).

El ensamblaje y la regulacion de la nitrogenasa dependiente de molibdeno se lleva
por el producto de los genes nifL y nifA (Setubal et al., 2009). El producto del gen
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nifA activa la transcripcién de los genes que codifican la proteina Mo-Fe, aumenta
Su expresion y por ende se incrementa la fijacion de nitrogeno. Por otro lado, nifL
codifica una flavoproteina que modula negativamente la expresion de los genes que
codifican la nitrogenasa al modular la actividad del producto del gen nifA en
respuesta a la presencia de oxigeno y nitrdgeno combinados (Mankar et al., 2020).
Las bacterias diazotrofas pertenecientes al género Azotobacter promueven el
crecimiento de diferentes cultivos bajo diferentes condiciones climaticas y tipos de
suelo (Romero-Perdomo et al., 2017). De hecho, la produccién de amoniaco no se
ve afectada por la presencia de diferentes concentraciones de metales pesados
como cobre (Cu) y plomo (Pb) (Rizvi & Khan, 2018). Las nitrogenasas son capaces
de reducir otros sustratos como el monoéxido de carbono (CO) que se reduce a
etileno y otros hidrocarburos. A pesar de ser capaz de reducir otros sustratos como
el CO, oxido nitroso (N20) y en cierto punto el cianuro, estos compuestos inhiben la
capacidad de las células para fijar nitrégeno (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Esto se
debe a que estos compuestos como el CO compiten con el N2 por el sitio activo de
la nitrogenasa provocando una reduccion en la produccion de amonio (Natzke &
Bruno-Béarcena 2020).

La nitrogenasa es labil al oxigeno (Oz2), por lo cual los organismos diazotrofos deben
crear una condicion microaerébica o anaerdbica para poder llevar a cabo esta
actividad bioquimica (Mankar et al., 2020). Azotobacter es un organismo aerobico
capaz de llevar a cabo la fijacion de nitrégeno debido a que presenta un sistema
muy estructurado de proteccion para las nitrogenasas (Espin, 2001). A. vinelandii
posee al menos tres mecanismos de proteccién de la nitrogenasa (Wu et al., 2019).
La proteccion conformacional es un mecanismo producido por el aumento de Oz y
desencadena la inactivacion de la nitrogenasa, la proteccion la aporta una proteina
conocida como FeSll o Shetna que se une no covalentemente a Fe y MoFe (Espin,
2001). Otro mecanismo es la proteccion respiratoria en el cual las células se
adaptan a un ambiente con alta concentracion de Oz y como proteccion exhibe una
alta actividad respiratoria (Wu et al., 2019). El oxigeno en el interior de las células
se consume rapido, dando como consecuencia una concentracion intracelular de

oxigeno baja, ideal para la actividad de la nitrogenasa (Das, 2019). Ademas, es
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posible que Azotobacter emplee la melanogénesis para mejorar el uso de oxigeno
y asi mantener las condiciones microaerofilicas necesarias para la fijacion de
nitrogeno (Banerjee et al., 2014). Los grupos catecol de la melanina reducen el Fe
y promueven la reaccion de Fenton y la unién posterior del Fe a la melanina inhibe
la reaccion de tal manera que ejerce un papel protector ante la reaccién de Fenton
gue podria impedir el proceso de aeroadaptacion (Page & Shivprasad, 1995). La
agregacion celular también juega un papel en la proteccion de la nitrogenasa (Das,
2019) de forma similar que, en la autoproteccién, si la concentracion de la
nitrogenasa es significativamente mas alta que la concentracion de O2 celular, la
nitrogenasa reductasa puede reducir Oz a H202 reduciendo asi el Oz circundante
(Espin, 2001). En las cepas de Azotobacter que producen alginato se lleva a cabo
otro mecanismo de proteccién ya que este polisacarido también ayuda en la
proteccion de las nitrogenasas al limitar la exposicion de las células al oxigeno (Noar
& Bruno-Béarcena, 2018).

La fijacion biolégica de nitrogeno ha adquirido importancia en la industria agricola
ya que el uso de microorganismos capaces de fijar nitrégeno a través de la accion
de la nitrogenasa podria permitir reducir el uso de fertilizantes de nitrégeno quimicos
gue pueden llegar a provocar dafios en los ecosistemas (Romero-Perdomo et al.,
2017).

2.3 PHB

El polihidroxibutirato (PHB) es un miembro de los polihidroxialcanoatos (PHA) (Pal
Saha et al., 2014). ElI PHB es un polimero de almacenamiento Gtil en el proceso de
enquistamiento (figura 4) (Noar & Bruno-Barcena, 2018). El PHB se acumula como
reserva interna de carbono y energia en condiciones de nutrientes limitantes
usualmente en la fase exponencial tardia (Parshad et al., 2001). La limitacion de
nutrientes como nitrégeno, el fosforo o el oxigeno provoca la acumulaciéon de PHB
en un entorno enriquecido con compuestos de carbono (Pal Saha et al., 2014). La
limitacion de oxigeno induce la produccién de PHB en Azotobacter pero cuando las

condiciones de oxigeno dejan de ser limitantes las células reasimilan el PHB (Noar
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& Bruno-Béarcena, 2018). En A. salinestris la formacién de PHB se da durante el
crecimiento exponencial y se ve limitada por la fijaciéon de nitrégeno; sin embargo,
la produccion de este polimero se incrementa en condiciones de fijacion de

nitrégeno y si las bacterias pueden acceder a nitrdgeno orgénico (Page et al., 1997).

Cepa silvestre

Figura 4. Produccién de PHB en Azotobacter vinelandii en cultivo con sacarosa y glicerol
(Yoneyama et al., 2015).

El PHB como reserva puede proporcionar carbono para la sintesis y asimilacion de
nitrégeno (Parshad et al., 2001). La depolimerizacién del metabolito podria ser
aprovechada en condiciones diazétrofas bajo condiciones limitantes de nutrientes
simples o complejos como en suelos con concentraciones altas de compuestos
organicos, fosfatos insolubles y condiciones limitantes de oxigeno durante la fijacion

biolégica de nitrogeno (Pal Saha et al., 2014).

La producciéon de PHB alivia el estrés provocado por la limitacion de oxigeno al
actuar como un reservorio de electrones (Noar & Bruno-Barcena, 2018). Ademas, a
los organismos productores de PHB en altas cantidades, éste metabolito les
confiere la resistencia al choque osmoético, temperatura, desecacion y la tolerancia

a compuestos toxicos (Pal Saha et al., 2014).




En Azotobacter la produccién y degradacion de PHB esta regulada mediante la
proteina PhbR que regula al operén productor de PHB (phbBAC), el factor sigma de
la fase estacionaria y el sistema de dos componentes GacS/GacA, también el gen
arrFEl que codifica un ARN regulador ArrF, que regulan este proceso (Noar &

Bruno-Béarcena, 2018).

Algunos de los organismos que producen PHB con interés para la industria son
Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes latus, Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Azospirillum spp., Escherichia coli y Azotobacter spp. (Parshad et al., 2001). Estas
bacterias utilizan los poliésteres, como el PHB, como una fuente de energia y
carbono a través de la accion la enzima despolimerasa intracelular en condiciones
de carbono limitadas (Pal Saha et al., 2014). La produccion de PHA en
Pseudomonas putida KT2440 con uso de glucosa y sin suministro de oxigeno es de
aproximadamente el 32% del peso seco celular (Davis et al.,, 2015). En
Pseudomonas putida KT2440 haciendo uso de glicerol la produccion de PHA es de
1.6% el peso seco celular (Wang & Nomura, 2010). En P. fluorescens A2a5
cultivado en licor de cafia de azlUcar puede producir hasta 70% de PHB del peso
seco celular (Jiang et al.,, 2008). En Azotobacter vinelandii cultivada en glicerol
exento de nitrégeno produjo PHB en un 33% del peso seco (Yoneyama et al, 2015).
A. chroococcum MAL-201 en un medio con exceso de glucosa exento de nitrdgeno
produce PHB aproximadamente al 75% del peso seco celular (tabla 2) (Pal et al.,
1997).
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Tabla 2. Produccién de polihidroxialcanoatos por especies de Azotobacter y Pseudomonas.

Pseudomonas 32 Glucosa sin suministro Davis et al.,
putida KT2440 de oxigeno 2015
Pseudomonas . Wang &
putida KT2440 1.65 Glicerol Nomura, 2010
P. fluorescens 70 Licor de cafia de Jiang et al.,
A2a5 azucar 2008
Azotobacter 123 Glicerol, exento de Yoneyama et
vinelandii nitrogeno al, 2015
A. chroococcum Glucosa, exento de
MAL-201 75 nitrégeno Pal et al., 1997

La determinacion de los polibeta-hidroxialcanoatos: PHA se realizd6 mediante el andlisis de
cromatografia de gases.

El PHB es un polimero con potencial biotecnolégico, algunas de las aplicaciones
gue tiene este compuesto son la produccién de peliculas de embalaje, bolsas y
envases biodegradables, como material para administracién de farmacos, vendajes,

remplazo de vasos sanguineos entre otros (Parshad et al., 2001).

2.4 ALGINATOS

El alginato es un copolimero lineal constituido de residuos de azucar [B-D-
manuronico y acido a-L-gulurénico unidos por un enlace B (1-4). Este es el
polisacarido mas abundante en las algas pardas; sin embargo, también puede ser
producido por algunas bacterias (Gawin et al., 2020). El alginato se sintetiza a partir
de la isomerizaciéon de la fructosa-6-fosfato mediante actividad de la enzima
fosfomanosa isomerasa (PMI-GMP-algA) a manosa-6-fosfato, este se convertira en
manosa-1-fosfato por la enzima fosfomanomutasa (PMM-algC), el siguiente paso
es la conversion de la manosa-1-fosfato a GDP-manosa por la enzima fosfomanosa
isomerasa (PMI-GMP-algA), posteriormente se genera una reaccion para la
formacién del &cido GDP-manurénico por la oxidacion de la enzima GDP-manosa
deshidrogenasa (GMD-algD) siendo el sustrato directo y el punto crucial de control
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cinético para la biosintesis del alginato. La enzima glicosil-transferasa y c-di-GMP
participan en la polimerizacion y transporte del acido GDP-manurénico que es el
sustrato que se polimeriza a nivel de membrana interna para formar &cido

polimanuronico (Galindo et al., 2007).

En ultimo lugar el acido polimanuroénico sufre una serie de modificaciones post-
polimerizacién por un complejo de acetilasas que comprende Algl, AlgV, AlgF y los
residuos de manuronato no acetilados se epimerizan a guluronato por una
epimerasa de manuronato AlgG o ME y finalmente se exporta a través de la
membrana externa por una proteina con actividad de canal idnico AlgE, el polimero
exportado es convertido finalmente a alginato por una familia de siete epimerasas
homologas AIgE1-7 (Gawin et al., 2020).

Las especies bacterianas de la familia Pseudomonadaceae incluidos los géneros
Pseudomonas, Azomonas y Azotobacter producen alginato (Noar & Bruno-Béarcena,
2018). En las especies de Pseudomonas como P. fluorescens la produccion de
alginato oscila entre 2.9 a 4.7 g de alginato/L de medio de cultivo, por otra parte, en
P. putida produce aproximadamente entre 3 a 3.5 g/L de alginato (Conti et al., 1994).
En A. vinelandii la produccion de alginato oscila entre 4.88 a 5.26 g de alginato/L
(tabla 3) (Aasfar et al., 2021).

Tabla 3. Produccién de alginato por las rizobacterias Pseudomonas y Azotobacter.

P. fluorescens 29-47 .
P. putida 3-35 Conti et al., 1994
A. vinelandii 4.88 -5.26 Aasfar et al., 2021

Determinacion de alginato mediante el método de Kennedy y Bradshaw 1984.

Las células productoras de alginato extracelular forman una capsula que rodea a la
célula evitando la difusion de oxigeno al interior de esta (Wu et al., 2019). El alginato
producido por A. vinelandii es necesario para el proceso de enquistamiento. Esto

les permite a las bacterias adaptarse a diferentes condiciones ambientales como la
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desecacion (Noar & Bruno-Béarcena, 2018). Para hacer posible la adaptacion
metabdlica el flujo de carbono se dirige al metabolismo respiratorio o a la sintesis
de alginato (Wu et al., 2019).

La tasa de produccion y propiedades de los alginatos varia segun el nivel de oxigeno
del entorno implicando una funcion de proteccion ante el exceso de oxigeno (Noar
& Bruno-Bércena, 2018). Las propiedades fisicoquimicas del alginato dependen de
la cantidad y distribucion de los residuos del &cido (1,4)-B-D-manurdénico y del &cido
a-L-gulurénico (Gawin et al., 2020).

Los alginatos son compuestos de interés industrial debido a su uso como agentes
estabilizantes, gelificantes o espesantes Utiles para diversos procesos de la
industria farmacéutica, alimentaria, cosmética entre otras (Wu et al., 2019). Sin
embargo, los alginatos destinados a la aplicacién farmacéutica necesitan de un
contenido de mas del 50% de (1,4)-B-D-manurdénico. Debido a esto el desarrollo y
uso de materiales en estas industrias se ha visto limitado. No obstante, la
epimerizacion in vitro podria aumentar el contenido de (1,4)-B-D-manurdnico
mediante las manuronano C-5 epimerasas que producen algunas especies de
Azotobacter (figura 5) (Gawin et al., 2020).
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Figura 5. Estructura quimica de los alginatos producidos por Azotobacter vinelandii se
representan los residuos del acido glurdnico (G) y el acido manuroénico (M) (Pacheco-Leyva
et al., 2016)
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3. JUSTIFICACION
La actividad antropogénica ejerce un impacto negativo al medio ambiente que afecta
al aire, el agua y el suelo. La contaminacion producida por las diversas actividades
como la mineria, la fundicion, la industria petrolera y los desechos domésticos, entre
otros han generado una gran presién ambiental y mayor concentraciéon de metales
pesados que afecta seriamente a los ecosistemas; ademas, puede tener un serio
impacto en la industria agricola y la salud humana afectando diversos 6rganos como
son los pulmones, células sanguineas y el sistema nervioso; también, provoca el
aumento de la produccién de radicales libres y mutaciones, asi como el desarrollo

de distintos tipos de cancer.

La contaminacion por metales pesados es uno de los mayores problemas
ambientales debido a su persistencia a largo plazo. Entre los metales pesados mas
peligrosos se encuentra el plomo, cromo y el cadmio. En el caso del plomo se
genera por el reciclaje de baterias, impresion de libros, sintesis de pigmentos o
pinturas entre otros; el cadmio se produce por combustion de minerales que
contienen este metal, combustibles fosiles o por la industria de galvanoplastia; y el
cromo se origina por la descarga de liquidos industriales, el riego de aguas
residuales y la aplicacion excesiva de pesticidas y fertilizantes quimicos entre otros
(Priyadarshanee & Das, 2021).

De manera convencional se ha empleado el uso de procesos fisicoquimicos para el
tratamiento de los metales; sin embargo, los productos secundarios de estos
procesos causan contaminacion ambiental, por lo cual es necesario encontrar
maneras practicas, amigables con el ambiente y rentables para remediar la presion
ambiental que ejerce la contaminacién por metales pesados. En este sentido la
biorremediacion tiene el potencial de solventar el dafio de los ecosistemas de
manera eficaz, ecologica y economica. Las bacterias del género Azotobacter
poseen una gran versatilidad metabdlica al producir una variedad de compuestos
como sideréforos, ACC desaminasa, HCN, exopolisacéaridos, biosurfactantes entre
otros, que las hace candidatas para el desarrollo de herramientas biotecnoldgicas y

la biorremediacion de sitios contaminados por metales pesados.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Describir los metabolitos producidos por las especies de Azotobacter (A. vinelandi,

A chrococcum y A. salinestris) con posibles aplicaciones biotecnoldgicas.

4.2 OBJETIVO PARTICULAR

e Documentar los metabolitos secundarios producidos por A. vinelandii, A.
chroococcum y A. salinestris con aplicacion biotecnologica.

e Compilar los metabolitos secundarios producidos por A. vinelandii, A.
chroococcum y A. salinestris que promueven el crecimiento vegetal.

e Evidenciar los metabolitos secundarios producidos por A. vinelandii, A
chrococcum y A. salinestris con posible impacto positivo en los procesos de
proteccion a las plantas ante metales pesados.

¢ Fundamentar la posible aplicacion de los metabolitos secundarios producidos
por A. vinelandii, A chrococcum y A. salinestris en los procesos de

biorremediacion.

29

——
| —



5. MATERIAL Y METODOS
Se realizo la busqueda de articulos cientificos sobre la produccion de metabolitos
secundarios en las especies de Azotobacter: A. vinelandii, A chrococcum y A.
salinestris, en las plataformas internacionales de Pubmed del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica (NCBI ), en las bases de datos que tienen los recursos
electronicos BUAP : Annual reviews, Nature, CABI (centro de biociencia agricola
internacional), JSTOR (abreviatura de Journal storage almacén de publicaciones

periddicas), Science, Springer y Wiley online library.

De la busqueda se obtuvieron 263 articulos entre los cuales se incluyeron articulos
originales y de revision, fueron analizados, resumidos y con la informacién mas
relevante se estructurdé una tabla comparativa que se emple6 como herramienta
para la redaccion de los resultados y la discusion de este trabajo. Esta herramienta
permitié establecer el criterio de inclusion de los articulos que se utilizaron para la
redaccion de los rubros de resultados y discusion, este criterio se sustenté en
proveer la informacién bioquimica de los diferentes metabolitos documentados,
ademas de las determinaciones de estos a nivel cuantitativo y cualitativo,
producidos por los géneros Azotobacter, Pseudomonas y Bacillus de tal manera que
finalmente se usaron 158 articulos. Con los 158 articulos seleccionados, ademas,
se permitié la construccion de tablas donde se muestra informacion cuantitativa o
cualitativa de la produccion de los metabolitos analizados en los 3 géneros
bacterianos, estas tablas forman parte de los resultados generados en este trabajo

bibliografico.
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6. RESULTADOS
Metabolitos secundarios del género Azotobacter con aplicacion

biotecnoldgica:

6.1 PRODUCCION DE INDOLES: ACIDO INDOL ACETICO

El acido indol acético (AIA) es una auxina vegetal producida por diversas bacterias
del suelo, entre las que se encuentran: algunas rizobacterias, algunas bacterias
patégenas, simbidticas y de vida libre (Chennappa et al., 2019). La produccion de
compuestos indolicos como la fitohormona AIA es muy relevante en las
interacciones bacteria-planta, esta fitohormona esta implicada tanto en la
patogénesis y en la fitoestimulacion (Souza et al.,2015). La AlA es sintetizado por
vias diferentes que reciben el nombre de acuerdo al intermediario clave de la via,
estas incluyen la via del acido indol piravico, la via del indol acetamida, la via del
indol acetaldoxima/ indolacetonitrilo, la via del indol acetaldehido y la via de la

triptamina (figura 6) (Olanrewaju et al., 2017).

MIHILE
1 ACETALDOXIME

% L-THYPTOPHAYN
. - N
N 1 \
[}. i .\:\" 4 _ __.\
_— ¥
ML - -
EACETONITRILE A N i
ﬂ ", | mnoLr J
R —+ S MLACTIC AT

", TRY FTAMINI

I'\IJII]J E M
BAUETALIFEHY DE

I
]

i

e i
"Hithy | |

S

|

|

I

I

I

T I Z'}

H
ISEEELE B ACETIC ACH

Figura 6. Vias para la sintesis del &cido indol acético y su configuracion bioquimica
(Modificado de: Olanrewaju et al., 2017)
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Las bacterias benéficas sintetizan AIA de manera predominante a traves de la via
del acido indo-3-piravico, esta via es dependiente de L-triptéfano; en contraste, las
bacterias fitopatdgenas producen este metabolito a través de la via indol-acetamida
(Souza et al.,2015).

La liberacion de acido indol acético esta mejor documentada en las bacterias que
colonizan las plantas debido a su efecto benéfico en muchos procesos fisiologicos
de las plantas (Rizvi & Khan, 2018) como en el geotropismo, fototropismo,
diferenciacion de tejido vascular, dominancia apical, divisiébn celular y en la
elongacion del tallo y raiz (Olanrewaju et al., 2017). Los géneros bacterianos
productores de AIA mas estudiadas que promueven el crecimiento vegetal son
Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium y
Azotobacter. En Pseudomonas se ha encontrado una produccion de 10.2 a 31.2 ug
de acido indol acético /mL (Malik & Sindhu, 2011), como P. fluorescens SasmO05 es
capaz de generar cantidades de entre 15 a 50 pg AIA /mL (Chen et al., 2017). Por
otra parte, las bacterias pertenecientes al género Bacillus como B. subtilis MNU16
biosintetizan aproximadamente 56.95 pg AlA /mL (tabla 4) (Upadhyay et al., 2017).

En el caso de Azotobacter se sabe que pueden producir entre 2.09 a 33.28 ug /mL
de AIA (Chennappa et al., 2019). La bacteria A. chroococcum SP1 biosintetiza 20
png/mL de AIA aproximadamente (Pandey et al., 2019). A. salinestris es capaz de
producir 112.25 pg/mL de AIA a una concentracién salina del 0.6% de NacCl, en
concentraciones de 0.8% y el 1% produce 100.5 y 92.21 upg/mL de AIlA,
respectivamente (Omer et al., 2016). En estas bacterias la produccién de AlA se
incrementa en presencia de triptéfano (Das, 2019). Azotobacter puede producir AIA
cantidades entre 16.5 a 34 pg/mL, en medios suplementados con triptéfano (tabla
4) (Jain et al., 2021).
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Tabla 4. Produccion de acido indol acético por especies de Pseudomonas, Bacillus y

Azotobacter.

Pseudomonas 10.2a31.2 Optima Sinl\élﬁllzl,( 5611
P. fISu:Srr(Ta]so%ens 15 a 50 Optima Chez%f; al.,
BaCi:\l/Iul\TUS]_Uth”is 56.95 Optima Upaellfj,hz%?;et
Azotobacter 2.09 a 33.28 Optima i?gﬂ?ggfg
A. chroococcum SP1 20 Optima PandZ%ylgt e
A. salinestris 112.25 Concerét(;%c.ié)yr; salina Omg(r)fé al.,
A. salinestris 100.5 Concerété%c.gc’()yr; e2lie Omg(r)fé 2
A salinestris 92 21 Concengr:cli&n salina Omg(r)f(t5 al.,
Azotobacter 16.5a 34 Me‘iignsfrfgfé?::éado Das, 2019

Determinacion de la produccion de AlA a través de cuantificacion colorimétrica empleando

reactivo de Salkowski

El AIA potencia la promocién del crecimiento de las plantas afectando positivamente
a la embriogénesis, organogénesis, la diferenciacion vascular y mediante el
desarrollo de raices y brotes (Rajabi-Khamseh et al., 2020). Las cepas productoras
de AIA aumentan la longitud de la raiz derivando en una mayor superficie radicular
que permite a las plantas acceder a mas nutrientes del suelo (Chennappa et al.,
2019). El AIA producido por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
estimula el desarrollo de las raices, bajo condiciones de concentracion subdptima
de AIA en la planta; en contraste, cuando la concentracion es Optima se inhibe el
desarrollo radicular (Olanrewaju et al., 2017).

El plomo tiene un gran impacto negativo en la produccién de AIA en las bacterias y
puede reducir su produccién, pero su sintesis continua incluso en concentraciones
altas de metales como el cobre y el plomo (Rizvi & Khan, 2018).
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6.2 SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

El fosforo es un nutriente esencial para las plantas por ser un componente
estructural de los acidos nucleicos, fosfolipidos, y ATP, ademas este elemento
participa en la fotosintesis, la fijacion biologica del nitrogeno y en diversas vias
metabolicas. Las plantas absorben el fosforo como iones fosfato en dos formas
quimicas solubles: la dibasica (H2PO4) y la monobasica (HPO4?) (Souza et al.,
2015). Sin embargo, las principales fuentes de fosforo organico en el suelo
generalmente no estan disponibles para las plantas debido a su insolubilidad o
rapida inmovilizacion (Pal Saha et al., 2014).

La disponibilidad de fosforo entonces depende de la solubilidad de este elemento y
esta influida por la actividad de las raices de las plantas y de los microorganismos
presentes en el suelo, los cuales representan del 1 al 50% del total de organismos
cultivables, y que representan entre el 0.001 al 10 % de la diversidad total (Souza
et al.,, 2015). Las bacterias que solubilizan fosforo se les llama bacterias
solubilizadoras de fosfato (Olanrewuaju et al.,, 2017), estas bacterias son
importantes en la biotransformacion del fosfato a la forma de fosforo soluble y
pueden hidrolizar fosforo organico e inorganico a partir de compuestos insolubles
(Chennapa et al., 2019).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos solubilizan fosfatos inorganicos como
Cas(POa4)2, FEPO4 y AIPO4 mediante la produccion de &cidos organicos, iones
hidroxilo y sideroforos, estos metabolitos quelan los cationes o disminuyen el pH
generando la liberacién de fosfatos solubles (Souza et al., 2015), esta actividad
bioquimica genera la disponibilidad de fosforo en el suelo conducido por la secrecion
bacteriana de acidos organicos, fosfatos acidos y agentes quelantes (Romero-
Perdomo et al., 2017). Estas bacterias solubilizadoras producen y excretan acidos
como el gluconico o el cetogluconico provocando la acidificacion de las células y su

entorno derivando en la liberacion de iones fosfato.

Los mejores solubilizadores de fosfatos pertenecen a los géneros de Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum y Azotobacter (Olanrewuaju et al., 2017).
Especies como Bacillus subtilis, B. cereus, B. megaterium, Arthobacter ilicis, E. coli,
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P. aeruginosa, E. aerogenes, Micrococcus luteus y Azotobacter chroococcum son
bacterias solubilizadoras de fosfato (Chennapa et al., 2019). Estas rizobacterias
metabolizan el fosfato organico e inorganico insoluble en la forma soluble que es
mas accesible para las plantas (Olanrewuaju et al.,, 2017). En el género
Pseudomonas se ha estudiado ampliamente esta capacidad de solubilizar fosfatos
y algunos de los solubilizadores de fosfato mas eficientes pertenecen a este género
(Vyas & Gulati, 2009).

Tabla 5. Capacidad de solubilizar fosfatos por Pseudomonas, Bacillus y Azotobacter.

Pseudomonas putida 20 Teng et al., 2019
P. fluorescens BIHB 768.3 Vyas & Gulati, 2009
Bacillus subtilis 81.75 Upadhay et al., 2017
Azotobacter 1.5-1.7 Das, 2019

Determinacion de la solubilizacion de fosfatos en medio con fosfato de calcio por 7 dias a
28 °C

En Pseudomonas putida la solubilizacion de fosfatos se da en cantidades
aproximadas de 20 pg fosfato tricalcico /mL de sobrenadante (Teng et al., 2019).
Por otra parte, Pseudomonas fluorescens BIHB 740 es capaz de solubilizar
aproximadamente 768.3 pg/mL de fosfatos (Vyas & Gulati, 2009). Asimismo, se ha
descrito la solubilizacién de fosfatos por especies de Bacillus tal como B. subtilis
que es capaz de solubilizar aproximadamente 81.75 pg/mL tras 24 horas de
interaccion con la fuente insoluble (Upadhay et al., 2017). Las especies del género
Azotobacter son capaces de solubilizar aproximadamente entre 1.5 a 1.7 ug/mL de
fosfatos insolubles presentes en el suelo (tabla 5) (Das, 2019). Estas bacterias
solubilizadoras de fosfatos sintetizan la enzima fosfatasa alcalina (APasa), en
Azotobacter se ha visto que esta enzima solubiliza fosfatos bajo condiciones
propensas a la sequia o en la presencia de pesticidas organofosforados (Pal Saha
et al., 2014).
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6.3 ALQUILRESORCINOLES

Los alquilresorcinoles son lipidos fendlicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en bacterias, hongos, plantas y animales, estos desempefian diversas
funciones relacionadas con la bioquimica celular y la quimica de las membranas
(figura 7) (Funa et al., 2006). En general los alquilresorcinoles han sido méas
estudiados en las plantas como constituyentes secundarios en cebada, arroz, trigo
(Ciccoritti et al., 2014). También se ha observado su produccion en diversos

microorganismos como metabolitos extracelulares (Bitkov et al., 1992).

RN sfa R n-tricosyl 4e ‘R = n-pentadecyl
4b R = n-heneicosyl 4f R = n-tndecyl

\T 4¢ ‘R = n-nonadecyl 4g R = n-undecyl
H 4d R = n-heptadecyl 4h ‘R = n-nonyl

alkylresorcinols

Figura 7. Estructura general de los alquilresorcinoles (Funa et al., 2006)

Los 5-n-alquilresorcinoles producidos por las plantas poseen actividad antifiungica
como la inhibicion de la germinacion de las esporas y el crecimiento de hongos de
los géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizoctonia y Fusarium (Ciccoritti et al., 2014).
En las bacterias no se conoce mucho acerca de su accion; sin embargo, son
producidos por una gran variedad de bacterias. Los géneros Pseudomonas y
Azotobacter tienen la capacidad de producir alquilresorcinoles (Kozubek et al.,
1996). Azotobacter spp. producen alquilresorcinoles que junto con las alquilpironas
conforman los lipidos fendlicos. (Bitkov et al., 1992). Estos alquilresorcinoles se
incorporan facilmente en las bicapas de los fosfolipidos y en las membranas
bioldgicas, y estos metabolitos son capaces de producir cambios estructurales

importantes (Funa et al., 2006).

Los 5-n-alquilresorcinoles pueden acelerar la oxidacién de succinato, ademas

afectan la permeabilidad i6nica de la membrana ya que producen modificaciones
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estructurales en la bicapa lipidica y tiene la capacidad de afectar la actividad de las

enzimas unidas a la membrana (Bitkov et al., 1992).

Los alquilresorcinoles son componentes de la capsula del quiste en bacterias como
Azotobacter (Segura et al., 2009). En algunas bacterias estos compuestos se
sintetizan en la formacion preanabiotica de quistes y remplazan a otros lipidos de la
membrana (Kozubek et al., 1996). Los alquilresorcinoles junto con las alquilpironas
remplazan los fosfolipidos de la membrana y forman parte de la exina (Segura et
al., 2009; Romero et al., 2016).

La cantidad de alquilresorcinoles producidos por las bacterias depende del material
bacteriano existente. En Pseudomonas spp. la produccién de alquilresorcinoles es
aproximadamente 1 umg/ mg de células. La produccion de alquilresorcinoles por
cepas de A. chroococcum va desde 2.3 a 56.2 umg/ mg de células (tabla 6)
(Kozubek et al., 1996).

Tabla 6. Produccion de alquilresorcinoles en Pseudomonas y Azotobacter

Pseudomonas spp. 1 Kozubek et al., 1996
Azotobacter chrococcum 2.3-56.2

Determinacion de la produccion de alquilresorcinoles con el empleo del método fast blue B.

Los principales alquilresorcinoles sintetizados en A. vinelandii son el 5-n-
heneicosilresocinol y el 5-n-tricosilresocinol. La sintesis de alquilresorcinoles
requiere de la actividad de la enzima ArsA, un acido graso sintasa responsable de
la sintesis y transferencia de los sustratos de acilo activos de ArsB (Segura et al.,
2009). ArsB es una policétido sintasa (PKS) tipo 11l con propiedades cataliticas que
son responsables de la sintesis de alquil resorcinoles (Funa et al., 2006).

Los alquilresorcinoles son esenciales en la formacion de la capa de exina y su
presencia contribuye a la segregacion de los quistes (Segura et al., 2009). Los
alquilresorcinoles también actian como moduladores de la oxidaciéon de

membranas liposomales y acidos grasos (Funa et al., 2006).
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6.4 ACIDO CIANHIDRICO

El cianuro de hidrogeno o acido cianhidrico (HCN por sus siglas en inglés) es un
metabolito secundario (Laville et al., 1998) sintetizado a partir de la descarboxilacion
oxidativa de la glicina (Blumer & Haas, 2000). Este proceso es catalizado por la
HCN sintasa una oxidasa de aminoacidos (Laville et al., 1998). EI HCN inhibe el

citocromo c oxidasa y diversas metaloenzimas (Blumer & Haas, 2000).

El HCN es producido por diferentes géneros bacterianos incluidos Bacillus,
Aeromonas, Pseudomonas, Azotobacter y Chromobacterium entre otros (Laville et
al.,, 1998). En Pseudomonas fluorescens CHAO por ejemplo se producen

aproximadamente 107 uM de HCN/L de medio (Rijavec & Lapanje, 2016).

Entre diez especies de Bacillus y nueve especies de Pseudomonas la produccién
de HCN se da en aproximadamente el 50 y 80% de las especies respectivamente
(Ahmad et al., 2008). En 15 cepas aisladas de Azotobacter el 33.3% de estos
aislados produccion HCN (tabla 7) (Altaf & Malik, 2019).

Tabla 7. Especies productoras de HCN en los géneros Pseudomonas, Bacillus y

Azotobacter.
Pseudomonas 9 80
Bacillus 10 50 Ahmad et al., 2008
Azotobacter 15 33.3 Altaf & Malik, 2019

Determinacién de la produccion de HCN por el metodo de Lorck.1948. En la columna de
porcentaje se representa el porcentaje de cepas de un género bacteriano con la capacidad
de produccion de HCN

La produccion de HCN en P. fluorescens de manera cualitativa fue califica como

alta (Alstrom & Burns, 1989). La produccién de HCN por A. chroococcum se

describié como moderada (tabla 8) (Maheshwari et al., 2012).
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Tabla 8. Produccion cualitativa de HCN por especies de Pseudomonas y Azotobacter.

~ Rizobacteria ~ HCN  Referencia
Pseudomonas fluorescens Alta Alstrom & Burns, 1989
Azotobacter chroococcum Moderada Maheshwari et al., 2012
Determinacion de la produccion de HCN basado en el cambio de color del papel filtro de
amarillo a marrén claro, marrén o marrén rojizo representdndose como produccion débil,
moderada o fuerte respectivamente.

En Azotobacter vinelandii se ha estudiado su actividad antifungica contra
fitopatdbgenos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Rhizoctonia y especies
como Fusarium oxysporum entre otros (Ahmad et al., 2008).

La produccién de HCN en Pseudomonas fluorescens CHAO se ha documentado con
la actividad predominante de agente complejante de metales en el sustrato e
incrementa la disponibilidad de nutrientes para las plantas, en comparacion a la
capacidad de inhibir el desarrollo de fitopatégenos. EI HCN interactta con el hierro
formando complejos Fe-CN. El secuestro de metales por este metabolito aumenta
la disponibilidad del fosfato para las rizobacterias y las plantas hospederas (Rijavec
& Lapanje, 2016).

6.5 PRODUCCION DE HIDROGENO

Actualmente el gas hidrogeno (H2) es considerado como un nuevo recurso
energético (Xu et al., 2017). Este gas presenta combustion neutra y posee la
capacidad de aplicarse para generar celdas de combustible. EI H2 se produce
principalmente de las reservas de combustibles fésiles de gas natural, este es un
recurso no renovable (Knutson et al., 2018). El H2 es un subproducto de muchos
procesos bioldgicos que puede intercambiarse en las dinAmicas comunitarias en
consorcios microbianos (Barney, 2020). El H2 generado biolégicamente representa
un recurso renovable y ecoldgico que podria ser de utilidad industrial (Knutson et
al., 2018).

Usualmente se han documentado dos vias de produccién de hidrégeno biolbgico, la
primera ruta esta asociada a especies fotoautétrofas y la segunda se basa en la
fermentacion oscura (Barney, 2020). Ambas vias usan la nitrogenasa o la

hidrogenasa para generar el gas (Knutson et al., 2018). En el caso de las especies
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fotoautotrofas las algas verdes usan la hidrogenasa mientras que las cianobacterias
pueden usar esta enzima y la nitrogenasa, generalmente este proceso ocurre en
condiciones anaerdbicas. Por otro lado, la fermentacion oscura se asocia con
Clostridium, Enterobacter y especies relacionadas que producen el Hz a través de
diferentes clases de hidrogenasas en condiciones anaerdbicas. Ambas clases de

enzimas utilizan cofactores susceptibles a dafio por Oz (Barney, 2020).

En la fijacion biolégica de nitrégeno catalizada por la nitrogenasa se produce H2
como un subproducto, durante la reduccién de N2 (atmosférico) a amoniaco. La
hidrogenasa por otra parte cataliza la oxidacion reversible del gas Hz2 para reducir
los costos energéticos de la fijacidon biolégica de nitrégeno (Knutson et al., 2018).
La hidrogenasa enddgena recicla el Hz producido, por lo cual este se encuentra solo
de manera transitoria en la célula. Sin embargo, en ausencia de esta hidrogenasa

cualquier Hz2 producido podria convertirse en un producto terminal (Barney, 2020)

Las bacterias del género Azotobacter son faciles de manejar, por lo que se han
utilizado como modelo para la investigacion de procesos bioquimicos. Azotobacter
realiza fijacidn biolégica de nitrégeno y producen Hz en medios que no contienen N2
(Xu et al., 2017). Estas bacterias no realizan fermentacion oscura debido a su estilo
de vida aerobico; sin embargo, mantienen un ambiente celular que protege a la

nitrogenasa del Oa.

La capacidad de Azotobacter para producir H2 de forma aerobia, le permite generar
este gas en diversas condiciones, a diferencia de otras bacterias productoras de H>

gue podrian verse limitadas en esta condicion (Barney, 2020).

Las bacterias del género Azotobacter son heterétrofas que no necesitan luz y
aerobias estrictas que podrian modificarse genéticamente para soportar fuentes de
nitrdgeno fijo, lo que las convierte en candidatas para producir este gas a partir de
diversos desechos. La produccion maxima de Hz por nitrogenasa dependiente de
molibdeno y es de 2200 nmol min ! de Hz (Knutson et al., 2018). La nitrogenasa
molibdeno puede producir un mol de Hz por Nz fijado mientras que las nitrogenasas

alternativas que contiene vanadio producen de 3 a 5 moles de H2 por Nzfijado y la
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nitrogenasa de hierro genera entre 3 y 11 moles de Hz por N2 (Noar & Bruno-
Barcena, 2016).

En Azotobacter la nitrogenasa solo se expresa durante el crecimiento rapido en
condiciones de nitrégeno limitado (Barney, 2020). La fijacion de nitrogeno de
Azotobacter es inhibida por NH4, en un entorno limitado de NH4 podria facilmente

permitir la produccién contintda de Hz (Knutson et al., 2018).

Azotobacter produce hidrégeno; sin embargo, la coinoculacion con algas como
Clamidiam reinhardtii que también produce Hz, se obtuvieron rendimientos maximos
de produccién de este gas, generaron una cantidad aproximada de 149 L mol mg+*
H2. A. chrooccocum es capaz de provocar un incremento en el crecimiento de las
algas, pero ademas es responsable de generar una menor concentracién de Oz en
el cultivo y aumentar el contenido de almidon lo que permiti6 un aumento en la

produccion de hidrogeno por parte de Clamidiam reinhardtii (Xu et al., 2017).

La cepa modificada tolerante al tungsteno A. vinelandii CA6 es capaz de producir
37.21 mmol H2/ mol sacarosa en cultivos de quimiostato (Noar et al., 2015). Esta
cepa produce nitrogenasas alternativas insensibles al tungsteno y al cultivarse en
un medio con tungsteno es capaz de producir aproximadamente 120 mmol Hz /mol

sacarosa (Noar & Bruno-Barcena, 2016).

La produccion de Hz en A. vinelandii puede aumentar hasta 5.6 umol /hora / mg de
proteina total mediante la modificacion de nifL (nifL :: Kan R) lo que desregula la
nitrogenasa, al incorporar una mutacién cercana al sitio activo de la nitrogenasa
(nifD V70I) genera una preferencia de la nitrogenasa por la reducciéon de H* sobre
la reduccion de N2, y la eliminacién del complejo de captacion de la hidrogenasa (A

hyd) que se encarga de reciclar el Hz (Knutson et al., 2018).

6.6 BIOCONTROL A FITOPATOGENOS

Algunas bacterias y hongos son los patdgenos responsables de mas del 60% de las
enfermedades de las plantas (Chennappa et al., 2018). Las bacterias
pertenecientes al género Azotobacter controlan enfermedades flangicas,

bacterianas y la infestacion por nematodos en las plantas (Das, 2019). Algunas
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cepas de Azotobacter inhiben el crecimiento de los hongos al disminuir la
germinacion de las esporas, alteran la arquitectura de las hifas, reducen el peso de
las células y la expresion de genes que codifican proteinas metabolicas (Kumar
Bhuyan et al., 2015).

Azotobacter spp., puede disminuir la incidencia de la enfermedad del carbén de
bandera del trigo mediante la produccion de &cido indol acético (AlA) (Das, 2019).
La inoculacion con Azotobacter, Bacillus y Pseudomonas puede ejercer un impacto
negativo sobre las bacterias entéricas Gram negativas, como Listeria
monocytogenes, que estan presentes en el suelo de los cultivos y pueden provocar
enfermedades en los humanos (Sharma et al., 2020). Estas bacterias del género
Azotobacter también reducen la infestacibn de Poronospora arborescens (mildiu
velloso) en Papaver somniferum (adormidera) y la eclosién de huevos de

nematodos y penetracion de larvas de Meloidogyne incégnita (Das, 2019).

Entre los mecanismos que emplean las especies de Azotobacter para actuar como
agentes de biocontrol esta la produccion de antibiéticos y antifungicos (Chennappa
et al., 2019). Azotobacter spp., produce agelasinas las cuales poseen propiedades
antimicrobianas y citotéxicas; también, estas bacterias sintetizan compuestos que
poseen anillo de piperonilo que poseen propiedades antiproliferativas y
anticonvulsivas, que pueden actuar contra virus y amebas (Sharma et al., 2020).

El género Azotobatcer también produce compuestos antifingicos como la
aminoquelina, azotoquelina, protoquelina, azotobactina y acido 2,3-
dihidroxibenzoico que inhiben el crecimiento de hongos fitopatbgenos como
Aspergillus, Fusarium, Curuyularia, Alternaria, Sclerotium y Helminthosporium
(Chennappa et al., 2019). Azotobacter spp. ademas, producen cianuro de hidrogeno
(HCN), el cual es un metabolito secundario que actia como agente de control contra
muchos patégenos (Rizvi & Khan, 2018). EI HCN suprime el crecimiento de

microorganismos e influye en el crecimiento de las plantas (Chennappa et al., 2019).

En A. salinestris la produccion de HCN se ha demostrado que contribuye en la
inhibicion de la colonizacion de agentes patdgenos a las raices (Chennappa et al.,

2018). La inhibicién del desarrollo de fitopatdgenos también puede atribuirse a la
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exclusion competitiva por los nutrientes disponibles en el medio (Sharma et al.,
2020). La produccién de sideréforos por Azotobacter disminuye la proliferacion de
patdgenos debido a que reduce el hierro disponible debido a su capacidad de

quelacion de Fe®* (Olanrewaju et al., 2017).

La inoculacion de A. salinestris en cultivos de cereales genera proteccion a la planta
contra hongos como Fusarium spp. que inhiben el crecimiento vegetal, este
beneficio se debe a la capacidad de esta bacteria para producir diferentes tipos de
compuestos fungicidas. Ademas, la inoculacion de esta rizobacteria permite reducir

el uso de fertilizantes y plaguicidas (Chennappa et al., 2018).

Las bacterias PGPR como Azotobacter producen una respuesta sistémica inducida
(RSI) en las plantas, que consiste en la produccion de &cido jasmonico, acido
salicilico y benzoxazinoides implicados en la regulacién de las defensas de las
plantas contra el estrés bidtico y abiético como el control de los fitopatégenos
(Choudhary et al., 2007). La inoculacion de Azotobacter spp., asi como el uso
reducido de fertilizantes nitrogenados afectan la asimilacién y reasignacion de
recursos de nitrdgeno en los tejidos de las plantas lo que altera a las sustancias
quimicas de defensa secundarias y provoca las respuestas de defensa en las
plantas (Song et al., 2020).

6.7 Azotobacter spp. DOCUMENTADA COMO PGPR

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) tienen la capacidad de
colonizar la rizosfera y de esta manera aportan nutrientes como fosforo y nitrégeno
a los vegetales (Rizvi & Khan, 2018). Las bacterias PGPR pertenecientes a géneros
como Acetobacter, Agrobacterium, Burkhollderia, Bacillus, Rhizobium,
Sphingomonas, Pseudomonas, Staphylococcus y Azotobacter aumentan la
accesibilidad de los minerales a las plantas (Nadeau et al., 2018). La promocion del
crecimiento realizada por las PGPR se lleva a cabo mediante mecanismos como la
produccion de ACC desaminasa, fijacion de nitrdgeno, solubilizacion de fosfatos,
mineralizacion de nutrientes, sintesis de fitohormonas y produccion de sideroforos

(Romero- Perdomo et al., 2017).
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La rizobacteria identificada como Azotobacter spp. presentan la capacidad de fijar
nitrogeno atmosférico y lo reducen a amonio y este es oxidado a didéxido de
nitrogeno, producen sideréforos, ACC desaminasa y hormonas del crecimiento
como auxinas, giberelinas y citoquinas que favorecen el crecimiento de las raices 'y
desarrollo de las plantas de forma directa (Song et al., 2020). Azotobacter spp., con
la produccion de acido indol acético (AlA) promueve el crecimiento vegetal ya que
este compuesto afecta la division celular, el agrandamiento celular, la elongacion de
las raices y el dominio apical de las plantas (Rizvi & Khan, 2018). Los metabolitos
de esta bacteria distribuyen a la distribucion de los recursos vegetales de tal forma
gue permite el aumento de la biomasa y el rendimiento de las plantas, no solo
mediante la produccion de fitohormonas que en exceso pueden inhibir el crecimiento
(Song et al., 2020).

Azotobacter spp. produce sideréforos que quelan el hierro haciéndolo no disponible
para otros integrantes de la microbiota, mientras que con la ACC desaminasa
modulan los niveles de etileno en las plantas, con estos metabolitos Azotobacter
promueve de manera indirecta el crecimiento vegetal (Rizvi & Khan, 2018). Otros
mecanismos que emplea para promover el crecimiento de las plantas incluyen la
produccion de enzimas hidroliticas que interactian con los fitopatégenos de la
planta, la produccién de antibidticos que aumenta la competencia de la planta, la
sintesis de vitaminas como niacina, tiamina y biotina que le brindan resistencia
mejorada a la planta bajo estrés, y también Azotobacter interfiere con las sefiales

de quorum sensing de organismos dafiinos (Romero- Perdomo et al., 2017)

La especie A. salinestris es considerada como una excelente PGPR debido a su
alta actividad de nitrogenasa; su capacidad de producir sidero6foros, ACC desaminas
y fitohormonas como las auxinas y giberelinas en niveles variables. La inoculacion
con esta bacteria permite aumentar el niumero de raices seminales en plantulas de
trigo (Rubio et al., 2013). También se ha visto que ejerce un efecto positivo en el
crecimiento del tomate (Solanum lycopersicum) (Ahmed et al., 2020) y el sorgo

(Sorghum vulgare) (Omer et al., 2016).

44

——
| —



La co-inoculacién de algodén con las cepas de A. chroococcum AC10 y AC1
permiten la reduccion de la fertilizacion quimica de nitrégeno hasta en un 50% y aun
asi producir un aumento en la biomasa de los cultivos de Gossypium hirsutum, la
biomasa es mayor en comparacién al uso de fertilizantes Unicamente (Romero-
Perdomo et al., 2017).

También, se ha documentado que Azotobacter promueve el crecimiento vegetal en
el cilantro (Coriandrum sativum) (Rabiei et al., 2020), arroz (Oryza sativa) (Sahoo et
al., 2014), sésamo (Sesamum indicum) (Ferreira et al., 2019), pepino (Cucumis
sativus), avena (Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), zanahoria (Daucus
carota), cebolla (Allium cepa), papas (Solanum tuberosum), berenjena (Solanum

melongena) entre otros (Das, 2019).

Metabolitos secundarios del género Azotobacter con posible efecto de

proteccion ala planta ante metales pesados y en procesos de biorremediacion

6.8 SIDEROFOROS

Los sideroforos son moléculas de péptidos con cadenas laterales y grupos
funcionales a los que se pueden unir iones férricos (Olanrewaju et al., 2017). Estas
moléculas son de menos de 1000 Da con alta afinidad para quelar o unir iones
férricos (Fe®") (figura 8) (Souza et al., 2015). Estos compuestos secuestran el hierro
volviéndolo no disponible para otros microorganismos (Rizvi & Khan, 2018). En
suelos &cidos y anaerobicos las altas concentraciones de iones ferrosos (Fe?*)
generados por la reduccién de iones férricos (Fe3*) provoca la toxicidad del hierro
debido a su absorcidn excesiva (Souza et al., 2015). Los sider6foros son producidos
por bacterias y hongos como agentes quelantes en respuesta a la deficiencia de

hierro en suelos de pH neutro a alcalino (Chennappa et al., 2019).
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Figura 8. Representacion de la unién a hierro por los sideréforos a través de sus grupos
funcionales (Olanrewaju et al., 2017)

El hierro es un micronutriente esencial para plantas y microorganismos, el cual
participa en procesos biolégicos importantes como la fotosintesis, la respiracion, la
sintesis de clorofila y la fijacién biol6gica de nitrégeno (Souza et al., 2015). Los
sideroforos ayudan de manera indirecta en el crecimiento de las plantas
aumentando la disponibilidad de nutrientes para la fotosintesis (Rajabi-Khamseh et
al., 2020).

Los sider6foros forman complejos con el Fe3* extracelulares, una vez que el Fe3* es
capturado por el sider6foro esta disponible para la absorcién celular de dos formas,
en una via el hierro es reducido y liberado del sideréforo en la superficie extracelular
y se absorbe como ion férrico, en la segunda ruta el complejo de Fe3*-sideréforo se
internaliza, este es absorbido por transportadores de quelato férrico, también el Fe3*
es reducido a Fe?* por la actividad de la reductasas de quelato férrico, esta enzima
puede estar en membrana o en el medio extracelulares. El hierro es liberado del
complejo hierro-siderdforo en el citosol, mediante la actividad de las reductasas del
sideroforo férrico intracelulares o hidrolasas de sideroforo férrico (Miethke &
Marahiel, 2007).

. Si bien, la funcién canénica de los sideréforos es eliminar el hierro insoluble, estos
también pueden unirse a otros metales con diversas afinidades; sin embargo, los

complejos sideréforo-metal no pueden ingresar a las células bacterianas lo que
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reduce las concentraciones de metales toxicos libres en el medio (Hesse et al,
2018). Este papel de biorremediador puede ser adaptativo y regulado en respuesta

a la contaminacion (Kramer et al., 2020).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que producen sideroforos ayudan
a prevenir o disminuir la proliferacion de patdgenos al reducir la cantidad de hierro
disponible para los fitopatégenos. Esto lo logran al quelar la mayor parte de Fe3*
presente en la rizosfera de las plantas evitando que los patdgenos proliferen debido
a la falta de hierro, lo que provoca que pierdan la capacidad de actuar como
patdgenos (Olanrewaju et al., 2017). Otras aplicaciones de los sideroforos basados
en su actividad quelante son como agentes de administracion de farmacos y en los

procesos de remediacion de suelos (Chennappa et al., 2019).

Diversas especies bacterianas son capaces de producir sideroforos. Por ejemplo,
Pseudomonas fluorescens DSM 50090 produce el sideréforo pioverdina en
cantidades de entre 20 y 25 umol siderdforos /L de cultivo (Vindeirinho et al., 2021).
La especie Bacillus subtilis por su parte es capaz de producir hasta 100 umol/L de
sideroforos tipo catecol (Ferreira et al., 2019) (tabla 9). Las especies del género
Azotobacter excretan sideroforos cuando el hierro es limitante. La bacteria A.
chroococcum es capaz de producir tres clases de sideréforos: vibrioferrina,
anfibibactinas y crochelin A (Mankar et al., 2020). Por su parte, A. vinelandii produce
cinco sideroforos diferentes que son acido 2,3-dihidroxibenzoico, azotobactina,
aminoquelina, azotoquelina y protoquelina (Chennappa et al., 2019). En cambio A.
salinestris produce compuestos tipo hidroxamato (HDX) que actian como
sideréforos (Page & Shivprasad, 1995). A. vinelandii produce entre 80 a 140 umol/L

de sideroforos tras 72 horas de incubacion (Jain et al., 2021) (tabla 9).

Tabla 9. Produccién de sider6foros por Pseudomonas, Bacillus y Azotobacter.

Rizobacteria Sider6foros (umol/L) Referencia
Pseudomonas . .
fluorescens DSM 50090 20-25 Vindeirinho et al., 2021
Bacillus subtilis 100 Ferreira et al., 2019
Azotobacter vinelandii 80 - 140 Jain et al., 2021

Determinacion de la producciéon de sideréforos mediante el ensayo de cromo azurol S
(CAS).
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6.9 1-AMINOCICLOPROPANO-1-CARBOXILATO (ACC) DESAMINASA

El etileno es una hormona presente en todas las plantas superiores que modula el
desarrollo celular normal y el crecimiento de las plantas (Olanrewuaju et al., 2017).
Sin embargo, bajo estrés abidtico y bidtico como el dafio por patégenos, sequia,
inundacion, altas concentraciones salinas y presencia de contaminantes, se acelera
la produccidn de etileno enddgeno lo que afecta negativamente el crecimiento de la
planta (Souza et al.,2015). La produccion de etileno es realizada por la enzima |-
aminociclopropano-I-carboxilato oxidasa (ACC oxidasa), la produccion de este
metabolito més alla de su umbral provoca estrés por etileno en las plantas

(Olanrewuaju et al., 2017).

Uno de los mecanismos que permite reducir los niveles de etileno en las plantas es
la actividad de la enzima bacteriana l|-aminociclopropano-I-carboxilato (ACC)
desaminasa (Souza et al.,2015). La ACC desaminasa producida por bacterias
promotoras del crecimiento vegetal contribuye a la modulacion del nivel de etileno
enddgeno en las plantas y facilita indirectamente su crecimiento (Rizvi & Khan,
2018). Esta enzima metaboliza al precursor de la biosintesis de etileno, el |-
aminociclopropano-I-carboxilato, y lo metaboliza en &cido cetobutirico y amoniaco,
consiguiendo asi la reduccion en la produccion del etileno en las plantas y estos

metabolitos pueden ser consumidos por las plantas (Tittabutr et al., 2013).

La colonizacion de la rizosfera de plantas con estrés por etileno, con las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal productoras de ACC desaminasa pueden
restaurar el desarrollo normal de la planta (Olanrewuaju et al., 2017). Ademas, estos
microorganismos pueden tener un mejor crecimiento en comparaciéon con otros
microorganismos no productores debido a que pueden usar I-aminociclopropano-I-
carboxilato como fuente de nitrdgeno (Souza et al.,2015). Otra ventaja de los
microorganismos productores de esta enzima es la capacidad de absorber parte del
triptofano que exudan las plantas y lo convierten en AlA que luego secretan, de esta
forma las plantas pueden absorber esta fitohormona y promover el crecimiento

vegetal (Olanrewuaju et al., 2017). La enzima ACC desaminasa facilita el
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crecimiento de las plantas en ambientes hostiles, al mejorar la longitud y densidad

de las raices (Romero-Perdomo et al., 2017).

La produccién de esta enzima se ha descrito en diversos géneros bacterianos como
Bacillus y Pseudomonas. B. cereus, en estas bacterias la actividad de ACC
desaminasa es de aproximadamente 21000 nmol de a-cetobutarico/mg de
proteina/hora por otra parte en Pseudomonas sp. la actividad ACC desaminasa es
de aproximadamente 23000 nmol de a-cetobutarico/mg de proteina/hora
respectivamente (Grobelak et al., 2018). En otros como P. aeruginosa y B. subtilis
la actividad de ACC desaminasa es de 1607 y 1710 nmol de a-cetobutarico/mg de
proteina/hora respectivamente (tabla 10) (Pandey et al., 2019). Especies del género
Azotobacter también producen ACC desaminasa; A. chroococcum es capaz de
producir ACC desaminasa incluso bajo estrés por la presencia de metales como
cobre (Cu) y plomo (Pb) (Rizvi & Khan, 2018).

Azotobacter salinestris produce 60.4 nmol de a-cetobutarico/mg/hora de ACC
desaminasa, la cual actia como una sustancia osmoprotectora (Omer et al., 2016).
En A. chroococcum SP1 produce aproximadamente 941.496 nmol de a-

cetobutarico/mg de proteina/hora (tabla 10) (Pandey et al., 2019).

Tabla 10. Produccion de ACC desaminasa por bacterias de los géneros Pseudomonas,

Bacillus y Azotobacter.

Bacillus cereus 21000 G;?f)glgfget
Pseudomonas sp. 23000 G;?f)%"f;t
P. aeruginosa 1607 Pan%%ylgt al.,
B. subtilis 1710 Pan%%ylgt al.,
Azotobacter salinestris 60.4 Omze(f)fé al.,
A. chroococcum SP1 941.496 Pan%%ylgt al.,

La determinacién de ACC desaminasa fue realizado con el método de Penrose & Glick,
2003.
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6.10 BIOPELICULA

La biopelicula hace referencia a una estructura conformada por poblaciones
microbianas que se adhieren a una superficie y estan incrustadas dentro de un
material de matriz polimérica autoproducido por los microorganismos (Souza et al.,
2015). Esta matriz se compone de exopolisacéridos, proteinas, acidos nucleicos y
otras sustancias (Davey & O'toole, 2000). La formacién de biopelicula es exhibida
por bacterias y hongos, que al crecer adheridas a las superficies y emplean a los
flagelos, fimbrias, liposacéaridos y proteinas de membrana para la generacion de
esta estructura (Velmourougane et al., 2017).

La formacién de biopelicula se establece en cinco etapas que son: la adherencia
reversible a la superficie, la adherencia irreversible que involucra perdida de
motilidad y produccion de sustancias exopoliméricas, la primera maduracion en el
cual se desarrolla la arquitectura de la biopelicula, la segunda etapa es de
maduracién, donde ya esta bien formada y la dltima etapa implica la dispersion de

las células individuales (figura 9) (Sauer, 2003).

<> Células planctonicas

Figura 9. Etapas de la formacion de biopelicula (Modificada de: Toyofuku et al., 2015).

La agregaciéon microbiana es necesaria en la formacién de la biopelicula y depende
de las interacciones entre los microorganismos (Velmourougane et al., 2017). La
biopelicula puede estar compuesta por una poblacion de una sola especie 0 una
comunidad derivada de multiples especies microbianas (Davey & O'toole, 2000). Se
da la autoagregacion cuando las bacterias pertenecen a la misma cepa o la
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coagregacion cuando dos o mas especies estan involucradas (Velmourougane et
al., 2017). Por otro lado, la estructura de la biopelicula depende de los parametros
ambientales y de la biologia microbiana, pero de manera general forman parches
de agregados celulares intercalados en una matriz de exopolisacaridos y con
canales de agua que permiten el acceso a los nutrientes (Davey & O'toole, 2000).

Las bacterias producen biopelicula en respuesta a condiciones de estrés ambiental
(Ahmed et al., 2020). La formacion de biopelicula por los microorganismos permite
superar el estrés generado por cambios de pH, limitacion de nutrientes o la
presencia de radicales de oxigeno, antibiéticos y desinfectantes (Velmourougane et
al., 2017). Las bacterias alcanzan un cierto grado de refugio y homeostasis al formar

parte de la biopelicula (Davey & O'toole, 2000).

Los microorganismos prefieren el modo de vida de biopelicula en entornos naturales
sobre las formas planténicas (Ahmed et al., 2020), porque la formacién de esta
estructura representa una ventaja reproductiva y de supervivencia en comparacion
con las células planctonicas (Davey & O'toole, 2000). La transferencia de material
genético entre microorganismos que forman la biopelicula es mas rapida en
comparacién con las células plancténicas haciendo que las células difieran

genotipica y metabdlicamente (Velmourougane et al., 2017).

La biopelicula posee una alta tolerancia frente a compuestos téxicos incluso a
niveles letales para los cultivos planctonicos (Sharma et al, 2018). De hecho, la
produccion de biopelicula en Pseudomonas aeruginosa PAO1l le permite
incrementar la proteccion contra metales pesados en comparacion con las células
planctonicas en al menos el doble en el caso del plomo, y en seiscientas veces la
resistencia a cobre (Teitzel & Parsek, 2003). A medida que los contaminantes fluyen
a través de la biopelicula microbiana se da la biofiltracion que consiste en la

absorcion y biodegradacion de estos contaminantes (Davey & O'toole, 2000).

En Pseudomonas la formacion de la biopelicula permite la proteccion de las células
bacterianas dentro de la matriz, por lo anterior la biopelicula es util en procesos de
biorremediacién debido a que los polimeros extracelulares de esta son capaces de

acumular iones metalicos (Igiri et al., 2018). El proceso de biorremediacion por
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biopeliculas puede darse de dos maneras: en primer lugar, actian como
biosorbentes de metales pesados en la superficie y en segundo lugar las sustancia
exopoliméricas que conforman la matriz contienen moléculas con propiedades
tensioactivas 0 emulsionantes que mejoran la biodisponibilidad de los
contaminantes (Sharma et al, 2018).

Azotobacter también tiene la capacidad de formar biopelicula ante condiciones
estresantes. En A. chroococcum W5 la produccion de biopelicula permite hacer
frente al estrés provocado por nanoparticulas de Oxido de zinc (ZnO), esta
estructura actia como una barrera (Boddupalli et al., 2017). En A. salinestris a
través la formacion de biopelicula estimul6 el crecimiento vegetal y protegio a la
planta contra el efecto toxico de especies metélicas (Ahmed et al., 2020). La
conformacion de las biopeliculas ayuda en la colonizacion de las plantas (Souza et
al., 2015). El uso de biopeliculas microbianas en la agricultura ha ganado interés
debido a que mejoran el crecimiento y rendimiento de los cultivos, la salud del suelo
y la absorcion de nutrientes (Velmourougane et al., 2019). En los microorganismos
rizosféricos la formacion de la biopelicula permite el mantenimiento de la interaccion
con las plantas al evitar que se desprendan debido a diversos procesos naturales
gue ocurren en el suelo (Velmourougane et al., 2017). Los microorganismos que
forman biopelicula utilizan mecanismos de sefializacion que promueven las
interacciones tripartitas, modulan el metabolismo y transcripcion de genes
involucrados en el crecimiento y activan la maquinaria de defensa y antioxidante de

las plantas (Velmourougane et al., 2019).

6.11 EXOPOLISACARIDOS

Los exopolisacaridos (EPS) son sustancias poliméricas producidas por
microorganismos como material protector ante condiciones de estrés (Rizvi et al.,
2019). Los EPS se pueden encontrar de dos maneras: como polisacaridos
capsulares unidos covalentemente a la superficie celular y como polisacaridos
limosos que estan débilmente unidos a la superficie 0 se encuentran en el medio
extracelular (Poli et al., 2010). Los EPS brindan proteccién a las células contra la

desecacion y la depredacion por parte de protozoos o el ataque de fagos (Gauri et
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al., 2009). Ademés, los exopolisacaridos brindan proteccién a las bacterias ante
condiciones ambientales extremas como las altas temperaturas, la inanicion, el pH,

tensiones idnicas y antibiéticos. (Rizvi et al., 2019).

Estos polisacaridos también protegen a la enzima dinitrogenasa reductasa en los
ambientes con alta concentracion de oxigeno, y a la célula de la penetracion de
iones metélicos toxicos gracias a su capacidad de quelar y atrapar metales pesados
(Gawuri et al., 2009). Los EPS forman un complejo al unirse con las formas iénicas
de los metales pesados haciendo que estos metales se vuelvan inaccesibles para
los organismos, estos metabolitos son de gran utilidad en la bioadsorcion y
eliminacién de metales de los sitios contaminados (Rizvi et al., 2019). Los EPS
pueden enmascarar los efectos de las nanoparticulas y limitar las interacciones

fisicas 0 quimicas intensas con las plantas (Ahmed et al., 2020).

Los EPS son susceptibles a la biodegradacion en la naturaleza y menos dafiinos
que los polimeros sintéticos, lo que los hace una mejor opcién como materia prima.
Se han encontrado multiples aplicaciones para los EPS microbianos en la industria

alimentaria, farmacéutica, entre otras (Gauri et al., 2009).

Se ha caracterizado la produccion de EPS por varios microorganismos como
Pseudomonas y Azotobacter (tabla 11). En P. fluorescens psd se da la produccién
de EPS en aproximadamente 10 ug EPS/mL de cultivo; sin embargo, al exponerse
a cantidades mayores de metales como el Zn?* la produccién de EPS incrementa,
siendo que a una concentracién de 5mM de Zn?* se producen aproximadamente 60
pug/mL (Upadhyay & Srivastava, 2014). Azotobacter produce EPS que le permite
combatir el estrés generado por los metales pesados, la desecacion, los antibiéticos
y el estrés ionico principalmente. A. chroococcum CAZ3 produce EPS en cantidades
maximas de hasta 580 pg/mL. Puede producirlo aun en presencia de metales
pesados teniendo una produccion de 260 pg/mL en presencia de 25 pg/mL de
cadmio (Rizvi et al., 2019).
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Tabla 11. Produccién de EPS en Pseudomonas y Azotobacter.

- EPS(ug/mL)  Condiciones  Referencia

Pseudomonas .
fluorescens psd R CRUIES Upgdhyay &
Pseudomonas Srivastava,
60 Con 5mM de Zn?* 2014
fluorescens psd
Azotobacter 3
chroococcum CAZ3 2t Olpiiirz Rizvi et al.,
Azotobacter 260 Con 25 pg/mL de 2019
chroococcum CAZ3 cadmio

La determinacion de la produccién de exopolisacaridos se empled el método de filtracion
(Bitton & Freihofer, 1977; Mody et al ., 1989)

6.12 MELANINA

Las melaninas son sustancias poliméricas sintetizadas por muchos organismos
procariotas incluidos los fijadores de nitrogeno (Rizvi et al., 2019). En la sintesis de
la melanina participa el catecol, este es sustrato de la enzima fenol oxidasa (Herter
et al., 2011). Estos metabolitos estan ampliamente dispersos en el reino animal y
vegetal, ademas se les puede encontrar en diversas bacterias y hongos; las
melaninas se caracterizan por ser amorfas, heterogéneas, insolubles y resistentes

a la cristalizacion.

Debido a la naturaleza insoluble de estos metabolitos su estudio se ha visto
obstaculizado al contar con técnicas limitadas que permitan su investigacion
(Banerjee et al., 2014). Estos pigmentos estan formados a partir de polimeros de
compuestos fendlicos (Plonka & Grabacka, 2006). Las melaninas pueden
clasificarse en eumelanina, alomelanina, feomelanina, piomelanina vy
neuromelanina (Banerjee et al., 2014). La clasificacibn mas general solo toma en

cuenta a los primeros tres:

e Eumelanina: Pigmento marrén a negro producido por la oxidacién de la
tirosina a o-dihidroxifenilalanina (DOPA) y dopaquinona que se somete a
ciclacion a 5,6-dihidroxiindol o acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico.

e Feomelaninas: Pigmento amarillo a rojo que se sintetiza inicialmente como

eumelaninas, pero DOPA sufre cisteinilacion dando lugar a cisteinil-DOPA
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gue se polimeriza en derivados de las benzotiazinas (Plonka & Grabacka,
2006).
e Alomelaninas: Grupo heterogéneo que surgen de catecol en presencia de

polifenol oxidasa (Banerjee et al., 2014).

La melanina tiene la capacidad de absorber un amplio espectro de ondas
electromagnéticas por lo que puede brindar proteccion a las células bacterianas

contra las radiaciones ultravioleta (Rizvi et al., 2019).

Estos pigmentos también pueden proteger a los microorganismos frente a tensiones
quimicas, térmicas y bioquimicas (Banerjee et al., 2014). Ademas, estos metabolitos
protegen a los microorganismos de las especies reactivas de oxigeno, las altas
temperaturas y la toxicidad de los metales pesados (figura 10) (Rizvi & Khan, 2018).

Figura 10. Proteccién de la melanina ante fuentes de estrés fisico y quimico (Cordero &
Casadevall, 2017)

La melanina presenta una alta afinidad por los iones metélicos y los secuestran,
ademas, tiene la capacidad de recolectar iones metalicos permitiendo el

almacenamiento, liberacion y el intercambio iénico (Hong & Simon, 2004). Los
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grupos carboxilico, fendlico, hidroxilo y amina de este metabolito proporcionan sitios

de union potenciales para los iones metalicos (Nosanchuk & Casadevall, 2006).

La melanina juega un papel importante en la quelacion de metales, por lo que
permite proteger a las células del estrés oxidativo bajo la contaminacion con metales
(Contreras-Moreno et al., 2020). Debido a este potencial de secuestro de metales
de este metabolito se ha incrementado en el uso de microorganismos en la
biorremediacion de metales pesados (Cordero & Casadevall, 2017). A pesar de que
las melaninas fungicas han sido ampliamente estudiadas en los procesos de
biorremediacién como protector para unir de metales, en otros microorganismos
como las bacterias, la investigacion es escaza (Nosanchuk & Casadevall, 2006). En
A. chroococcum la melanina realiza la adsorcion de metales como el Cr, cadmio
(Cd) y niquel (Ni) (Rizvi et al., 2019).

Otros usos potenciales de la melanina la involucran como un semiconductor que
forme parte de circuitos electronicos, baterias y celdas solares; ademéas se ha
utilizado como plantilla para la sintesis de las nanoestructuras y nanoparticulas de
plata u oro con uso como vehiculos en la industria alimentaria y de la salud (Martinez
et al., 2019).

6.13 PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes o tensioactivos son un grupo diverso de sustancias tensoactivas
anfifilicas que constan de un residuo polar (hidréfilo) compuesto por péptidos,
proteinas o sacaridos y un grupo no polar (hidr6fobo) compuesto por acidos grasos
saturados, hidroxilados o alcoholes grasos (Pacwa-Plociniczak et al., 2011). Los
microorganismos elaboran estos productos extracelulares que son capaces de
reducir la tensién superficial y facilitar la absorcion, emulsificacion y dispersion de
los hidrocarburos. Ademas, mejoran la biodisponibilidad de hidrocarburos para las
células microbianas (Thavasi et al., 2009). Esto lo logran al aumentar la superficie

de las sustancias hidrofobas insolubles en agua (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

Los biotensioactivos presentan caracteristicas como menor toxicidad, sintesis a
partir de materias primas renovables y mayor biodegradabilidad, y pueden sustituir

a los tensioactivos quimicos en diversos procesos que implican emulsificacion,
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detergencia, humectacion, solubilizacion de compuestos hidréfobos, formacién de

espuma entre otros (Thavasi et al., 2009).

Los biosurfactantes tienen un amplio uso en industrias como la agricultura, la
cosmeética, en la produccion de alimentos, y la farmacéutica entre otras (Pacwa-
Plociniczak et al., 2011). Sin embargo, su uso en la industria depende del costo y la
facilidad de su produccién. Una gran limitante para la produccién rentable es su bajo
rendimiento (Thavasi et al.,, 2009). Una posible solucién al elevado coste de
produccion de estos compuestos es que los microorganismos tengan condiciones
de crecimiento 6ptimas con sustratos renovables baratos (tabla 12) (Pacwa-
Plociniczak et al., 2011).

Tabla 12. Produccion de biosurfactantes bajo distintas fuentes de carbono en

Pseudomonas, Bacillus y Azotobacter.

En aceite de Thavasi et al.,
Pseudomonas 4.3 motor usado 2011
En pastel de .
Pseudomonas 8.6 aceite de Thavasi et al.,
2011
cacahuate
. En aceite de Md Badrul Hisham
Bacillus sp. HIP3 5.35 cocina etal., 2019
: En pastel de .
Bacillus i Thavasi et al.,
megaterium 10.5 aceite de 2007
cacahuate
Azotobacter . Thavasi et al.,
chroococeum 0.98- 2.97 En petroleo crudo 2009
Azotobacter En pa_lstel de Thavasi et al.,
chroococcum 8.7 aceite de 2009
cacahuate
Azotobacter 512 En aceite de Thavasi et al.,
chroococcum ) motor usado 2009

Para la determinacion de la produccion de biosurfactantes fueron empleado los métodos de
precipitacion 4cida y la extraccién con solventes (cloroformo y metanol).

Pseudomonas es capaz de producir biosurfactantes a partir de diversos sustratos.

En P.aeruginosa la produccién de biosurfactantes en aceite de motor usado es
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aproximadamente de 4.3 mg/mL mientras que en pastel de aceite de cacahuate
produce 8.6 mg/mL (Thavasi et al., 2011).

En Bacillus sp. HIP3, su cultivo con el aceite de cocina le permite producir 5.35
mg/mL de biosurfactante, el cual es capaz de eliminar metales pesados como
plomo, cromo, cadmio y zinc debido a la capacidad del metabolito de quelar metales
(Md Badrul Hisham et al., 2019). Bacillus megaterium cultivado en pastel de aceite
de cacahuate bajo condiciones de crecimiento en el fermentador produce hasta 10.5
mg/mL de biosurfactantes (Thavasi et al., 2007).

Utilizando como sustrato el petréleo crudo para el cultivo de A. chroococcum, esta
bacteria produce entre 0.98 a 2.97 mg/mL, bajo condiciones de fermentacion y
usando fuentes de carbono como el pastel de aceite de cacahuate pueden producir
hasta 8.7 mg/mL y 5.12 mg/mL en aceite de motor usado, respectivamente (Thavasi
et al., 2009). Los biosurfactantes producidos por Azotobacter vinelandii permiten la
eliminacién del aceite crudo del medio hasta en un 48.8% (Devianto et al., 2020).

6.14 PROTECCION A LA PLANTA ANTE METALES PESADOS
Los metales pesados causan un grave peligro ambiental ya que alteran el estado
ecolégico de la biota (Lenart, 2012). Estos ademas pueden provocar dafios serios

en las plantas afectando su crecimiento y rendimiento (Rizvi & Khan, 2018)

El aumento en la concentracién de metales como calcio (Ca), nitrdgeno (N), hierro
(Fe) y potasio (K) en las raices de las plantas provoca un dafio en el crecimiento de
la planta afectando la biomasa (Nadeau et al., 2018). EI cadmio (Cd) y el cromo
(Cr) son metales pesados que llegan a los suelos agricolas a través de los
fertilizantes, pesticidas y aguas residuales, estos metales ejercen un efecto
nocivo sobre la biota (Joshi & Juwarkar, 2009). Los metales como plomo (Pb) y
cobre (Cu) en cantidades excesivas dafian a la planta ya que generan especies
reactivas de oxigeno, ralentizan la tasa de germinacion, afectan la altura de la planta
y su biomasa, disminuyen la division celular, provocan desequilibrio osmatico,
alteran la fotosintesis, alteran la absorcion de nutrientes y la actividad enzimatica,

asi como desequilibrio hormonal (Rizvi & Khan, 2018).

58

——
| —



Las cepas de Azotobacter presentan resistencia a metales pesados como el Cd, Cu,
manganeso (Mn), Pb y zinc (Zn) (Lenart, 2012). A. chroococcum en general
presentd concentraciones minimas inhibitorias (MIC por sus siglas en ingles) de
cadmio de aproximadamente 200 pg/mL, pero algunas cepas son capaces de
tolerar hasta 1600 pg/mL. Ademas, presentan una concentracion minima inhibitoria
de 12.5 pg/mL para mercurio (Hg), 100 pg/mL para niquel (Ni), 200 pug/mL para Cr
(1), 200 pg/mL para Cu, 100 pg/mL para Pb y 100 pg/mL para zinc (Aleem et al.,
2003).

Azotobacter muestra una concentracion minima inhibitoria de entre 200 a 300 pg/mL
de Cr (VI) (Kaushik et al.,, 2008), también esta bacteria es capaz de resistir a
concentraciones maximas de 200 pg/mL de Hg, 1600 pg/mL de Ni, Cu, Cd, Cr (llI),
Cr (VI) y Zn (Aleem et al., 2003). Azotobacter ademas es capaz de tolerar hasta
1800 pg/mL de Pb (Rizvi et al., 2020).

A.chroococcum CAZ3 es capaz de tolerar concentraciones de 100 pug/mL de Cd,
1000 pg/mL de Cr y hasta 1200 pg/mL de Ni (Rizvi et al., 2019), esta especie
también presenta una cantidad minima inhibitoria de 0.4 mM para Hg, 3.7 mM para
Pb, 2.2 mM para Cd, 4.7 mM para Cu, 5.1 mM para Cr (lll), 8.1 mM para cobalto
(Co), 5.9 mM para Zn y 6.2 mM para Ni. Algunas cepas de Azotobacter pueden
eliminar la concentracion de metales del medio como A. chroococcum WA20 que, a
una concentracion de 4 mM de Co, Zn, Niy Cu elimina el metal en un 90%, 70%,

80% y un 60%, respectivamente (Abo-amer et al., 2014).

Especies de Azotobacter mejoran el crecimiento y rendimiento de las plantas
cultivadas en presencia de metales como son el Cu y Pb (Rizvi & Khan, 2018).
También pueden minimizar las concentraciones de magnesio (Mg) y calcio (Ca) en
la planta (Nadeau et al., 2018). Las PGPR como Azotobacter confieren proteccion
a las plantas mediante procesos como la quelacién de metales de la rizosfera, la
produccion de exopolisacéaridos, de las moléculas quelantes y el bombeo de iones
metalicos fuera de la célula (Gauri et al., 2009). Otros mecanismos incluyen la
degradacion enzimatica/solubilizacion de metales o la quelacion de metales al

interior de la célula (Rizvi & Khan, 2018). Previo a su entrada en la célula los iones
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metélicos entran en contacto con sustancias poliméricas extracelulares que son
producidas por Azotobacter y que actian como la primera barrera que quela los

iones metalicos (Joshi & Juwarkar, 2009).

Los exopolisacaridos interacttan con los metales, formando un complejo que evita
la entrada del metal en el sistema radicular de la planta, reduciendo asi la toxicidad
de los metales para las bacterias y las plantas (Gauri et al., 2009). Por otra parte, la
melanina producida por Azotobacter spp., tiene la capacidad de quelar los metales
pesados permitiendo la desintoxicacion de suelos contaminados lo que ayuda a la

produccion de cultivos (Rizvi & Khan, 2018).

Azotobacter elimina la toxicidad de los metales empleando mecanismos de
exclusion, secuestro extracelular e intracelular o transformacion de metales (Rizvi &
Khan, 2018), mediante la produccion de metabolitos como el HCN que pueden llevar
a cabo el secuestro de los metales, y estructuras como la formacion de biopelicula
que permiten la exclusién de los metales pesados (Rizvi et al., 2019).

Un ejemplo de la eliminacion de la toxicidad de metales es el estudio de Chlorella
vulgaris, esta es una microalga que tiene la capacidad de eliminar compuestos de
nitrégeno y fosforo presentes en las aguas residuales, por lo cual se ha utilizado a
esta microalga en el tratamiento de aguas residuales. La combinacion de C.
vulgaris. con A. chroococcum aumenta la capacidad de esta alga para eliminar los
metales pesados, debido a que A. chroococcum promueve su crecimiento, la
produccién de pigmentos protectores y ademas produce polisacaridos capsulares

qgue quela a los metales pesados (Ali et al., 2012).

La presencia de Azotobacter en suelos contaminados por Cd y Cr reduce la
concentracion de estos metales en las plantas como el trigo (Joshi & Juwarkar,
2009). La especie A. salinestris tiene la capacidad de eliminar el Pb hasta en un
61.54% tras 72 horas, a través de la produccion de exopolisacaridos, la adsorciéon
en su capa externa y la produccion de sideroforos (Dhevagi et al., 2021). El uso de
Azotobacter spp. como una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal en las

plantaciones de Lepidium sativum actla de manera benéfica promoviendo el
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crecimiento de la planta y le confiere una mayor tolerancia al Cry Cd aun bajo altas

concentraciones de estos metales pesados (Sobariu et al., 2017).

La interaccion de los microorganismos benéficos como Azotobacter spp. en la
superficie de las plantas juega un papel importante en el crecimiento y fortificacion
de los cultivos en presencia de metales toxicos (Gauri et al., 2009). Las cepas de
Azotobacter poseen mecanismos de promocién del crecimiento vegetal como la
produccion de &cido indol acético, sideroforos, amoniaco y ACC desaminasa adn
bajo condiciones estresantes por presencia de metales (Rizvi & Khan, 2018). De
hecho, el AIA es capaz de mediar las reacciones morfolégicas de las plantas en
respuesta al estrés mediante el aumento del crecimiento de las raices. La
produccion de este metabolito permite compensar la disminucion en el crecimiento
de las plantas especialmente en la raiz provocadas por la contaminacién con
metales. El crecimiento de las raices mediado por el efecto del AIA puede mejorar
el potencial de fitoextraccibn de metales contaminantes (Fassler et al., 2010).
También, las especies de Azotobacter presentan la capacidad de fijar nitrogeno, asi
como producir sustancias fungicidas, fitohormonas y vitaminas que contribuyen al
crecimiento de la planta bajo condiciones de estrés (Lenart, 2012). La inoculacién
de Azotobacter reduce la acumulacion de metales como el Fe en las hojas de las
plantas, y en algunos casos esta bacteria establece asociacién con hongos como
Cadophora finlandia y Tricholoma scalpturatum (Nadeau et al., 2018). En suelos
contaminados por metales también provoca la reduccion de los niveles de prolina
sobre las plantas debido a que se mitiga el estrés oxidativo generado por dichos
metales (Rizvi & Khan, 2018). Por otra parte, Azotobacter spp. en interaccién con el
hongo Cadophora finlandia en sitios contaminados por metales, esta PGPR es
capaz de aumentar la concentraciéon de potasio (K) en las raices debido a la sinergia
entre los microorganismos, generando un aumento en el acceso a estos minerales.
Los hongos micorricicos permiten aumentar la absorcion de agua y extraer formas
insolubles de nutrientes, que en otro caso no estarian disponibles y de igual manera
algunas bacterias PGPR como Azotobacter aumentan la accesibilidad de los

minerales a las plantas (Nadeau et al., 2018).
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6.15 BIODEGRADACION (Biorremediacion)

Los xenobidticos y otros compuestos quimicos pueden afectar el crecimiento y
desarrollo de las bacterias del suelo, asi como el de las plantas y la salud de los
organismos eucariontes (Lenart, 2012). Los derivados fendlicos son un componente
importante de la materia orgéanicas del suelo, pero en cantidades excesivas afectan
a la cantidad de nitrégeno disponible y a la dinamica de nutrientes (Gauri et al.,
2012).

Los xenobidticos son sustancias quimicas extrafias para los organismos, y estos
gue pueden acumularse en el medio ambiente dafiandolo significativamente. Los
pesticidas, combustibles, disolventes, metales pesados, antibioticos entre otros son
ejemplos de xenobioticos (Lenart, 2012). EI aminofenol es un producto quimico
empleado en diversas industrias, cuyas aguas residuales que contienen o-
aminofenol (OAP) provocan una grave contaminacion ambiental y pueden afectar la
salud humana (Tian et al., 2019). Los clorofenoles son otras sustancias
ampliamente usadas como desinfectante y conservante debido a sus efectos
bactericidas y fungicidas. El 2,4,6-triclorofenol (TCP) que puede ser un precursor de
otros clorofenoles puede causar dafios en el medio ambiente ademas de provocar

riesgos en la salud humana (Li et al., 1991).

Algunas bacterias poseen mecanismos que les permiten sobrevivir ante la
presencia de los compuestos téxicos, como Azotobacter spp. que es capaz de
crecer bajo la accién de ciertos pesticidas como el herbicida linuron en
concentraciones de hasta 450 mg/mg, bajo la contaminacion por metales pesados
como el hierro; ademds, esta puede presentar resistencia a la presencia de
antibioticos como cefoxitina hasta 8 pg/mg (Lenart, 2012), cloranfenicol,
nitrofurantoina, cotrimoxazol y tetraciclina a 30 mg; asi como estreptomicina hasta
10 mg y amoxicilina hasta 25 mg (Abo-amer et al., 2014). También presentan una
alta resistencia a otros como polimixina-B (Aleem et al., 2003).

A. chroococcum, A. vinelandii y A. salinestris pueden biodegradar clorpirifos un tipo
de insecticida organofosforado (Chennappa et al., 2019). La produccion de

sideroforos les permite a estas especies quelar metales; por otra parte, con la
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produccion de exopolisacaridos inmovilizan los metales e impiden su entrada a la
célula en especial de plomo, cadmio y uranio. También, la formacion de biopelicula,
produccion de melanina y biosurfactantes son algunos de los mecanismos que
emplean las bacterias de este género para realizar la biorremediacién (Lenart,
2012).

Ademas, Azotobacter contribuye a la degradacion de plaguicidas, gracias a que
posee genes que expresan enzimas capaces de degradar estos compuestos
quimicos (Chennappa et al., 2019). El hexaclorociclohexano (HCH) también
conocido como lindano es un tipo de plaguicida organoclorado, este es comunmente
utilizado en paises en desarrollo por su bajo costo y su efectividad; sin embargo, su
uso prolongado e indiscriminado lleva a la creacion de sitios contaminados que
pueden causar dafios en la salud. El uso de A. chroococcum para la biorremediacion
de sitios contaminados con lindano representa una solucion factible a este
problema, debido a su capacidad de degradar casi el 95% del lindano aplicado en
el suelo (Anupama & Paul, 2010).

También, se ha evidenciado que A. chroococcum y A. salinestris son utiles para la
biodegradacion de pesticidas como el glifosfato, forato y la pendimetalina en
concentraciones de 5, 3y 1 por ciento, respectivamente. De hecho A. salinestris es
capaz de degradar hasta el 61.5% de la pendimetalina del suelo en condiciones de

campo (Chennappa et al., 2018).

Por otra parte, el cianuro es ampliamente usado en diversas industrias y resulta ser
altamente toxico para los organismos, especialmente en el sistema respiratorio, por
lo cual las aguas residuales que contienen cianuro son tratadas generalmente
mediante el uso de métodos de oxidacion quimica. Azotobacter vinelandii present6
una alta resistencia al cianuro (150 mg/L) y eliminé entre el 70 al 90% del cianuro
presente en los cuerpos de agua (Kaewkannetra et al., 2009). El uso de
microorganismos como A. vinelandii es una alternativa de bajo costo y menos
riesgo, debido a que la enzima dinitrogenasa reductasa de esta bacteria tiene la
capacidad de reducir el cianuro, en forma de cianuro de hidrogeno (HCN), este

compuesto actia como un sustrato de la dinitrogenasa (Koksunan et al., 2013).
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Para el tratamiento de aguas residuales que contienen OAP se emplea el uso de
reactor de biopelicula aireado por membrana (MABR) y representa una herramienta
eficaz. Dentro de la comunidad bacteriana involucrada en este proceso de
degradacion de OAP, Azotobacter cataliza el 2-oxopent-4-enoato a 4-hidroxi-2-
oxopentanoato y acetaldehido, y finalmente a acetil CoA, en interaccion con otras
bacterias Azotobacter contribuye considerablemente a la degradacion de OAP (Tian
et al., 2019).

Algunos microorganismos presentes en el suelo pueden transformar diversas
sustancias quimicas organicas, estas son metabolizadas como fuente de carbono y
energia (Gauri et al., 2012). Entre estas las bacterias de Azotobacter pueden utilizar
TCP y fenol como sustratos de crecimiento. Estas bacterias tienen una alta
especificidad por el TCP y en altas densidades celulares conducen la degradacion
de monoclorofenoles a la conversion parcial de 2,6-diclorofenol y 2,3,6-triclorofenol.
La degradacion de los mono y diclorofenoles comienza mediante la oxidacion de
clorocatecoles y posterior a la escision del cloro para producir la decoloracion. La
degradacion de TCP en esta bacteria se da a traves de la via de la hidroquinona

mientras que el fenol se hidroxila a catecol (Li et al., 1991).

Azotobacter puede tolerar el 2,4-dicloro-fexiacético (2,4-D), en concentraciones
hasta 1000 pg/mL (Abo-amer et al., 2014). Azotobacter spp. utilizaron este derivado
fendlico (2,4-D), como fuente de carbono y electrones, este es un herbicida de uso
comun en la agricultura. La degradacion de este compuesto implica la eliminaciéon
de la cadena lateral del acido acético y la ruptura del anillo para producir acidos
alifdticos. Azotobacter spp., puede degradar este compuesto a acido 4-
clorofenoxiacético, 4-clorofenol y 4-clorocatecol ya sea por una via oxidativa o una
via no oxidativa (Gauri et al.,2012). Azotobacter también presenté una alta
tolerancia al fungicida oxicloruro de cobre en dosis maximas de 350 mg x g (Lenatrt,
2012).

La accidon conjunta de bacterias degradadoras de aceite y bacterias fijadoras de
nitrbgeno como Azotobacter eliminaron de manera efectiva y eficiente el diésel en

los suelos contaminados. A. vinelandii no solo ayudd aportando nitrogeno a las
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bacterias capaces de asimilar los hidrocarburos del diésel; también, esta bacteria
pudo degradar el diésel y lo eliminé hasta el 20.5% en un periodo de 40 dias
(Chaudhary et al., 2019).

6.16 RESISTENCIA A ESTRES SALINO

La salinidad junto con la erosion del suelo y la desertificacion son limitaciones
ambientales que aumentan gradualmente con el paso de los afios en especial en la
regiones aridas y semiaridas (Chaudhary et al., 2013). La salinizacion se produce
tanto por procesos naturales como antropogénicos. La salinidad afecta a la
produccion agricola a nivel mundial debido a que induce el estrés osmatico

mediante la reduccién del potencial hidrico del suelo (Van Oosten et al., 2018).

El estrés salino afecta el establecimiento, el desarrollo y disminuye la tasa de
germinacion de las plantas. Una alternativa que se ha considerado es el uso de
microorganismos tolerantes a la sal que al asociarse a las raices de las plantas
puedan mejorar su resistencia y promover el crecimiento de la planta (Chaudhary et
al., 2013). En este sentido algunas bacterias del género Azotobacter podrian
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés salino. Dentro de este género se han
caracterizado bacterias tolerantes a la desecacion y halotolerantes como A.
chroococcum y A. salinestris que al formar asociacion con las raices de las plantas
ejercen actividades de promocién del crecimiento (Van Oosten et al., 2018). A.
salinestris ha sido encontrada en regiones aridas y semiaridas, y esta bacteria
presentd una resistencia al estrés salino y a la sequia, estimul6 el desarrollo de las
raices y aumentd la concentracion de algunos elementos como el fosforo y el

potasio (Shirinbayan et al., 2018).

Un estudio documento el aislamiento de bacterias provenientes de cuatro suelos
salinos diferentes, se identificaron veintisiete cepas bacterianas que pertenecieron
a A. chroococcum y A. vinelandii, estas cepas presentaron una tolerancia al sodio
de hasta el 8% y al usarse como inoculo en plantas de trigo mejoraron la biomasa
vegetal y el rendimiento del grano (Chaudhary et al., 2013). La especie A. salinestris
presenta un crecimiento maximo en una concentracion de 8% de NaCl, pero es

capaz de desarrollarse en un 10%, esta bacteria es considerada como un PGPR
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idonea para su aplicacién en suelos salinos (Chennappa et al., 2018). Por otra parte,
la cepa 76A de A. chroococcum tolerante a la sal es capaz de mejorar el peso fresco
de brotes, peso seco de raices y de los frutos del tomate. Ademas, tiene la
capacidad de aumentar el calcio citosolico de las plantas que permite la activacion
de la via de la sal demasiado sensible (SOS por sus siglas en ingles) para la
eliminacién de Na* del citoplasma reduciendo asi la toxicidad (Van Oosten et al.,
2018). La produccion de biopelicula por Azotobacter ademas redujo la perdida de
agua por evaporacion y aumento la retencion de esta en el suelo lo cual estimul6 el

crecimiento de la planta (Gauri et al., 2012).
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Figura 11. Representacion de la participacién de los metabolitos secundarios producidos

por Azotobacter en el proceso de biorremediacion.
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7. DISCUSION
Los elementos cadmio y plomo son algunos de los metales mas toxicos que inhiben
el crecimiento de mamiferos, plantas y microorganismos (Gonzales & Ghneim-
Herrera, 2021). Los microorganismos que se desarrollan en sitios contaminados
presentan diversos mecanismos que les permiten resistir al estrés generado por
compuestos téxicos producto de manera natural o por accién antropogénica (Abo-
amer et al., 2014).

En Azotobacter se han estudiado ampliamente la fijacién biolégica de nitrégeno con
la actividad de las nitrogenasas, los metabolitos secundarios como el PHB y el
alginato. Como ya se ha documentado las nitrogenasas aumentan la disponibilidad
de nitr6geno soluble en el suelo para otros organismos como las plantas en las
cuales promueve el crecimiento (Wang et al., 2018). Azotobacter presenta una alta
fijacion de nitrégeno siendo que puede fijar hasta un 22% mas en comparacion con
Pseudomonas (Florez-Marquez et al., 2017). Considerando su capacidad de fijacion
de nitrégeno y la versatilidad de las nitrogenasas de especies como A. vinelandii
(Mankar et al., 2020) algunas areas como la agricultura podrian beneficiarse con la

implementacion de esta bacteria.

El PHB se ha descrito como una fuente de carbono para Azotobacter en condiciones
limitantes de nutrientes y alivia el estrés provocado por la limitaciéon de oxigeno (Pal
Saha et al., 2014). También, este metabolito posee un gran interés en la industria
manufacturera de materiales plasticos biodegradables, como excipiente para la
administracion de farmacos y vendas entre otros (Parshad et al., 2001). Azotobacter
produjo altas cantidades de PHB dependiendo del medio, siendo que A.
chroococcum MAL-201 cultivada en glucosa (Pal et al., 1997) produjo hasta el doble
de PHB en comparacion a la produccién de P. putida KT2440 (Davis et al., 2015) y
hasta un 5 % mas que P. fluorescens A2a5 en un medio formulado con licor de cafia
de azucar (Jiang et al., 2008). De igual manera A. vinelandii crecida en glicerol
puede producir hasta veinte veces mas PHB que P. putida KT2440 (Wang &
Nomura, 2010). Debido a esto Azotobacter podria ser la bacteria mas idénea para

la produccion de PHB con fines industriales.
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Por otra parte, el alginato es un metabolito secundario necesario en el proceso de
enquistamiento de este género bacteriano. En Azotobacter la produccion de alginato
es cuantitativamente mayor que Pseudomonas (Aasfar et al., 2021) siendo que A.
vinelandii produce hasta un 11% més de alginato que P. fluorescens y hasta un 48%
mas que P. putida (Conti et al., 1994). Este polimero es usado como agente
gelificante o estabilizante en diversas industrias como la cosmética y la alimentaria
(Noar & Bruno-Barcena, 2018) por lo cual el uso de Azotobacter puede ser una

buena una opcion para la produccion de este metabolito.

Asimismo, estos metabolitos son Gtiles en los procesos de biorremediacién, como
se ha documentado la actividad del alginato producido por las algas, que ayuda a la
biosorcién de metales como el cromo debido a que los acidos gulorénicos de los
alginatos atrapan cationes divalentes como Cu, Zn, Pb, Cd y Ni (Bertagnolli et al.,
2014). Por otra parte, un estudio in vitro ha documentado que el PHB actiia como
donante de electrones en los procesos de biorremediacion de hidrocarburos
clorados y evita la formacion de carbono residual que pueda estropear la calidad del
agua (Pierro et al., 2017).

La fijacion bioldgica de nitrégeno permite hacer frente a la limitacién de nitrogeno
en los procesos de biorremediacion, debido a que en estos procesos de
biodegradacion se requiere la suplementacion de nutrientes como el nitrégeno
(Onwurah, 2004). De hecho, se ha visto que la remediacion de hidrocarburos de
petréleo por Pseudomonas sp. es de un 28% al 40% y que al afiadir a A. vinelandii
como fijador de nitrégeno, esta remediacion aumentd a un 52-83% (Onwurah,
2004). De igual forma, la fijacion de nitrégeno realizada por los microorganismos en
sitios contaminados mejora el crecimiento de las plantas que llevan a cabo la
fitorremediacion (Ullah et al., 2015), y este proceso de cooperacion entre plantas y
bacterias basada en la estimulacion mutua para la degradacion de los
contaminantes en suelos se conoce como fito-rizorremediacion (Vergani et al.,
2017).

Las bacterias adoptan un cambio en la morfologia como una estrategia para hacer
frente a las tensiones ambientales (Giovanella et al., 2017). En Azotobacter este
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cambio de morfologia corresponde a la formacion de quistes. Las endosporas como
las producidas por Bacillus corresponden a células en reposo especializadas (Wyss
et al.,, 1961). Las endosporas al igual que los quistes le brindan a las células la
resistencia al calor, los rayos UV, la exposicibn a compuestos toxicos y a la
desecacion (Checinska et al., 2015). Pero los quistes a diferencia de las endosporas

son enzimaticamente activos (Wyss et al., 1961).

Por otra parte, Pseudomonas no presenta este cambio de morfologia
correspondiente a la formacion de quistes o endosporas, aunque algunas especies
como P. putida G7 producen una capsula de exopolisacaridos que les permite hacer
frente a la limitacion de nutrientes y puede ofrecer un sitio de unién a iones metalicos
como cadmio o plomo (Kachlany et al., 2001). La formacion de quistes por
Azotobacter le confiere una gran ventaja sobre Pseudomonas, porque esta
estructura le confiere a Azotobacter tolerancia a diversas condiciones adversas y le
permite ser viable por mas tiempo, similar a la produccion de endosporas por
Bacillus; por lo cual Azotobacter tienen un alto potencial para su aplicacion
biotecnoldgica.

Los quistes producidos por Azotobacter se han estudiado particularmente por su
capacidad de tolerar a la desecaciéon (Martinez-Ortiz et al., 2020). La capacidad de
enquistamiento de Azotobacter le permite sobrevivir al menos 10 afios en el suelo
(Noar & Bruno Barcena, 2018). Esta capacidad de diferenciacion a células
metabdlicamente latentes junto con la produccion de diversos metabolitos
secundarios y mecanismos de resistencia muestran a Azotobacter como una gran

candidata para los procesos de biorremediacion.

Como ya se ha descrito la capacidad de Azotobacter para la biosintesis de PHB,
alginatos y la fijacion bioldgica de nitrogeno; sin embargo, es importante resaltar
gue también esta bacteria produce diversos metabolitos secundarios, que poseen
un alto potencial para su aplicacién biotecnolégica y en los procesos de
biorremediacion. Entre estos destacamos la produccién de acido indol acético,

solubilizacion de fosfatos, alquilresorcinoles, acido cianhidrico (HCN), produccion
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de hidrogeno, sider6foros, ACC desaminasa, biopelicula, exopolisacaridos,

melanina y biosurfactantes.

De manera general se sabe que la produccion de AIA en Azotobacter estimula el
crecimiento de las plantas, ademas, esta implicado en la fitoestimulacidén y permite
el control de fitopatdgenos. Por otra parte, se ha estudiado que este compuesto en
Pseudomonas estimula la fitoextraccion en suelos contaminados por metales
pesados (Chen et al., 2017). Las cepas de Azotobacter pueden producir altas
concentraciones de AIA en especial en medios suplementados con triptéfano (Jain
et al., 2021), esta capacidad de biosintesis es similar a las producidas por el género
Pseudomonas (Malik & Sindhu, 2011); sin embargo, Azotobacter produce menor
cantidad de AlA si se compara con P. fluorescens SasmO05 (Chen et al, 2017) y con
algunas cepas de Bacillus como es el caso de B. subtilis MNU16 (Upadhyay et al.,
2017). Sin embargo, es importante enfatizar que A. salinestris pueden llegar a
producir hasta el doble de AIA comparado con la produccién de Pseudomonas y
Bacillus (Omer et al., 2016), lo cual podria ser Gtil en las practicas agricolas y los
procesos de biorremediacion de suelos.

Como ya se ha mencionado Azotobacter puede solubilizar fosfatos insolubles y
proveer a las plantas de fosfatos biodisponible bajo condiciones estresantes como
la sequia o la contaminacion con pesticidas. Azotobacter presenta una baja
solubilizacion de fosfatos (Das, 2019) en comparacion con Pseudomonas putida
gue presenta una solubilizacién de fosfatos aproximadamente diez veces mayor
(Teng et al., 2019). En Pseudomonas fluorescens BIHB 740 solubiliza fosfatos
hasta un 450% mas que Azotobacter (Vyas & Gulati, 2009). De igual manera
Bacillus subtilis solubiliza hasta 48 veces mas fosfatos que Azotobacter (Upadhay
et al., 2017). De manera general Azotobacter presenta una baja solubilizacién de
fosfatos en comparacion con otros géneros bacterianos como Pseudomonas y
Bacillus, sin embargo, la construccion de transformantes de Azotobacter podrian
solubilizar una mayor cantidad de fosfatos tal como se describi6 en las
transformantes PMMB206, PMMBEPS1 y PMMBEGS1 de A. vinelandii (Sashidhar
& Podile, 2009).
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Las bacterias del género Azotobacter como A. vinelandii producen HCN que
estimula el crecimiento vegetal y presenta actividad antifangica contra fitopatogenos
de los géneros Fusarium, Rhizoctoni y Aspergillus. La produccion de HCN por
Azotobacter se produce en un menor porcentaje de especies en comparacion con
Pseudomonas y Bacillus (Ahmad et al., 2008). Ademas, la produccion es moderada
(Maheshwari et al., 2012) a diferencia de Pseudomonas que presenta una alta
produccion de HCN (Alstrom & Burns, 1989); sin embargo, estos datos son
cualitativos y para establecer una comparacion adecuada se requiere determinar la
cantidad de HCN producido.

Bacillus spp. produce HCN, que actia como un promotor del crecimiento vegetal
(Radhakrishnan et al., 2017). En general la actividad del HCN contra fitopatdgenos
también se ha documentado en Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y
Alcaligenes feacalis (Ndeddy Aka & Babalola, 2016). En P. fluoresecens CHAO se
ha observado que el HCN destaca su actividad como agente complejante de
metales y aumento la disponibilidad del fosfato, induciendo el crecimiento vegetal,
y con menor relevancia el HCN presenté la actividad para inhibir el crecimiento de
fitopatdgenos (Rijavec & Lapanje, 2016). En Azotobacter se ha estudiado
ampliamente el papel del HCN contra los fitopatbgenos y su impacto en la
promocion del crecimiento vegetal; sin embargo, hay poca informacion sobre su
posible papel como un agente complejante de metales y su capacidad de aumentar

la disponibilidad de nutrientes para las plantas.

La inoculacién de Azotobacter spp. en plantas, permitié reducir el uso de fertilizantes
quimicos, aumento el rendimiento de nitrégeno en los cultivos, ademas de mantener
el estado ambiental sin perturbaciones (Song et al., 2020). Es relevante destacar
gue el género Azotobacter ha sido ampliamente estudiado como una PGPR en
vegetales como: maiz, chicharo, arroz, pepino, algodon, tomate, trigo, sorgo,
cilantro, avena, sésamo, cebada, zanahoria, cebolla, papa, berenjena entre otros,
incluso bajo condiciones de estrés para la planta inoculada, esta caracterizacion

como PGPR es similar a los géneros de Pseudomonas y Bacillus, sin embargo, los
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metabolitos que produce Azotobacter que impactan en el crecimiento vegetal

también pueden ser aplicados en otros ambitos biotecnolégicos.

También se ha documentado que Azotobacter ayuda en el control de diversos
fitopatdgenos tales como hongos pertenecientes a Fusarium, Aspergillus (Ahmad et
al., 2008), Alternaria, Sclerotium entre otros (Chennappa et al., 2019). Ademas,
actua contra neméatodos como Meloidogyne incégnita (Das, 2019) y contra bacterias
como Listeria monocytogenes (Sharma et al., 2020). Esta proteccion conferida por
Azotobacter podria permitir la reduccion del uso de pesticidas, fungicidas y otros
compuestos quimicos que son usados con el fin de controlar las plagas de los

cultivos.

En Pseudomonas putida CSV86 se ha documentado que los genes implicados en
la resistencia a metales pesados CSV86 como cadmio, cobalto, arsénico, cromo y
zinc se encuentran en su genoma, y también en plasmidos (Paliwal et al., 2014),
ademas se ha descrito que estos genes de resistencia pueden localizarse en
transposones (Aleem et al.,2003), como se ha reportado en Pseudomonas
fluorescens SM1, esta bacteria presentd el plasmido pSM1, que participa en la
desintoxicacion de Cr (VI) (Wasi et al., 2008). En A. chroococcum se han encontrado
seis plasmidos; sin embargo, ninguno esta involucrado en la resistencia a metales
pesados, antibidticos o luz UV (Robson et al., 1984). Debido a esto podemos sugerir
gue la resistencia a metales pesados en A. chroococcum esta localizada en su
genoma, lo cual evita la perdida de la informacién para la resistencia a metales

confiriéndole cierta ventaja sobre algunas Pseudomonas.

A. chroococcum generd EPS eficientes para unir plomo, cadmio y uranio y evito la
entrada de metales al interior de las células (Lenart, 2012). Ademés, A.
chroococcum CAZ3 produjo altas cantidades de EPS en condiciones 6ptimas (Rizvi
et al.,, 2019) cuya produccion fue 26 veces superior a la presentada por

Pseudomonas fluorescens psd (Upadhyay & Srivastava, 2014).

La produccion de EPS se puede ver afectada por la presencia de metales pesados
siendo que Azotobacter chroococcum CAZ3 disminuy0 la produccion de EPS hasta

un 50% en presencia de metales como el cadmio (Rizvi et al., 2019) a diferencia de
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Pseudomonas fluorescens psd cultivada con zinc, en esta la produccion de EPS es
seis veces mayor (Upadhyay & Srivastava, 2014). En Pseudomonas aeruginosa
PAOL la produccién de EPS contribuye al aumento de la resistencia a metales y
actla através de la quelacion o secuestro de cationes de metales divalentes (Teitzel
& Parsek, 2003). De la misma manera en P. putida C50A la sintesis de EPS protegio
a las células del efecto toxico del mercurio (Giovanella et al., 2017). En Bacillus spp.
se ha observado que la produccion de EPS recubre las raices de las plantas y
restringio el flujo pasivo de Na*, lo cual permitié mitigar los efectos del estrés salino
(Radhakrishnan et al., 2017).

Como se describid previamente Azotobacter tiene la capacidad de producir
biopelicula. Esta estructura promueve las interacciones bacteria- planta y es capaz
de estimular el crecimiento vegetal (Velmourougane et al.,, 2019). Ademas, la
produccion de biopelicula brindé proteccion a Azotobacter y a las plantas en contra
del dafio provocado por especies metdlicas como se ha documentado en A.
chroococcum W5 (Boddupalli et al., 2017) y A. salinestris (Ahmed et al., 2020).

En otras bacterias como P. aeruginosa la formacion de la biopelicula les genera
resistencia a los iones de cobre, plomo y zinc (lgiri et al., 2018). La produccion de
biopelicula en P. aeruginosa PAO1 incrementd la proteccion contra metales
pesados en comparacién con las células plancténicas, como las células de la
biopelicula resisten el doble de la concentracion de plomo en comparacion a las
planctonicas y en presencia de cobre la resistencia es seiscientas veces mayor
(Teitzel & Parsek, 2003). Si bien en Azotobacter no se ha caracterizado muy bien la
capacidad de proteccién contra especies metalicas, como se ha documentado en
Pseudomonas, sin embargo, se sugiere que la produccién de biopelicula en
Azotobacter puede ser de gran interés biotecnoldgico en especial en el campo de la
agricultura, ademas, puede ser de gran interés para la biorremediacion de sitios

contaminados con estos metales.

Como se ha documentado Azotobacter produce distintas clases de sideroforos,
unos ejemplos son: A. chroococcum produce tres tipos que son la vibrioferrina,

anfibibactina y crochelin A, en el caso de A. salinestris produce compuestos tipo
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hidroxamato y finalmente en A. vinelandii se han descrito hasta cinco tipos de
sideroforos como el acido 2,3-dihidroxibenzoico, la azotobactina, la aminoquelina,
la azotoquelina y la protoquelina. Recientemente se han identificado en el genoma
de A. vinelandii los genes para la sintesis de la vibroferrina y otros sideroforos tipo
catecol (Baars et al., 2015).

En el caso de Pseudomonas producen una menor variedad de sideroforos. Todas
las Pseudomonas fluorescentes producen el sideroforo pioverdina (Matthijs et al,
2007). Y algunas especies como P. putida producen un sideréforo secundario como
la piridina-2,6- acido ditiocarboxilico (PTDC por sus siglas en inglés), ademas de la
pioverdina (Lewis et al., 2004). P. fluorescens produce dos sideroforos la pioverdina
y la quinolobactina (Matthijs et al, 2007). En caso contrario, Bacillus subtilis produce
una mayor variedad de sider6foros tal como el acido itoico, bacilibactina, shizokinen,
petrobactina, corinebactina enantio-eterobactina entre otros (Khan et al., 2016).
Ademas, la produccion de sideréforos y de los exopolisacaridos de Bacillus spp.
permitio restringir el flujo de iones toxicos, ajusté el equilibrio i6nico y el transporte
de agua en el tejido vegetal (Radhakrishnan et al., 2017). Sin embargo, en cuanto
a la produccién de sideroforos A. vinelandii es capaz de producir hasta 1.4 veces
mas sideroforos que Bacillus subtilis (Ferreira et al., 2019) y hasta siete veces mas

sideroforos que Pseudomonas fluorescens DSM 50090 (Vindeirinho et al., 2021).

Como se ha aludido previamente, la sintesis de ACC desaminasa permite disminuir
el estrés de las plantas provocado por la produccion de etileno. Azotobacter produce
cantidades considerables de ACC desaminasa y particularmente A.chroococcum es
capaz de producir esta enzima aun bajo estrés por metales pesados (Rizvi & Khan,
2018). La produccion de ACC desaminasa también es generada por Pseudomonas
y Bacillus; sin embargo, la produccion de esta enzima en A. chroococcum fue un 56
% menor en comparacion con Bacillus cereus, y un 60% menos que la produccion
de Pseudomonas sp. (Grobelak et al., 2018) y un 45% menor a la producida por P.

aeruginosa (Pandey et al., 2019).

Por otra parte, se ha reportado que A. salinestris produjo 95 veces mas ACC

desaminasa que Bacillus y en comparacion con la produccion Pseudomonas fue
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mayor (Omer et al., 2016). En Pseudomonas spp. y en algunas cepas de Bacillus
se ha documentado que la produccion de ACC desaminasa permitio la acumulacion
de metales en el tejido vegetal y mejoro la fitoextraccion en sitios contaminados
(Grobelak et al., 2018), la capacidad de Azotobacter para producir esta enzima aun
en cantidades menores, posiblemente también ayude en el proceso de
fitorremediacion como sucede en Pseudomonas y Bacillus. La sintesis de ACC
desaminasa por A. chroococcum bajo estrés por metales es de interés agronémico
ya que podria permitir mejorar la produccioén de los cultivos en suelos contaminados
(Rizvi & Khan, 2018).

Como ya se sefialé la melanina producida por A. chroococcum esté involucrada en
la proteccion y la adsorcion de metales como el Cr, Cd y Ni, esto sugiere que este
metabolito podria actuar como un agente quelante de metales pesados (Rizvi et al.,
2019). La capacidad de quelacion de metales se ha estudiado ampliamente en las
melaninas fungicas en las cuales se ha observado una alta afinidad y capacidad de
unir iones metalicos (Cordero & Casadevall, 2017). Sin embargo, esta capacidad de

quelacion de metales no ha sido muy estudiada en Azotobacter.

Azotobacter produce alquilresorcinoles en altas concentraciones, la produccién de
A. chroococcum fue hasta 55 veces superior que en Pseudomonas (Kozubek et al.,
1996). Estos metabolitos han sido ampliamente estudiados en plantas, la
produccion de alquilresorcinoles juega un papel importante en el control de
patdgenos en estas (Ciccoritti et al., 2014). Sin embargo, en las bacterias no se
conoce mucho acerca de su accién; aunque son producidos por una gran variedad
de géneros como Pseudomonas y Azotobacter, estos metabolitos pueden ser de

gran interés industrial.

Azotobacter es capaz de utilizar una gran variedad de compuestos xenobiéticos
como clorofenoles, herbicidas, insecticidas organofosforados, plaguicidas
organoclorados como el lindano, compuestos fenélicos e hidrocarburos como fuente
de carbono (Aleem et al., 2003; Lenart, 2012; Abo-amer et al., 2014). A traves de la
produccion de biosurfactantes Azotobacter posee la capacidad de remediar los

sitios contaminados con los compuestos derivados del petroleo (Thavasi et al.,
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2009). La produccion de otros compuestos como sideroforos, EPS, melanina, ACC
desaminasa y la solubilizacion de fosfatos les permite a estas bacterias
desarrollarse en sitios contaminados por compuestos xenobioticos y eliminarlos. La
capacidad metabolica que presenta Azotobacter es similar e incluso superior a otras
bacterias como Pseudomonas putida CSV86 que utiliza compuestos aromaticos
como el naftaleno, acido fenilacetico, alcohol bencilico, benzoato, salicilato y el
acido p-hidroxifenilacetico como fuente de carbono preferencial sobre la glucosa
(Paliwal et al., 2014). Azotobacter tiene la capacidad de eliminar una gran variedad
de compuestos xenobidticos lo cual puede ser util para llevar a cabo procesos de
biorremediacion y como ventaja adicional de esta bacteria es su capacidad de fijar

nitrdgeno, este es un recurso que suele ser limitante.

En Azotobacter chroococcum la informacion genética para la degradacion de
xenobidticos, esta albergada en el plasmido pMSB1, este expresa genes
involucrados en la disimilacion del &cido 2,4-diclorofenoxiacético (Balajee &
Mahadevan, 1989). En el caso de P. putida CSV86 la capacidad de degradacién de
naftaleno y otros compuestos aromaticos esté integrada en el cromosoma (Paliwal
et al., 2014); y para P. putida KT2440 el plasmido PaW le brinda a la cepa la

tolerancia a altas concentraciones de tolueno (Kivisaar, 2020).

Azotobacter tiene la capacidad de producir biosurfactantes usando fuentes de
carbono econdmicas como el pastel de aceite de cacahuate y el aceite de motor
usado, estos son 2 y 3 veces mas eficiente, respectivamente, en comparacion al

uso de petréleo crudo como fuente de carbono (Thavasi et al., 2009).

En Azotobacter la produccion de biosurfactantes es mayor que en Pseudomonas
siendo aproximadamente 20% méas utilizado el aceite de motor usado como fuente
de carbono y un 1% mas que el pastel de aceite de cacahuate (Thavasi et al., 2011).
Azotobacter produjo un 21% menos biosurfactantes en comparacién con Bacillus,
usando como fuente de carbono el pastel de aceite de cacahuate (Thavasi et al.,
2007). En otros medios suplementados con el aceite de cocina usado Bacillus
produce cantidades similares a Azotobacter y también con aceite de motor usado
(Md Badrul Hisham et al., 2019).
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A pesar de lo anterior, Azotobacter es util en la eliminacién de la contaminacion del
aceite y en su biorremediacion como se ha evidenciado en Azotobacter vinelandii
(Devianto et al., 2020), también es posible que los biosurfactantes participen en la
eliminaciéon de metales pesados como se ha descrito en Bacillus sp. HIP3 (Md
Badrul Hisham et al., 2019); sin embargo, los estudios sobre los biosurfactantes

producidos por Azotobacter son escasos.

Azotobacter se ha documentado como productor de gas de H2, el cual puede ser
utilizado como una fuente de energia alternativa a los combustibles fosiles. La
produccion de hidrogeno puede actuar como fuente de combustible para diversos
procesos, ademas puede intercambiarse en las dinamicas comunitarias de los
consorcios bacterianos (Barney, 2020). Azotobacter puede producir H2 de manera
individual (Knutson et al., 2018) y en conjunto con algas o cianobacterias logrando
una producciéon alta de este gas (Xu et al., 2017). Actualmente son pocos los
estudios que abordan la produccion de Hz por Azotobacter, sin embargo, estas
bacterias podrian ser una gran alternativa para producir este gas con aplicacién en

la industria quimica, metallrgica entre otras (Barney, 2020).

En este trabajo encontramos una gran cantidad de articulos que demuestran que
Azotobacter produce diversos metabolitos secundarios que juegan un papel
importante en la remediacion de sitios contaminados con metales pesados.
Ademas, este género presenta una gran resistencia ante diversos metales pesados
como Hg?*, Pb?*, Cd?*, Cu?*, Cr3*, Crb*, Co?*, Zn?*y Ni** (Lenart, 2012).

Por otra parte, Bacillus spp. alivi6 el estrés por metales pesados mediante la
reduccion de la peroxidacion de lipidos, aument6 el agua y los nutrientes
disponibles, empleando la produccion de pigmentos y la regulacién de la produccién
de antioxidantes como la enzima superoxido dismutasa, que promovio el
crecimiento de las plantas en suelos contaminados por metales (Radhakrishnan et
al., 2017).

Especies como A. chroococcum son capaces de resistir concentraciones mas altas
de metales pesados en comparacion con Pseudomonas y Bacillus, como A.

chroococcum que fue capaz de tolerar (con una minima inhibicién) concentraciones
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de Cr8* cuatro veces superior (Kaushik et al., 2008) en comparacién con P. putida
NPS, es importante enfatizar que estas concentraciones ejercen un efecto toxico en
esta bacteria (Yang et al., 2019). En cuanto a tolerancia a Hg?* Azotobacter tolera

concentraciones hasta once veces mas que P. fluorescens (Zhang et al., 2019).

La resistencia de Azotobacter a metales pesados es superior en comparacion con
B. subtilis, como el caso de la tolerancia a Cr®* que fue mas del doble para
Azotobacter y 10 veces mayor para Cd?*, para Zn?* fue el doble, y para Cu?* fue el
triple de resistencia en comparacién a Bacillus. En cuanto a la resistencia de B.
subtilis a Hg?*, este presentd una resistencia del 30% mas que Azotobacter
(Upadhyay et al., 2017). En Pseudomonas sp. también se observé mayor tolerancia
a Hg? y Ni%*, esta fue del doble (Giovanella et al., 2017) en comparaciéon con A.
chroococcum (Abo-amer et al., 2014).

Azotobacter ademas de presentar tolerancia a distintos metales pesados puede
ayudar en la biorremediacion de estos contaminantes. Al compararse la capacidad
de eliminacion de estos metales, se observd mayor eficiencia de Azotobacter que
en P. putida, ademas, Azotobacter spp. eliminé hasta un 20% mas de cobalto, un
30% mas de niquel, y un 10% mas de cobre; y en comparacion con B. licheniformis,
este redujo un 40% mas de zinc (Kamika & Momba, 2013); sin embargo, en P.
fluorescens la eliminacion de zinc fue similar (Upadhyay & Srivastava, 2014).

Las concentraciones de metales pesados que toleran los organismos pueden variar
dependiendo de la especie, la cepa y las condiciones en las que se desarrollen las
bacterias (Joshi & Juwarkar, 2009), a pesar de lo antes mencionado, es evidente
gue Azotobacter tiene la facultad de tolerar concentraciones altas de estos metales
y llevar a cabo la eliminacion de estos contaminantes de manera similar o incluso
superior que Pseudomonas y Bacillus, estos géneros suelen aplicarse en procesos
de biorremediacién para la eliminacibn de metales pesados. La aplicaciéon de
Azotobacter y sus metabolitos secundarios podria ser de gran utilidad para la
remediacion eficiente de sitios contaminados con metales pesados provocados por

el desarrollo industrial.
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La resistencia a grandes concentraciones salinas representa otra de las ventajas ya
descritas de Azotobacter, de manera general estas bacterias se desarrollan bien a
concentraciones salinas del 1% de NacCl; sin embargo, la mayoria de los aislados
presentd tolerancia a concentraciones de 2 y 4% de sal (Abo-amer et al 2014). Lo
cual es relativamente mayor a Pseudomonas putida NP5, quien es capaz de resistir
como maximo del 2% de NaCl (Yang et al., 2019). Es importante resaltar que
algunas especies de Azotobacter han presentado resistencia a 8% y 10% de sal. Lo
anterior avala a este género bacteriano como un gran recurso para hacer frente a la
salinidad que afecta a los suelos y coadyuvar en diversas actividades como la
agricultura, donde puede promover el crecimiento vegetal y brindar proteccién a la

planta aun en condiciones muy salinas.

Por otra parte, el uso inadecuado de productos fitosanitarios puede provocar un
dafio sobre la microbiota del suelo y las plantas, debido a la acumulacion de estos
compuestos en el medio ambiente (Lenart, 2012). Es por esto, que las bacterias del
género Azotobacter suelen emplearse como biofertilizantes en la agricultura, y
también pueden ser un buen recurso para la remediacion ambiental (Gauri et al.,
2012). El uso de Azotobacter spp., permite reducir el uso de fertilizantes quimicos,
aumentar el rendimiento de nitrdgeno en los cultivos y mantener el estado ambiental
sin perturbaciones (Song et al., 2020). De hecho A. chroococcum ya se vende como
biofertilizante (Gawin et al ., 2020).

Es importante destacar que el género Azotobacter se ha documentado ampliamente
como una bacteria promotora de crecimiento vegetal (a lo largo de 100 afios de
estudio), y es uno los productores mas eficientes de PHB y alginato, sin embargo,
en este trabajo, se ha presentado las potencialidades de este género como un
importante modelo bacteriano para la biorremediacion de metales pesados y

xenobidticos, asi como un prometedor agente de biocontrol.
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8. CONCLUSIONES

Se investigd y compil6 la capacidad metabdlica de A. vinelandii, A.
chroococcum y A. salinestris para la biosintesis de los metabolitos
secundarios: sideroforos, melanina, acido indol acético, acido cianhidrico,
PHB, alginato, ACC desaminasa, exopolisacaridos, alquilresorcinoles,
biosurfactantes, asi como la formacion de biopelicula, solubilizacion de
fosfato y fijacion de nitrégeno, estos productos metabdlicos tienen amplia
aplicacion en diversas industrias y representan una alternativa
biotecnoldgica a los compuestos quimicos.

Los metabolitos secundarios producidos por A. vinelandi, A.
chroococcum y A. salinestris brindan proteccion contra fitopatégenos,
aumentan el acceso a los nutrientes y estimulan la division celular en las
plantas con las que interacciona este género, promoviendo el crecimiento
vegetal.

La capacidad de A. vinelandii, A. chroococcum y A. salinestris para
producir siderdforos, melanina, acido indol acético, acido cianhidrico,
PHB, alginato, ACC desaminasa, exopolisacéaridos, biosurfactantes,
biopelicula, solubilizacion de fosfato y fijacibn brindan a las plantas
proteccion a metales pesados a través de la quelacion, captaciéon y
transformacién de estos compuestos.

Los metabolitos secundarios producidos por A. vinelandii, A.
chroococcum y A. salinestris les confiere resistencia a xenobidticos y
estos compuestos permiten a las bacterias neutralizar o transformar estas
sustancias toxicas en sustancias menos tdxicas; ademas estos
metabolitos son Utiles para los procesos de biorremediacion como se ha

documentado en otros géneros bacterianos.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar la evaluacion experimental de la actividad de resistencia de
Azotobacter ante metales pesados y xenobidticos, conferida por los
metabolitos producidos tanto en cepas tipo como en las cepas silvestre adn
no estudiadas.

Determinar en Azotobacter la produccién cuantitativa de los metabolitos
secundarios con aplicacion en procesos de biorremediacion.

Evaluar la aplicacion de los metabolitos secundarios en estudios in vitro y en

campo sobre la capacidad de biorremediacion
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Tabla de abreviaturas

Abreviatura
2,4-D
ACC
AlA
AIPOa4
APasa
ATP
Ca
Cas(POa)2
Cd
CO
Co
Cr
Cu
Da
DNR
DOPA
EPS
Fe
Fe2*
Fes*
FePO4
H2
H202
ha
HCH
HCN
HDX
Hg
K
kDa
Kg
Mg
Mo
N2
N20
Na*
NHs
NHa
Ni
O
OAP

ANEXOS

Significado
2,4-dicloro-fexiacético
Amino-ciclo-propano carboxil
Acido indol acético
Fosfato de aluminio
Fosfatasa alcalina
Adenosin trifosfato
Calcio
Fosfato de calcio
Cadmio
Monodxido de carbono
Cobalto
Cromo
Cobre
Daltones
Dinitrogenasa reductasa
o-dihidroxifenilalanina
Exopolisacaridos
Hierro
lon ferroso
lon férrico
Fosfato de hierro (ll1)
Gas hidrogeno
Peréxido de hidrogeno
Hectarea
Hexaclorociclohexano
Acido cianhidrico
Hidroxamato
Mercurio
Potasio
Kilodaltons
Kilogramo
Magnesio
Molibdeno
Nitrégeno atmosférico
Oxido nitroso
Sodio
Amoniaco
Amonio
Niquel
Oxigeno
o-aminofenol
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Pb Plomo

PGPR Rizobacteria promotora del crecimiento
vegetal

PHA polihidroxialcanoatos

PHB Polibeta-hidroxibutirato

PKS Policétido sintasa

TCP 2,4,6-triclorofenol

\Y Vanadio

Zn Zinc

Zn0O Oxido de zinc
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