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Resumen

La rizobacteria Azospirillum brasilense basa su capacidad promotora del crecimiento vegetal en la produccion
de auxinas y otras hormonas, entre ellas el acido antranilico (AA). En este trabajo se determiné el efecto
del AA (0, 500, 1000, 3000 y 5000 ppm) en el crecimiento y la acumulacién de biomasa del hibrido de maiz
83G66 en condiciones de invernadero. EI AA de 500 a 3000 ppm promovié un mayor crecimiento (area foliar
y altura de planta), y el AA de 1000 y 3000 ppm incrementé significativamente la biomasa seca en maiz en
comparacién con el testigo. E1 90% de la asimilacion del AA en las plantas ocurrié durante los primeros 10
dias después del tratamiento.
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Abstract

The plant growth-promoting ability of the Azospirillum brasilense rhizo-bacterium is based on auxin produc-
tion and that of other hormones, anthranilic acid (AA) being outstanding amongst them. This work was thus
aimed at determining the effects of anthranilic acid (0, 500, 1000, 3000, and 5000 ppm) on maize growth and
dry biomass accumulation in greenhouse conditions using the 83G66 hybrid. Significantly increased plant
growth (leaf area and plant height) was achieved with 500 to 3,000 ppm AA, whilst 1,000 to 3,000 ppm AA
significantly increased dry biomass accumulation in maize compared to control (0 ppm). 90% of AA in maize
plants was assimilated during the first 10 days post-treatment.
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Introduccién

La bacteria Azospirillum brasilense frecuen-
temente se aisla de la rizosfera de maiz (Zea
mays L..), sorgo [Sorghum bicolor (.) Moench] y
otras gramineas. Dicha bacteria es promotora
del crecimiento vegetal y, por ello, se ha utili-
zado como inoculante o biofertilizante en maiz
y sorgo. En el norte del estado de Tamaulipas,
México (SIAP, 2009) se cultivan anualmente
hasta 350.000 y 600.000 ha respectivamente. El
efecto de esta bacteria se refleja en el incremen-
to del indice de clorofila en sorgo (Pecina ez al.,
2005) y en el rendimiento de grano de maiz y
sorgo hasta 35% en comparacién con plantas
no inoculadas. Estos resultados han fomenta-
do su uso debido a que reducen la fertilizacion
quimica, que representa alrededor de 22% de
los costos de producciéon (Diaz-Franco e al.,

A. brasilense produce fitohormonas en-
tre las que se destacan el acido 3-indol acético
(AIA) y el 4cido indol butirico (AIB) (Bashan
et al., 2004). La sintesis de AIA en A. brasilen-
se tiene tres rutas de triptofano (TRP) depen-
dientes: del acido Indol 3 piravico (AIP), la de
triptamina (TAM) y la del Indol 3 acetonitrilo
(IAN), donde el paso de IAN a AIA libera una
molécula de amonio que representa la fijacion
biolégica de nitrégeno atribuida a A. brasilen-
se. Existe otra ruta TRP-independiente que se
origina del Indol 3 glicerol fosfato (Carrefio-
Loépez et al., 2000; Aguilar-Piedras ef al., 2008).
Una ruta de degradacién del TRP ocurre a tra-
vés de la kinurenina para formar AA, mismo
que puede transformarse en Indol 3 Glicerol
Fosfato y este en TRP o AIA (Zakharova et al.,
1999; Chang ez al., 2003; Bashan ez al., 2004)

S (figura 1).
2005; Garcia-Olivates ef al., 2006; 2007).
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Figura 1. Rutas metabdlicas de la sintesis de AIA. Tres rutas son TRP-dependientes y la del Indol 3 glicerol
fosfato es TRP-independiente y formadora de TRP (adaptado de Zakharova ez al., 1999; Carrefio-Lopez et al.,
2000; Aguilar-Piedras e# al., 2008; Chang e7 al., 2003).
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El AA se descubrié en 1841 por C. J.
Fritzsche y también se denomina acido 2-amin-
obenzoico, 2-carboxianilina, 1-amino-2-carbo-
xibenceno o vitamina L. (Wiklund y Bergman,
2000). Las bacterias y las plantas metabolizan
el AA a partir del acido shiquimico via el acido
corismico (Bohlmann ¢ al., 1996; Rapparini ez
al., 1999). También el AA es intermediatio im-
portante en la sintesis y degradacion de TRP
(Chang ez al., 2003). El AA también esta pre-
sente durante la germinacion de las semillas de
maiz y desaparece cuando la planta alcanza los
35 dfas de edad (Singh y Wilhorm, 2004). El
AA se ha detectado en un sinnimero de orga-
nismos, entre ellos en insectos, donde juega un
papel como atrayente sexual; se le conoce como
vitamina L. y sus derivados se utilizan para el
tratamiento de diversos disturbios en humanos
(Synthelabo, 1972; PatentesOnline-Chile, 2002;
Wiklund y Bergman, 2006). También se ha de-
tectado el AA en A. brasilense (Brodnikova et
al., 1992; Hernandez-Mendoza et al., 2008). En
este trabajo se determiné el efecto del acido an-
tranilico en el crecimiento y la acumulacion de
biomasa seca del maiz cultivado en condiciones
de invernadero.

Materiales y método

En este trabajo se utilizé el hibrido de
maiz amatrillo 83G66 (Pioneer Hi-Bred™, Jo-
hnston, EUA) que se cultiva ampliamente en el
norte de Tamaulipas. Las semillas se sembra-
ron a 2 cm de profundidad en sustrato de turba
(Redi Earth Scott™; Marysville, EUA) deposi-
tado en charolas de polipropileno rigido (53,3
cm de largo x 28 cm de ancho x 5,7 cm de alto)
de 72 cavidades. Las charolas se regaron con
agua potable peridédicamente durante el desa-
rrollo del expetimento.

Doce dfas después de la siembra se asper-
jo al follaje de las plantulas con un atomizador
AA (Sigma-Aldrich™) en concentraciones de
500, 1000, 3000 y 5000 ppm en un volumen
equivalente a 4 ul. cm™ de follaje. Al testigo se
le aplic6 agua destilada estéril. Los tratamientos
(concentraciones de AA) se establecieron en un

disefio experimental completamente al azar
con 72 repeticiones (una semilla / planta por
cavidad en charola de polipropileno). Se corta-
ron 15 plantas por tratamiento a los 12, 22, 32
y 42 dias después de la siembra, y se secaron
individualmente a 65° C por 72 h en una estufa
con aire forzado para estimar el peso seco de
la biomasa total (parte aérea y raices) por plan-
ta. A los 42 dias después de la siembra (dds),
y previo al corte de plantas, se midio la altura
de planta (cm) de la base del tallo al apice y el
area foliar (cm?), midiendo para ello el largo x
ancho de la hoja y multiplicando el valor por
0,75 (Tinoco-Alfaro ez al., 2008) de 15 plantas
por tratamiento cosechadas al azar.

La extraccién de los metabolitos se rea-
liz6 a partir de 100 g de follaje de plantas de
42 ddt de edad seco, macerado y molido en 10
mL de metanol en tubos de ensayo de 18 x 150
mm, cuya mezcla se dejo reposar una noche a
temperatura ambiente (25+2° C). El metanol se
evaporo6 en bafio marfa hasta conservar aproxi-
madamente 2 mL del extracto, mismo que se
centrifug6 a 2000 rpm por 15 min y el sobre-
nadante se resuspendié en 2 mL de la fase de
corrimiento para cromatégrafo de liquidos de
alta presion (HPLC) (fosfato diacido de pota-
sio 50 mM/acetonitrilo 70/30 v/v; pH = 3,0).
Posteriormente, el sobrenadante se filtré con
filtros adicionados con membranas de nylon de
25 mm de didmetro y 0,45 pm de didmetro de
poro Millipore™; Cork, Irlanda). El filtrado se
colect6 en viales de 1,5 ml. (National Scien-
tific; Rockwood, EUA) y luego se inyectd en
un HPLC (Hewlett Packard-Agilent™ modelo
1100; Waldbronn; Alemania) equipado con una
columna Ultrasphere RP18 de 150 x 4.6 mm
de diametro interno (Beckman Ultrasphere™;
Fullerton, EUA) y tamafio de particula de 5
um. El detector (UV G1314A; Hewlett-Pac-
kard Agilent) se ajustd a una longitud de onda
de 230 nm, temperatura de 35° C, flujo de 1
ml min-1, volumen de inyeccién de 20 pul. por
muestra y lavado con agua mili-Q estéril entre
muestras (Hernandez-Mendoza et al., 2008). El
HPLC se calibré con estandares de AIA, AA y
TRP, con concentraciones y tiempos de reten-
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cion de 10y 2, 50 y 2,8 y 100 ppm y 4,5 min,
respectivamente.

Los datos de area foliar, altura de planta
y biomasa seca total a los 42 dias después de
la siembra se sometieron al analisis de varianza
con prueba de Tukey (DMSH, p<0,05) (Gra-
phPad Software, 2005).

Resultados

El AA en concentraciones de 500 a
3000 ppm, incrementé significativamente el

area foliar y la altura de planta del maiz, con
respecto al testigo. En las concentraciones al-
tas, de 1000 y 3000 ppm se produjo mas bio-
masa seca de planta que en los lotes testigo
42 dias después de la siembra (tabla 1). Por
HPLC se detect6 la presencia de AA y TRP en
las plantas de maiz y sus concentraciones se
redujeron a medida que paso el tiempo des-
pués del tratamiento, aunque la asimilacion
fue particularmente en los primeros 10 dfas
después de tratamiento (aproximadamente
90%), posteriormente se reduce de manera
sensible (figura 2).

Tabla 1. Area foliar y altura de planta de maiz hibrido 83G66 en invernadero tratado con diferentes
concentraciones de acido antranilico a los 42 dias después de la siembra

Tratamiento Area foliar | Altura de planta | Peso seco de planta
(ppm de acido antranilico) (cm?) (cm) g)
Testigo (0) 122,0 28,6 0,21
500 146,2 36,3 0,23
1000 149,0 34,6 0,27
3000 146,6 34,1 0,26
5000 126,9 31,0 0,24
DMSH (P<0,05) 12,9 2,6 0,02
Discusion grano del maiz hasta 35% respecto a plantas

En el norte del Estado de Tamaulipas el
cultivo del maiz implica generalmente la utiliza-
cion de altas dosis de fertilizacion quimica que,
a su vez, representa una inversioén de alto costo
y riesgo para los agricultores de la region. Una
alternativa para ello consiste en la inoculacién
de microorganismos promotores del crecimien-
to también llamados “rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal”, “bioestimulantes”,
“biofertilizantes” o “inoculantes” (Diaz-Franco
et al., 2005; Garcia-Olivares ez al., 2006; 2007).
Los microorganismos mas frecuentemente uti-
lizados en México son las bacterias de los géne-
ros Rbzzobinm y Azospirillum, asi como hongos
micorrizicos del género Glommus (Bashan, 1998).
A. brasilense incrementa el rendimiento de

no inoculadas en la regién de estudio, donde
ademis la reduccién en el uso de fertilizantes
quimicos representa un ahorro de aproximada-
mente 22% de los costos de produccion (Diaz-
Franco ez al., 2005; Garcia-Olivares et al., 2000,
2007). Sin embargo, en sorgo [Sorghum bicolor
(L.) Moench]| no se han encontrado efectos im-
portantes en crecimiento y rendimiento de gra-
no con la aplicacion de biofertilizantes a base
de Azospirillum, lo que se atribuye a factores
ambientales, pues el sorgo se cultiva en con-
diciones de temporal o secano, erratico y po-
bre (Martinez-Medina, 2004; Pecina-Quintero
et al., 2005). La constante evaluacién de cepas
de microorganismos promotores del crecimien-
to vegetal, por su capacidad promotora de di-
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Figura 2. Asimilacién del acido antranilico a los 0, 10, 20 y 30 dfas después del tratamiento de plantas del
hibrido de maiz 83G66 con 500 (a), 1000 (b), 3000 (c) y 5000 (d) ppm.

cho crecimiento as{ como su interaccion con el
ambiente, resultan utiles en el corto y mediano
plazos de modo que potenciaran la productivi-
dad de las especies agricolas de interés. El me-
jor entendimiento de las caracteristicas basicas
de la interaccion A. brasilense-raices de maiz y/o
sorgo, v los indicadores criticos del éxito de la
inoculacién ayudaran a mejorar la eficacia de A.
brasilense en diversas condiciones ambientales, y
asi estimular su aplicacion en gran escala en la
producciéon agricola en campo (Bashan y Hol-
guin, 1997). Por ello, asociar el potencial biofer-
tilizante de A. brasilense CBG-497 con la sintesis,
entre otros metabolitos, del dcido antranilico es
un avance sustantivo y novedoso. Otro aspec-
to importante es que hasta ahora se sugerfa la
cuantificacién de la asimilacion de triptéfano y
la producciéon de AIA en cepas de A. brasilense
a utilizarse como biofertilizantes, dado que el
triptéfano es precursor de la sintesis de auxinas

(van de Broek e/ al, 1999). Ahora, nuestros re-
sultados permiten sugerir que la determinacién
de la asimilaciéon de AA en plantas es importante
para establecer la asociacién con el crecimiento
y desarrollo del maiz. Los efectos positivos de
A. brasilense en diversos cultivos se han atribuido
principalmente al mejoramiento en el desarrollo
de la rafz, y al incremento subsecuente en la tasa
de asimilacion de agua y la utilizacién de minera-
les del suelo (Sumner, 1990; Okon y Labandera-
Gonzalez, 1994; Fallik y Okon, 1996; Burdman
et al., 1997; Hamaoui ¢/ al., 2001; Dobbelaere ef
al., 2002).

Conclusiones

Las dosis menores a 1000 ppm del acido
antranilico en condiciones de invernadero se
asocian positivamente con el crecimiento vege-
tativo y la acumulacién de biomasa en maiz. El
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acido antranilico se metaboliza en aproximada-
mente 90% durante los 10 dfas posteriores al
tratamiento.
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