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RESUMEN 

 

En el grupo de Microbiología Ambiental, CIBNOR La Paz B.C.S. México, se estableció un 

sistema de investigación para estudiar las interacciones entre la microalga Chlorella 

vulgaris y la bacteria promotora de crecimiento en plantas Azospirillum brasilense así 

como sus implicaciones. Ha sido encontrado que Azospirillum promueve en Chlorella una 

mayor absorción de amonio y un incremento en la actividad específica de las enzimas de 

asimilación de amonio Glutamina Sintetasa (GS) y Glutamato Deshidrogenasa (GDH). El 

mecanismo es aún desconocido. Hoy en día, la explicación más común para algunos de los 

modos de acción de Azospirillum en plantas es la producción de varias fitohormonas que 

alteran la morfología y el metabolismo de la planta, principalmente, el Ácido Indol-3-

Acético (AIA). En este estudio, se midió el efecto del AIA en el mecanismo de asimilación 

de amonio en Chlorella, se usaron varios mutantes atenuados en AIA de A. brasilense. 

Estos mutantes tienen bajas tasas de producción de AIA comparadas con las cepas 

silvestres. El contenido de amonio intracelular, así como leves cambios en la actividad 

enzimática de GS y GDH fueron medidos, después de la inmovilización conjunta de los 

microorganismos  en esferas de alginato. Se encontró que cepas silvestres de Azospirillum 

tienen mayor efecto en C. vulgaris que las cepas atenuadas de AIA en el aumento del 

contenido de amonio intracelular, proteínas, tasa de crecimiento y en la actividad de las 

enzimas GS y GDH. Cuando se encuentran co-inmovilizados C. vulgaris  y A. brasilense 

producen un efecto sinérgico. El Ácido Indol-3-acético producido por A. brasilense tiene 

un efecto en la asimilación de amonio  y en las enzimas de asimilación de amonio (GS y 

GDH) de C. vulgaris, por lo que se propone como un posible mecanismo de acción que 

prevalece en esta interacción microalga-bacteria. 

  

 

Palabras clave: Azospirillum, Chlorella, Ácido indol-3-acético (AIA), amonio, enzimas 

de asimilación de amonio (GS, GDH) 
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ABSTRACT 

 

In the Environmental Microbiology group, CIBNOR La Paz B.C.S. México, a research 

system was established to study the interactions between the microalgae Chlorella vulgaris 

and the plant growth-promoting bacterium Azospirillum brasilense and their implications. It 

has been found that Azospirillum promotes an increased uptake of ammonium in Chlorella 

spp. and an increase in the specific activity of the ammonium assimilation enzymes 

glutamine synthetase (GS) and glutamate dehydrogenase (GDH). The mechanism is still 

unknown. Today, the most common explanation for some of the effects of Azospirillum on 

plants is the production of several phytohormones that altering the morphology and 

metabolism of the plant. Mainly, indole-3-acetic acid (IAA). In this study, we measured the 

effect of the IAA on the ammonium assimilation in Chlorella, several IAA attenuated 

mutants were used. These mutants have lower production rates of IAA compared to wild-

type strains. The intracellular content of ammonium and small changes in the enzymatic 

activity of GS and GDH were measured, after co-immobilization of the two 

microorganisms in alginate beads. It was found that wild-type strains of Azospirillum have 

greater effect on C. vulgaris than IAA attenuated strains by increased intracellular content 

of ammonium, proteins, growth rate and in the activity of GS and GDH enzymes. When 

they are co-inmobilized  together, C. vulgaris and A. brasilense produce a synergistic effect 

on all the above parameters. The indole-3-acetic produced by A. brasilense has an effect on 

the assimilation of ammonium and the ammonium assimilation enzymes (GS and GDH) of 

C. vulgaris, and it is proposed as a possible mechanism of action prevailing in this 

microalgae-bacteria interaction. 

 

Key words: Azospirillum, Chlorella, indole-3-acetic acid (IAA), ammonium, 

ammonium assimilation enzymes (GS, GDH). 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La inmovilización de microorganismos en polímeros ha sido una técnica utilizada en 

extensas aplicaciones biotecnológicas y en varios estudios de ciencia básica (de-Bashan y 

Bashan, 2010); como muestra, las investigaciones realizadas en el Grupo de Microbiología 

Ambiental (CIBNOR, La Paz) donde, en el año 2000, se estableció un sistema in vitro 

empleando la técnica de inmovilización para estudiar las interacciones entre el alga verde 

Chlorella y la bacteria Azospirillum en una matriz de gel. Este sistema experimental fue 

creado artificialmente, es decir, no existe en la naturaleza pues involucra la inmovilización 

de microalgas y bacterias atrapadas en esferas de alginato (de-Bashan y Bashan, 2008). El 

sistema es fácil de manejar, es económico y produce resultados rápidos (de-Bashan et al., 

2003). 

En el año 2008 el sistema Chlorella - Azospirillum fue propuesto como modelo de estudio 

para la interacción planta – bacteria, ya que puede ser útil para estudios básicos de la 

fisiología y la biología molecular de las interacciones planta-bacteria. Esto, debido a que el 

genoma de Chlorella es el más pequeño de los microorganismos eucariotas fotosintéticos, 

caracterizado hasta ahora, que lo convierte en una alternativa a las plantas superiores con 

grandes genomas interactuando con  bacterias promotoras del crecimiento en plantas (por 

sus siglas en ingles PGPB), además de que Chlorella responde a la interacción con 

Azospirillum en formas que son muy similares a las respuestas de interacción de las plantas 

superiores, mejorando su crecimiento y cambiando su metabolismo. 

A nivel experimental, se ha comprobado que cuando los dos microorganismos crecen en 

conjunto, proporcionan efectos mutuamente beneficiosos entre sí. Por ejemplo, Chlorella 

inmovilizada con Azospirillum produce mayores cantidades de lípidos, pigmentos (de-

Bashan et al., 2002) y un aumento en el crecimiento poblacional (de-Bashan et al., 2002a, 

2004, 2005, 2008a; Hernández et al., 2006). Asimismo, se ha visto que Azospirillum 

promueve en Chlorella una mayor absorción de amonio (de-Bashan et al. 2002a, 2004, 

2005; Hernández et al., 2006) y un incremento en la actividad específica de las enzimas de 

asimilación de amonio Glutamina Sintetasa (GS) y Glutamato Deshidrogenasa (GDH) (de 

Bashan et al., 2008b). Estos beneficios se pueden explicar de varias maneras. Las 

microalgas son conocidas por producir y liberar el oxígeno suficiente para cumplir las 
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exigencias de las bacterias más aeróbicas, y también pueden liberar compuestos orgánicos 

que puedan ser asimilados por las bacterias (Mouget et al., 1995). A cambio, las bacterias 

pueden ser una fuente de CO2, especialmente durante períodos de limitado carbono, o 

pueden estimular el crecimiento de algas por la liberación de vitaminas y hormonas 

vegetales (Mouget et al., 1995; Gonzalez-Bashan et al., 2000; Gonzalez y Bashan, 2000). 

No obstante, hasta ahora solo ha sido comprobado que la hormona vegetal AIA (Ácido 

Indol-3-acético) producida por Azospirillum es un posible mecanismo de acción por el cual 

promueve el aumento en el crecimiento poblacional en Chlorella (de-Bashan et al., 2008a). 

Como se ha visto, este sistema se encuentra en una fase avanzada de ejecución sin embargo 

la gran mayoría de los mecanismos que están implicados en la interacción entre estos 

microorganismos son desconocidos desde el punto de vista científico. Para entender una 

parte del mecanismo de la interacción, necesitamos saber cómo funciona. Por lo cual, en el 

grupo se ha desarrollado una línea para conocer  los mecanismos que están involucrados en 

el establecimiento y mantenimiento  de la interacción de  Azospirillum brasilense con 

Chlorella  vulgaris.  Una pregunta a resolver es ¿qué papel tienen las fitohormonas 

producidas por Azospirillum, en el metabolismo del nitrógeno, fósforo y lípidos en 

Chlorella?. 

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo ver el efecto o papel que 

desempeña la fitohormona AIA producida por Azospirillum brasilense en el mecanismo de 

asimilación de amonio en Chlorella vulgaris,  específicamente en las enzimas de 

asimilación de amonio (GS y GDH) de C. vulgaris. Esta propuesta fue establecida debido a 

que, con todos los antecedentes generados en el Grupo de Microbiología Ambiental, para 

conocer que el AIA producido por Azospirillum es el posible mecanismo responsable del 

aumento en la asimilación de amonio en Chlorella.  El conocimiento que se genere será de 

importancia para aportar más pruebas de que este modelo microalga – bacteria sea aplicable 

a plantas superiores.  Una forma de visualizar el efecto y como el AIA, producido por A. 

brasilense, puede estar involucrado en el mecanismo de asimilación de amonio por parte de 

C. vulgaris, es la utilización de cepas de A. brasilense comparando los resultados con sus 

mutantes atenuados en AIA.  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. EL GÉNERO Chlorella 

Chlorella (Chlorophyceae) es una simple, inmóvil, unicelular, microalga verde acuática, 

fue una de las primeras algas en ser aisladas como cultivo puro por Beijerinck en 1980 (Oh-

Hama y Miyachi, 1992), es esférica, mide de 2-10 μm de diámetro, carece de flagelo y 

posee un ciclo de vida simple. Su reproducción es exclusivamente asexual, cada célula 

madura produce de 4 a 8 autoesporas. La división celular se lleva a cabo en la noche, el 

incremento del volumen celular durante el día, estos ciclos dependen de la intensidad de la 

luz y la temperatura del ambiente (Richmond, 1986). Como característica importante 

Chlorella crece rápidamente, teniendo una tasa de crecimiento de hasta 0.2-h en cultivos 

fotoautotróficos (Lee, 2001). Una de las herramientas utilizadas para el conteo de células de 

Chlorella es utilizando un microscopio de luz con un hemocitómetro de Neubauer (de-

Bashan et al., 2008). Ha sido intensamente estudiada, fue utilizada como modelo de estudio 

biológico en fotosíntesis (Myers, 1974), estudios sobre síntesis de carbohidratos en 

microalgas y respiración (llangovan et al., 1988).  

 

2.1.1. Asimilación de nitrógeno en Chlorella 

El nitrógeno (N) es un elemento esencial incorporado en muchas macromoléculas, 

incluyendo proteínas (aminoácidos y ácidos nucleicos) (Lobban y Harrison, 1994). 

Chlorella spp., puede utilizar una gran variedad de compuestos de nitrógeno orgánico e 

inorgánico. Sin embargo, las fuentes principales para el crecimiento de Chlorella son el 

amonio y sales de nitrato, y a veces urea. Cuando el amonio y nitrato se suministran juntos, 

las microalgas preferentemente utilizan  en primer lugar el nitrógeno del amonio, que se 

incorpora en los compuestos orgánicos producidos por la microalga. La absorción de los 

iones NO3
- 
conduce a un aumento en el pH del medio, mientras que el consumo de iones 

NH4
+
 conduce a una disminución en el pH (Oh-Hamma y Miyachi, 1992). Las vías 

enzimáticas implicadas en la asimilación de nitrógeno se describen en la Figura 1. 
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Figura 1.  Rutas Bioquímicas (principal y menor) de asimilación de nitrógeno inorgánico en Chlorella spp. 

 

2.1.1.1. Reducción de nitrato y nitrito  

Cuando el nitrato es la fuente de nitrógeno, las células de Chlorella lo transportan a través 

de su membrana para posteriormente ser reducido a amonio, antes de la incorporación en 

compuestos orgánicos (Crawford et al., 2000). Estudios realizados en plantas superiores y 

microalgas sugieren que sólo dos enzimas, la nitrato reductasa (NR; EC 1.6.6.1-3) y nitrito 

reductasa (NiR; EC 1.7.7.1) trabajan de forma secuencial para catalizar la reducción total 

de nitrato a amonio (Kaplan et al., 1986; Fernández y Galván, 2007). La asimilación de NR 

cataliza la reducción de nitrato a nitrito, utilizando nucleótidos piridina reducidos como 

donadores de electrones (Gewitz et al., 1981; Nakamura y Ikawa, 1993). NiR cataliza el 

segundo paso de la asimilación de nitrato, la reducción de nitrito a amonio, con ferredoxina 

como donador de electrones en una reacción que implica la transferencia de seis electrones 

(López-Ruiz et al., 1991). NiR es una enzima de los cloroplastos, mientras que NR se 

encuentra específicamente en el citoplasma (Fernández y Galván, 2007; Inokuchi et al., 

2002). En la mayoría de las microalgas, la nitrato reductasa (NR) se expresa plenamente en 

cultivos de células que crecen en nitrato como única fuente de nitrógeno, y es reprimida en 

las células que crecen en medios que contienen exceso de amonio o una mezcla de amonio 



6 
 

 

más nitrato (Gewitz et al., 1981; Di Martino Rigano et al., 1982; Sherman y Funkhouser, 

1989; Canones y Pendleton, 1994).  

 

2.1.1.2. Asimilación de urea  

Algunas especies de Chlorella spp., también puede utilizar la urea como única fuente de 

nitrógeno, y suele ser hidrolizada, en amoniaco y bicarbonato, antes que su nitrógeno se 

incorpore en las células algales. En microalgas, hay dos enzimas que metabolizan la urea, la 

ureasa (EC: 3.5.1.5) y la urea amidoliasa (también llamada urea carboxilasa, UALse, EC: 

6.3.4.6), pero la mayoría de Chlorella spp., al parecer, carecen de ureasa (Kaplan et al., 

1986; Oh-Hama y Miyachi, 1992) y metaboliza la urea por UALse. La vía catabólica 

UALse es seguida por alofano liasa (EC: 3.5.1.54) que cataliza la síntesis de alofano, 

resultando en la hidrólisis de la urea a amoniaco y bicarbonato (Morris, 1974). 

Independientemente de la actividad, la utilización de la urea es de menor importancia en el 

ciclo de crecimiento de Chlorella spp. que el amonio y nitrato. De los datos obtenidos hasta 

el momento, es evidente que el orden de uso de una fuente de nitrógeno por la mayoría de 

especies de microalgas es, en orden decreciente: amonio› nitrato› nitrito› urea, donde un 

especial cuidado con la concentración de amonio es una consideración importante (Perez-

García et al., 2011). 

 

2.1.1.3. Asimilación de amonio  

Amonio es la fuente de nitrógeno más preferido por la microalgas. También es la fuente 

más eficiente energéticamente, ya que requiere menos energía para su captación (Syreth y 

Morris, 1963; Golydman, 1976; Kaplan et al., 1986; Shi et al., 2000; Grobbelaar, 2004; 

Wilhelm et al., 2006). La asimilación de amonio es un proceso bioquímico fundamental 

para el crecimiento así como el desarrollo (Lu et al., 2005), y están implicadas dos rutas 

enzimáticas. La más importante es la Glutamina Sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) y la ruta 

Glutamato Sintasa (GOGAT o GltS EC 1.4.1.14) (Vanoni y Curti, 2005).  Otra ruta 

implicada es la aminación reductiva reversible de α-oxoglutarato, catalizada por la 

Glutamato Deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2), que funciona como ruta auxiliar (Zaliha et 

al., 1997; Habash y Miflin,  2002; Lu et al., 2005). La vía GS / GltS es considerada como la 
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principal vía de asimilación de amonio, mientras que la función de la vía GDH sigue siendo 

oscura, y se cree que se activa bajo condiciones de estrés (Lu et al., 2005).  

Glutamina sintetasa (glutamato-amonio-ligasa-GS) es conocida por su gran afinidad por 

el amonio y por incorporar de manera eficiente el amonio en aminoácidos. Esta enzima 

juega un doble papel al proporcionar glutamina para la biosíntesis y la asimilación de 

amonio. La glutamina se forma mediante la adición de NH4
+
 en el grupo carboxilo γ del 

ácido glutámico en una reacción catalizada por esta enzima. GS es ampliamente distribuida 

en las platas y se produce en dos formas principales, uno en el cloroplasto y otra en el 

citosol. La forma GS de plásmidos está ampliamente distribuida en el cloroplasto y es 

generalmente considerado como universal.  

Glutamato sintasa (GltS) son enzimas esenciales en la asimilación de amonio en las 

plantas y las bacterias, en los que catalizan la formación de dos moléculas de L-glutamina y 

α-oxoglutarato. Se distinguen 3 clases distintas de GltS: Una GltS ferredoxina-dependiente 

(Fd-GltS), una enzima hierro-azufre y que contiene FMN-detectado en los cloroplastos de 

plantas superiores, cianobacterias y algas. Una GltS dependiente de NADPH (NADPH-

GltS), en su mayoría se encuentra en las bacterias. Por último un mal caracterizado NADH-

dependiente GltS se encuentra principalmente en hongos, animales inferiores, y los tejidos 

no verdes, como las semillas y raíces. Esta vía es esencial también en bacterias 

diazotróficas, que dependen de GS y GltS para asimilar de manera eficiente el amoniaco 

producido por la nitrogenasa en glutamina y glutamato. GS puede ser inhibida por la MSX 

(metionina sulfoximina). 

En la vía alternativa, la glutamato deshidrogenasa (GDH, NADH oxidoreductasa) 

cataliza la formación de glutamato directamente de NH4
+
 y α- oxoglutarato. Chlorella 

sorokiniana contiene dos isoenzimas de deshidrogenasa en glutamato: NADH-GDH y 

NADP-GDH. Que son similares y están regulados por la concentración de NH4
+
 y α- 

oxoglutarato. NADP-GDH se localiza en el cloroplasto, dependiente de la inducción de luz, 

y amonio, mientras que el NAD-GDH es constitutivo y localizado en la mitocondria. De 

acuerdo con Bascomb et al. (1986), NADP-GDH se somete a la inactivación rápida 

después de la eliminación de amonio a partir de células inducidas por completo.  
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Glutamina sintetasa tiene una mayor afinidad por el amonio (30 mΜ), comparada con la 

glutamato deshidrogenasa (40 mM), lo que significa que las funciones de GS son mayores, 

incluso a niveles muy bajos de amonio ( Tischer, 1984)  

 

2.2. EL GÉNERO Azospirillum 

El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias (Garrity, 2005),  

comprende bacterias fijadoras de nitrógeno de vida libre que viven en la rizosfera, que 

proporcionan efectos benéficos sobre el crecimiento de las plantas; por lo anterior, son 

denominadas Bacterias Promotoras del Crecimiento en Plantas (por sus siglas en inglés 

PGPB) (Dӧbereiner et al., 1976), además, actúan como promotor de crecimiento en 

Chlorella spp. (González y Bashan, 2000). Azospirillum son bacterias Gram negativas 

heterotróficas, generalmente se presentan en forma de bacilo, como un bastón gordo 

curvilíneo, entre 0.8-a.0x25 μm de tamaño (Hartman y Baldani, 2006). Características 

útiles en la identificación rutinaria son la forma vibroide, el pleomorfismo y su movilidad 

espiral (Caballero-Mellado, 2001). Una de las herramientas utilizadas para identificación 

fenotípica y conteo de células de Azospirillum es la tinción fluorescente con Fluorescein 

Diacetate (FDA) (Chrzanowski et al., 1984; Clarke et al., 2001; Wanady et al., 2005). Al 

menos 15 especies de Azospirillum han sido descritas, pero en términos de fisiología y 

genética las más estudiadas son A. lipoferum y A. brasilense (Massena Reis et al., 2011). 

En adición a su fijación de N2 bajo condiciones microaerobias, desnitrifica bajo 

condiciones anaeróbicas o microaerofílicas y puede asimilar NH4
+
,  NO3

-
 o NO2. En medios 

de cultivo deficientes en nitrógeno A. brasilense y A. lipoferum, tienen una captación de 

amonio muy alta. La captación de CH3NH3
+
 tiene una afinidad de 50 μM (KM) y es inhibida 

competitivamente por el amonio (Ki=5μM) indicando que el acarreador tiene un sitio de 

unión común. Esta actividad recolectora de amonio (que requiere energía) tiene el propósito 

de asegurar la absorción de pequeñas cantidades de amonio (Hartman y Zimmer, 1994).  

 

2.2.1. Modos de acción de Azospirillum 

Hasta ahora, el modo preciso de acción de Azospirillum en plantas no ha sido totalmente 

esclarecido. Los principales modos de acción propuestos incluyen: fijación de N2, actividad 

hormonal, actividad de la membrana y una hipótesis aditiva (de-Bashan et al., 2008). La 
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fijación del nitrógeno fue el primer mecanismo en ser propuesto, esto, debido a que todas 

las cepas silvestres de Azospirillum fijan nitrógeno atmosférico y se ha presentado un 

incremento en el N total de brotes, así como granos de plantas inoculadas. Este mecanismo 

está fundamentado en el hecho de que la actividad nitrogenasa en raíces, mediada a través 

de la técnica de reducción de acetileno, se ve significativamente incrementada. Sin 

embargo, estudios con 
15

N revelaron que la contribución real del nitrógeno de la bacteria 

fue de 5% del nitrógeno acumulado. No obstante, hacer caso omiso de la fijación del 

nitrógeno como un mecanismo de Azospirillum, es prematuro. Pues es factible que la 

cantidad de nitrógeno proporcionado pueda ser acumulativo a otros mecanismos para así 

producir un efecto final (Bashan et al., 1993; Bashan y de-Bashan, 2010). Otro mecanismo 

propuesto, quizás el más substancial, es la actividad hormonal. Las hormonas existen en 

la naturaleza como moléculas que regulan el crecimiento, desarrollo, diferenciación de 

células y tejidos, etc., ellas actúan como mensajeros químicos estando presentes en 

pequeñas cantidades, en plantas las llamamos fitohormonas (Baca y Elmerich, 2007). La 

habilidad de producir fitohormonas de plantas es una propiedad de muchos organismos, en 

general de PGPB y específicamente, especies de Azospirillum que estimulan y facilitan el 

crecimiento de la planta (Massena-Reis et al., 2011). Ha sido persistentemente propuesto, 

que el mecanismo de Azospirillum está basado en cambios de las hormonas inducidas a la 

planta por la bacteria. Esta teoría está basada en varios hechos (Bashan y de-Bashan, 2010). 

Esta bacteria produce varias fitohormonas de la planta en cultivo, especialmente ácido 

indol-3-acético (AIA), un hecho conocido desde los primeros años de investigación en esta 

bacteria (Spaepen y Vanderleyden, 2010). La aplicación de hormonas sintéticas a plantas 

produce efectos que imitan el efecto de la inoculación de Azospirillum. Las hormonas 

mutantes sobreproductoras causan más efectos pronunciados en el crecimiento de la planta 

que las cepas de tipo silvestre. Esto provee evidencia indirecta que Azospirillum está 

involucrado en la regulación de hormonas en plantas. (Bashan et al., 1993; Bashan y de-

Bashan, 2010). Un mecanismo distinto es la Actividad de membrana, en donde, debido a 

que Azospirillum afecta el metabolismo de la pared celular desde fuera de la célula, el 

presente mecanismo sugiere que estas bacterias son capaces de excretar protones y 

transmitir una señal que atraviesa la pared celular de la planta  la cual es reconocida por las 

membranas de las mismas. Esta interacción puede iniciar una cadena de eventos resultando 



10 
 

 

en un metabolismo alterado de las plantas inoculadas y la proliferación de raíces (Bashan  

et al., 1993). A pesar de esto, hasta el momento no han sido identificadas las señales 

moleculares bacterianas que pueden afectar la membrana y tampoco se han estudiado la 

movilización de iones que afectan la membrana (Bashan  y de-Bashan, 2010).  Finalmente, 

en el mecanismo denominado hipótesis aditiva se señala que aunque las propuestas 

anteriores son basadas en evidencia experimental, existen insuficientes datos cuantitativos 

que puedan soportar la idea de que uno de estos mecanismos sea el único responsable de los 

cambios en las plantas. Por lo tanto, se propone que probablemente más de un mecanismo 

participa en la asociación, simultáneamente, o es sucesión de otro (Bashan et al., 1993), en 

ese sentido, la suma de las actividades de los demás mecanismos opera en conjunto. En 

resumen, la fijación de N2 contribuye con nitrógeno a la planta, la actividad hormonal 

promueve el metabolismo y crecimiento vegetal, en la actividad de membrana su alteración  

interfiere en el metabolismo de la planta y la hipótesis aditiva propone la suma de las 

actividades de los mecanismos trabajando en conjunto (de-Bashan et al., 2008). Sin 

embargo, la contribución de fijación de nitrógeno es controversial y los otros mecanismos 

propuestos (excepto actividad hormonal) son menos establecidos. Hoy en día, la 

explicación más común para algunos de los modos de acción de Azospirillum en plantas es 

la producción de varias fitohormonas que alteran la morfología y el metabolismo de la 

planta, dando lugar a una mejor absorción de nutrientes y agua, por lo tanto plantas más 

grandes y saludables.  (Bashan et al., 2004; Bashan y de-Bashan, 2010). 

 

2.2.2. Fitohormonas producidas por Azospirillum 

Especies de Azospirillum son enormemente conocidas por su capacidad de producir 

hormonas de plantas in vitro, entre los que se encuentran, giberelinas, citocininas, auxinas 

(principalmente Ácido Indol-3-Acético (AIA)) y posiblemente otras hormonas vegetales 

(Caballero-Mellado, 2001; Bashan et al., 2004; Somers et al., 2005). Seguidamente, se 

describen las particularidades más notables de estas fitohormonas:   

Las Giberelinas (GA) son moléculas complejas de diterpenos tetracarboxílicos (Cassán et 

al., 2008). Afectan el desarrollo de la planta promoviendo la división celular, la elongación 

y están involucradas en romper la dormancia. GA son sintetizadas y metabolizadas por 

Azospirillum in vitro (Massena-Reis et al., 2011) y, de igual manera, son producidas en la 
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planta por Azospirillum. Aunque la inoculación de mutantes de arroz enano (deficientes de 

GA) con Azospirillum productor de GA, invirtieron el enanismo, hasta el momento, existe 

evidencia insuficiente para el involucramiento de GA bacteriano en la promoción del 

crecimiento (Cassán,et al., 2008; Bashan y de-Bashan, 2010).  

Las Citocininas son una clase de fitohormonas de tipo purina (Cassán et al., 2008) que 

promueven la división celular, la morfogénesis de brotes y raíces, la maduración del 

cloroplasto, agrandamiento de las células. Citocininas son producidas por Azospirillum in 

vitro, no obstante hay datos insuficientes y no existe evidencia directa en las plantas 

(Bashan y de-Bashan, 2010).  

Las Auxinas (del griego “auxein”, significa crecimiento) (Spaepen y Vanderleyden, 2010) 

son fitohormonas que regulan el proceso de desarrollo de la planta. Como ejemplo tenemos 

a Azospirillum, la cual, es una bacteria ampliamente conocida por producir in vitro altas 

cantidades de auxinas. El miembro más abundante de esta familia de auxinas es el AIA 

(compuesto heterocíclico que contiene un grupo carboximetilo (Massena-Reis et al., 2011), 

además, es la fitohormona más estudiada, la mejor caracterizada, y participa en numerosos 

mecanismos en la fisiología de la planta. Al AIA se le puede atribuir el afectar numerosas 

funciones y alteraciones en el rendimiento de la planta, eventualmente, en promoción del 

crecimiento (Bashan et al., 1993). Por otro lado, es sabido que muchas cepas de 

Azospirillum pueden producir AIA in vitro. Según diversos estudios, se ha visto que la 

aplicación de AIA imita la inoculación de Azospirillum en la morfología de la raíz, en la 

promoción de crecimiento de plantas y de singulares células algales. En varios casos, 

mutantes atenuados en AIA fueron inefectivos comparados con sus cepas silvestres, en este 

sentido, mutantes sobre productores de AIA mostraron fuertes efectos en las plantas, 

aunque, hasta el momento no existen mutantes que no produzcan AIA (Bashan y de-

Bashan, 2010). Aparte de esto, se tiene significativo conocimiento acerca del metabolismo 

y mecanismos moleculares de AIA en Azospirillum, debido al gran interés en la elucidación 

de las rutas de biosíntesis, o producción, de AIA (Spaepen y Vanderlyeden, 2010).  

2.2.2.1. Producción de AIA en Azospirillum 

Estudios anteriores de la producción de AIA por varias cepas de Azospirillum muestran que 

la producción depende del tipo de medio de cultivo y la disponibilidad de triptófano como 

precursor (de-Bashan et al., 2008b). El triptófano (Trp) se considera generalmente como un 



12 
 

 

precursor de AIA porque la adición de este aminoácido a cultivos de bacterias productoras 

de AIA, se traduce en una mayor producción de AIA (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 

En un estudio, Azospirillum produjo AIA en ausencia de triptófano. Esto sugiere que hay al 

menos una vía independiente de triptófano  presente en Azospirillum, sin embargo, los 

autores no pudieron identificar al precursor o intermediario de esa vía (de-Bashan et al., 

2008b). En la actualidad, tres vías dependientes de triptófano son conocidas en 

Azospirillum: la vía del indol-3-acetonitrilo (IAN), vía indol-3-acetamida (IAM), y la vía 

del indol-3-acido pirúvico (IPyA) (Figura 2).  En la vía del Indol-3-acetronitrilo (IAN) la 

conversión de IAN en IAA puede llevarse a cabo por dos vías. Mediante la actividad de la 

nitrilasa que lo convierte en IAA y amonio; o bien por la vía alterna que incluye la 

actividad de una nitril hidratasa que lo convierte en IAM, posteriormente la enzima amidasa 

transforma IAM en IAA. Las enzimas nitril hidratasa y amidasa acontecen en varias cepas 

de Agrobacterium, Rhizobium leguminosarum y Sinorhizobium melilot (Aguilar-Piedras et 

al., 2008). La vía más estudiada para la biosíntesis del AIA es la Indol-3-acetamida 

(IAM), implica la descarboxilación oxidativa del Trp en IAM y la posterior hidrólisis de 

IAM para obtener AIA. Dos diferentes enzimas están involucradas en estas dos etapas de 

conversión, respectivamente la triptófano-2-monooxigenasa (TMO, codificado por el gen 

iaaM) y la indol-3-acetamida hidrolasa (IAM-hidrolasa, codificada por el gene iaaH) 

(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Aguilar-Piedras et al., 2008; Spaepen y Vanderlyeden, 

2010). La ruta de síntesis del Ácido Indol-3-pirúvico (IPyA) se inicia con la 

transaminación del Trp, en la que participan las enzimas aromático aminotransferasas para 

formar el IPyA, éste es transformado en indol-3-acetaldehído (IAld), por la acción de la 

indol piruvato descarboxilasa (ipdC), el cual a su vez es convertido en IAA por una 

aldehído deshidrogenasa (Aguilar-Piedras et al., 2008).  El gen ipdC es el único que se ha 

aislado y secuenciado, se encontró un mutante ipdC de A. brasilense que sintetiza menos 

del 10% de la producción de AIA de una especie nativa, indicando que el IPyA 

decarboxilasa es una enzima clave para la biosíntesis de AIA en esta bacteria. Por lo tanto, 

se concluyó que el 10% de AIA se produce a partir de Trp en una vía no dependiente, 

mientras que la síntesis de trp-independientes cuentan con aproximadamente 90% de AIA, 

en caso de que no se suministre AIA exógeno. La adición de triptófano a cultivos 
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bacterianos mejora notablemente las vías triptófano-dependientes para la producción de 

AIA (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 

 

 

 

Ya que la producción de auxinas es uno de los principales modos de acción de A. 

brasilense, ha existido gran interés en el desarrollo de fitohormonas mejoradas (Baudoin et 

al., 2010). En ese sentido, mutantes de Azospirillum han sido inducidos por sustancias 

químicas, radiación, mutagénesis Tn5 y por sustitución de genes (también llamado cambio 

de marcador) (Holgin et al., 1999). Por medio de mutagénesis con N-metil-N-nitro-N-

nitrosoguanidina, se obtuvieron mutantes de A. brasilense Cd (con altas tasas de 

producción de AIA), seleccionados por resistencia al 5-fluoro-triptófano (Katzy et al., 

1999). Aunque la mejor capacidad de producción de AIA, se ha obtenido de A. brasilense 

Sp245, al menos bajo condiciones de invernadero simplificados, mediante la introducción 

de copias de plásmido recombinante basados en el gen ipdC de Sp245 (codificando un 

indol-3-piruvato descarboxilasa recientemente reclasificado como fenilpiruvato) bajo el 

control de diferentes promotores (Baudoin et al., 2010). Por otro lado, para entender el 

papel del AIA producido por PGPB en plantas, se han desarrollado mutantes con baja 

producción de AIA que fueron seleccionados después de una mutagénesis TN5, a partir de 

Ácido 
corísmico 

 
Ácido 

antranílico 
1-(o-Carboxifenilamino)-1-

deoxirribulosa fosfato 

Indole-3-glicerolfosfato Triptófano 

Indol-3-acetaldoxima 

Indol-3-acetonitrilo 

Indol-3-acetamida 

Ácido Indol-3-acético 

Ácido Indol-3-pirúvico 

Indol-3-acetaldehido 

IpyA decarboxilasa 

(ipdC) 

N-(5-Fosforribosil) -
antranilato 

Figura 2. Rutas para la biosíntesis de AIA dependiente de triptófano (Modificado de Zakharova et al., 

1999). 
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A. lipoferum y A. brasilense Sp6, o en seguida de un “plasmid curing” para A. brasilense 

Sp245 (Katzy et al., 1999).  Una cepa de A. irakense se encontró que libera 10 veces menos 

de AIA en el medio que A. brasilense Sp7, los otros dos mutantes de A. brasilense estaban 

produciendo sólo 2-5% de AIA, en comparación con las cepas parentales y mutantes 

adicionales de A. brasilense que fueron modificados para albergar el gen de la proteína 

verde fluorescente y producir menos del 0.25% de AIA, en reacción a su cepa parental. Sin 

embargo, hasta el momento ninguna de las selecciones realizadas ha logrado dejar a los 

mutantes de Azospirillum incapaces de sintetizar AIA, aunque en algunos casos sólo sea en 

mínimas cantidades. Esto, debido a que Azospirillum posee más de una copia de los genes 

involucrados en la biosíntesis de AIA, o bien, tiene más de una ruta biosintética para AIA 

(Holguín et al., 1999). 

 

2.2.3. Ácido indol-3acético (AIA) como molécula señal 

Alternativamente de los modos de acción propuestos para Azospirillum, se ha sugerido que 

el AIA puede actuar como una molécula señal. Siguiendo la lógica de este asunto, como 

parte de una estrategia de actividad hormonal, las bacterias usan sus fitohormonas para 

interactuar con plantas (Spaepen et al., 2007). Cuando estos microorganismos interactúan 

con plantas como parte de su hábitat ecológico, llega a ser obvio que un proceso de 

señalización recíproco mediado por el AIA en las interacciones planta-microorganismo es 

probable que ocurra. Nuestra compresión de las interacciones planta-bacteria, ya sea 

patógena o beneficiosa, necesita estudios detallados que examinen la dinámica hormonal a 

lo largo del curso de la interacción (Spaepen y Vanderlyeden, 2010). Se han reportado 

informes sobre señalización de AIA en otros microorganismos, por ejemplo, en 

Agrobacterium tumefaciens, Saccharomyces cerevisiae, y Escherichia coli, ya que el AIA 

induce respuestas específicas. (Van-Puyvelde et al., 2011).  En el caso de A. brasilense, 

además de producir AIA, también es capaz de detectar AIA y alterar la expresión génica 

(primeramente descrita para el gen ipdC) en presencia de AIA (Spaepen y Vanderlyeden, 

2010; Van-Puyvelde et al., 2011). En consecuencia, hay un incremento en la evidencia 

hacia el AIA como una molécula de señalización en microorganismos, debido a que afecta 

la expresión de genes en algunos microorganismos como bacterias, y, además puede tener 

un efecto directo en la fisiología bacteriana (Spaepen et al., 2007). Igualmente, otros 
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dedicados estudios genómicos funcionales sobre la ruta de transducción de señales en el 

AIA de A. brasilense nos debe ayudar a desentrañar aún más el mecanismo de señalización 

del AIA durante las diferentes etapas de las interacciones planta-bacteria (Lambrecht et al., 

2000; Spaepen et al., 2007). Por lo cual, considerando que la cascada de señalización en A. 

brasilense causado por el AIA todavía tiene que ser descifrado, se ha postulado que el AIA 

es un detonante importante para que A. brasilense entre en una interacción con plantas 

(Van-Puyvelde et al., 2011).  

 

Es evidente que fitohormonas, especialmente AIA, juegan un papel importante en varios 

aspectos del metabolismo de la planta; sucintamente, la evidencia de la producción AIA de 

Azospirillum es la más completa y documentada de todas las hormonas o los mecanismos 

propuestos, y, debido a que es casi nulo el conocimiento del modo de acción para muchos 

aspectos de la interacción, ésta es una herramienta de investigación útil para sondear dicho 

mecanismo de acción (Bashan y de-Bashan, 2010). Por otra parte, aunando los antecedentes 

del GMA acerca de los efectos benéficos que, durante la interacción, Azospirillum 

proporciona a Chlorella (por ejemplo, el aumento en la asimilación de amonio y el 

incremento en la actividad de las enzimas de asimilación de amonio), en este trabajo de 

investigación se tiene como propósito fundamental determinar el papel que desempeña el 

AIA producido por Azospirillum (mecanismo de actividad hormonal) como posible 

mecanismo principal en la asimilación de amonio en Chlorella.  

 

2.3. INMOVILIZACIÓN DE CÉLULAS 

Durante las últimas décadas, la inmovilización de células ha presentado grandes avances en 

el campo científico, particularmente en el campo de la biotecnología, además, ha sido 

utilizada para una amplia variedad de aplicaciones, entre éstas, en la industria de alimentos, 

agricultura, biomedicina y aplicaciones ambientales (de-Bashan y Bashan, 2008, 2010; 

Junter y Jouenne, 2004; Zohar-Perez, 2004). La inmovilización es una técnica que describe 

varias formas para atrapar o encapsular células en diferentes matrices (Cassidy et al., 1996). 

Precisamente, el término “célula inmovilizada” es definido como una célula viva que, por 

medios naturales o artificiales, se le ha limitado el movimiento de su locación original y 

que preserva la deseada actividad catalítica (Karel et al., 1985; Tampion y Tampion, 1987). 
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Por lo que, dentro de los objetivos de la inmovilización celular se tiene el aumentar la 

concentración celular, incrementar la estabilidad biológica y del producto, separación de 

células del medio, fácil recuperación del producto, ventajas por la proximidad entre las 

células, entre otras (Karel et al., 1985). Para esto, se han definido seis diferentes tipos de 

inmovilización: de enlaces covalentes, afinidad de inmovilización, adsorción, 

confinamiento en emulsiones líquido-líquido, captura detrás de membranas semipermeables 

y atrapamiento en polímeros (Mallick, 2002). De los cuales, el método de confinamiento en 

gel es el más ampliamente estudiado, y para su uso, se han empleado diversas matrices 

como polímeros sintéticos (acrilamida, poliuretano, polivinilo, resinas), polímeros naturales 

derivados de polisacáridos algales (alginato, carragenina, agar, agarosa), además del 

quitosano, un polisacárido derivado de la quitina (de-Bashan y Bashan, 2010). En términos 

generales, independientemente del polímero que se utilice, la mayoría de las 

inmovilizaciones comparten el mismo protocolo de producción. Esto se hace mezclando la 

suspensión celular con monómeros del polímero, luego la mezcla se solidifica para producir 

un gel polimérico dejando las células dentro de la matriz. La solidificación se puede hacer 

mediante la unión de los monómeros con cationes di y multivalentes, como se realiza con 

alginato (Cohen, 2001; de-Bashan y Bashan, 2010). 

 

2.3.1. Inmovilización de microorganismos  

La inmovilización de células puede ser abordada con diversos intereses y aplicaciones, uno 

de estos es la inmovilización de células microbianas ya que ha adquirido bastante atención 

en la investigación científica; actualmente se pueden encontrar estudios en varios campos 

con un sinnúmero de microorganismos (por ejemplo: bacterias, levaduras, hongos, 

microalgas, cianobacterias, entre otros) donde alguno de estos estudios eventualmente 

alcanzan su aplicación (de-Bashan y Bashan, 2010). Como ejemplo práctico tenemos la 

inmovilización de microorganismos atrapados en esferas de alginato, la cual, es una técnica 

ampliamente estudiada y utilizada para células microbianas viables (de-Bashan y Bashan, 

2008a). Este método ha sido investigado y es utilizado en varios campos biotecnológicos 

como una forma práctica de producir metabolitos secundarios de valor comercial; también 

se utiliza como herramienta de manipulación genética para inmovilizar las bacterias 

recombinantes ya que mejoran la estabilidad de plásmidos; para inmovilizar microalgas con 
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el fin de eliminar compuestos inorgánicos y metales pesados de aguas residuales, donde su 

mayor ventaja es que facilita significativamente la recolección de producción masiva de 

microalgas del agua después del tratamiento (de-Bashan y Bashan, 2008b).  

 

2.3.1.1.Alginato  

El alginato es el polímero más utilizado para la encapsulación de células microbianas, 

también llamada inmovilización. Es obtenido a partir de algas cafés como Macrocystis 

pyrifera (sargazo), siento ésta la más frecuentemente empleada para la inmovilización de 

células, puesto que los geles obtenidos son de mejor resistencia y estabilidad que los 

producidos a partir de otros alginatos. Es comercializado como ácido algínico de alta y 

media viscosidad (Yabur et al., 2007).  La cadena polimérica del alginato está compuesta 

de ácidos manurónico (M) y gulurónico (G) en proporciones variables y arreglos 

secuenciales. Los monómeros pueden estar ligados por iones calcio constituyendo bloques 

consecutivos de ácido gulurónico, para formar el gel (McHugh, 2003). Esta conformación 

dicta las propiedades del alginato, tales como la solubilidad, la viscosidad y la capacidad de 

intercambiar iones con metales divalentes (King, 1983).  Es el material de encapsulación 

más común para el inmovilizado de células algales ya que el método es versátil y 

compatible con la mayoría de las células vivientes. Por mencionar algunas de las 

características importantes del alginato para la encapsulación de microalgas y bacterias 

tenemos que, el alginato es lo suficientemente transparente para que la luz penetre y la 

microalga pueda desarrollar sus procesos fotosintéticos; por otro lado, los poros son lo 

adecuadamente pequeños para permitir la difusión de oxígeno y admitir la difusión de 

nutrientes dentro de la esfera, además, permite la estrecha proximidad e interacción de los 

microorganismos (de-Bashan et al., 2003). 

 

2.3.2. Co-inmovilización de Chlorella – Azospirillum 

Cuando se inmovilizan dos o más organismos en una misma matriz, esto se puede  definir 

como co-inmovilización ó inmovilización conjunta. Donde una de las principales ventajas 

es la complementación de las actividades catalíticas de estos organismos ó el aumento de la 

actividad de uno en presencia del otro (O´Reilly y Scott, 1995). La inmovilización, y 

especialmente, la inmovilización de dos microorganismos es un campo muy técnico y el 
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éxito o el fracaso puede ser determinado en parte por pequeños aspectos técnicos o la 

tecnología elegida (de-Bashan y Bashan, 2010). Por ejemplo, se tiene la propuesta abordada 

por el Grupo de Microbiología Ambiental (GMA) del Centro de Investigaciones Biológicas 

del Noroeste (CIBNOR) en La Paz B.C.S. México, en la cual se estableció un sistema 

experimental, que no existe en la naturaleza, pues involucra la co-inmovilización de dos 

microorganismos de orígenes diferentes (la microalga Chlorella y la bacteria Azospirillum) 

atrapados en esferas de alginato. Las investigaciones de este sistema van encaminadas al 

estudio, como posible  aplicación biotecnológica, en el tratamiento de aguas residuales 

cargadas de amonio y fosfatos, y, también para estudios básicos de la interacción entre 

Chlorella y Azospirillum mientras se encuentran atrapados en la esfera de alginato (de-

Bashan y Bashan, 2008) . El sistema es fácil de manejar, es económico y produce 

resultados rápidos (de-Bashan et al., 2003). Aunado a esto, este sistema no solo se limita a 

las interacciones Chlorella-Azospirillum, sino que se pueden realizar distintos estudios con 

éxito utilizando otras PGPB, como B. pumilis, y microalgas, como C. sorokiniana, por lo 

que, estas opciones pueden crear un sinfín de combinaciones entre microalgas y PGPB 

 

2.3.3. Modelo Chlorella – Azospirillum 

El sistema Chlorella - Azospirillum fue propuesto como modelo de estudio para la 

interacción planta – bacteria, ya que, un modelo experimental simple es útil para estudios 

básicos de interacciones complejas entre plantas y bacterias (de-Bashan y Bashan, 2008a). 

Generalmente los estudios básicos de las interacciones entre la PGPB Azospirillum y 

plantas son difíciles debido a que existen múltiples funciones de tejido, numerosas 

interacciones posibles con las raíces de las plantas y la interferencia con la matriz del suelo. 

Habitualmente, la planta modelo Arabidopsis thaliana es utilizada en múltiples estudios por 

tener el genoma más pequeño (125 Mb) que ha sido secuenciado y por la disponibilidad de 

numerosos mutantes de la mayoría de sus vías metabólicas. Sin embargo, se decidió 

proponer a Chlorella como una alternativa potencial para interactuar con PGPB, puesto que 

su genoma (40 Mb) es el de menor tamaño entre las plantas, siendo el más pequeño de los 

organismos eucarióticos fotosintéticos caracterizado hasta el momento (de-Bashan y 

Bashan, 2008a). La lógica de elegir a una microalga como el socio de plantas es simple. La 

definición más básica de una planta verde es que contiene clorofila A y B, el almidón como 



19 
 

 

material de almacenamiento en el interior del cloroplasto, y una pared celular de celulosa 

(de-Bashan y Bashan, 2008). Sistemáticamente, las plantas superiores y algas forman parte 

del mismo grupo (Chlorobionta) (Bhattacharya y Medlin, 1998). Hay de un 70 a 98% de 

similitud genética entre las plantas terrestres y las algas. El tamaño del organismo, el 

número de células, y la diferenciación en órganos no definen los parámetros de una planta. 

En consecuencia, las microalgas unicelulares son consideradas plantas. De esta manera, 

considerando que el genoma de Chlorella es el más pequeño de los microorganismos 

eucariotas fotosintéticos lo convierte en una alternativa a las plantas superiores con grandes 

genomas interactuando con PGPB (Eckardt, 2010; de-Bashan y Bashan, 2008b). Por otro 

lado, las microalgas se reproducen más rápido que las plantas superiores. El socio 

bacteriano, Azospirillum, fue elegido porque, a pesar de su origen y de sus principales 

efectos estudiados en relación con las plantas agrícolas, también afecta el crecimiento de las 

microalgas, por lo que se ha designado una bacteria para promover el crecimiento de 

microalgas. Es probable que estas bacterias puedan tener un efecto significativo en muchas 

vías metabólicas durante su interacción con microalgas. La inmovilización, dentro de una 

matriz de gel de alginato inocua y no tóxica, asegura la unión artificial de Chlorella y 

Azospirillum, limita el movimiento de las cepas de Azospirillum, en consecuencia facilita la 

interacción y que los dos microorganismos se afecten entre sí (de-Bashan y Bashan, 

2008b).  

Durante la interacción entre los dos microorganismos dentro de la esfera polimérica se 

produce la siguiente secuencia de eventos. Los nutrientes en el medio circundante se 

difunden libremente en el gel poroso. Después de 6- 48 horas de ser cultivados, ambos 

microorganismos se encuentran en la misma cavidad dentro de la esfera (estudio realizado 

por microscopía electrónica), sobre todo justo debajo de la periferia de la esfera (Lebsky et 

al., 2001). Las bacterias excretan AIA (y posiblemente otras hormonas vegetales) que 

mejora el crecimiento de las microalgas (de-Bashan et al., 2008a). A partir de 48 horas 

después de la co-inmovilización; los nutrientes del medio se difunden en la esfera, la 

actividad de la glutamina sintetasa (GS) y glutamato deshidrogenasa (GDH) aumentan (de-

Bashan et al., 2008b), así como la producción de lípidos fotosintéticos (de-Bashan et al., 

2002), se incrementa la absorción de nitrógeno y fósforo en los organelos microalgales (de-

Bashan et al., 2002; 2004), lo que lleva a un aumento de la biomasa de la población y el 
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sistema libera el oxígeno producido por Chlorella spp. como un subproducto de la 

fotosíntesis (González y Bashan, 2000). El efecto más notable de la co-inmovilización es 

que la población de microalgas aumenta de 2 a 3 veces más que las microalgas 

inmovilizadas, además, se mejora la absorción de amonio a nivel cultivo y a nivel celular. 

Debido a esto, la búsqueda de la causa de los efectos sinérgicos de bacterias en microalgas 

se ha concentrado en la producción de fitohormonas por Azospirillum (efecto común en la 

producción de campos de cultivo), y si las enzimas implicadas en el metabolismo del 

nitrógeno en las microalgas son inducidas o potenciadas por la asociación artificial forzada 

de microalgas con PGPB (Bashan et al., 2008). A continuación se detallan los estudios 

realizados para estos casos. 

En una publicación realizada por de-Bashan et al. (2008b) fue estudiado el AIA, producido 

por A. brasilense y A. lipoferum, en promoción del crecimiento de C. vulgaris. Cuatro 

cepas silvestres de Azospirillum (A. brasilense Cd, Sp6 y Sp245 y Azospirillum lipoferum 

JA4) y sus mutantes atenuados en la producción de AIA, A. brasilense SpM7918 

(modificada de A. brasilense Sp6), A. brasilense FAJ0009 (modificada de A. brasilense 

Sp245), y A. lipoferum JA4::ngfp15 (modificada de A. lipoferum JA4) fueron co-

inmovilizados con C. vulgaris en esferas de alginato. Los cultivos crecieron en medio de 

crecimiento suplementado con triptófano. Los resultados mostraron un crecimiento 

significativamente mayor en los cultivos de Chlorella co-inmovilizados con cualquiera de 

las cuatro cepas tipo silvestre de Azospirillum, pero un crecimiento mucho menor cuando 

los cuatro mutantes atenuados en AIA estuvieron presentes, en comparación con C. 

vulgaris inmovilizada sin bacteria. También se realizó un experimento de 

complementación, donde un mutante atenuado de AIA (A. brasilense SpM7918) fue 

suplementado con AIA producido por la cepa de tipo mutante (A. brasilense Sp6), 

restaurando de esta manera la promoción del crecimiento en el cultivo de microalga-

mutante. Se concluye que el AIA, producido por Azospirillum, es un posible mecanismo del 

crecimiento de la microalga C. vulgaris. 

Debido que la inmovilización de C. vulgaris con A. brasilense afecta la absorción de 

amonio en las microalgas, en la publicación de-Bashan et al. (2008c) se evaluaron los 

mecanismos de conversión de amonio a glutamato por dos vías posibles, con las enzimas 

glutamato deshidrogenasa (GDH) y glutamina sintetasa (GS). A concentraciones iniciales 
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de 3, 6, y 10 mgL
-1

 de NH4
+
 no se aumenta la capacidad de absorción de amonio de la 

microalga pero si el número de células cuando se encuentra co-inmovilizada con A. 

brasilense. Sin embargo, a concentraciones de 8 mgL
-1

 de NH4
+
, si se ve afectada la 

absorción de amonio de la microalga pero no el tamaño poblacional. Se encontraron 

correlaciones lineales entre la toma de amonio a partir de diferentes concentraciones (3, 6 y 

10 mgL
-1

) con el tamaño poblacional de la microalga, pero no a concentraciones iniciales 

de 8 mgL
-1

 de NH4
+
, donde ocurrió la mayor absorción de amonio. En todos los cultivos 

con ambos organismos co-inmovilizados se registró un aumento en la actividad enzimática 

GS, pero solo a concentraciones de iniciales de 8 mgL
-1

 de amonio en el medio de cultivo 

se registró un aumento en la actividad de la enzima GDH. Se concluye que la presencia de 

A. brasilense incrementa el tamaño poblacional, la actividad de la enzima GS y la toma de 

amonio en el medio excepto a 8 mgL
-1

 donde se observó la mayor toma de amonio del 

medio y un incremento en la actividad de la enzima GDH pero no un aumento en la 

población. Se concluye que la co-inmobilización de C. vulgaris con A. brasilense afecta la 

actividad específica de GS y GDH en C. vulgaris, las cuales afectan la asimilación de 

amonio por parte de la microalga, y ambas a 8 mg/L de amonio son concentraciones 

dependientes y óptimas. Los resultados indican que la actividad mayor de GS y GDH 

aumenta la absorción de amonio por C. vulgaris. 

 

2.4. EFECTOS QUE PROMUEVE Azospirillum EN LA ASIMILACIÓN DE 

AMONIO EN MICROALGAS Y PLANTAS SUPERIORES. 

Dentro de los efectos que promueve Azospirillum en plantas y microalgas se ha 

comprobado que el AIA producido por Azospirillum es un mecanismo de acción por el cual 

promueve el aumento en el crecimiento poblacional en Chlorella (de-Bashan et al. 2002a, 

2004, 2005; Hernández et al., 2006),  y plantas superiores. También se ha visto que 

Azospirillum promueve en Chlorella una mayor asimilación de amonio (de-Bashan et al., 

2002a, 2004, 2005, 2008a, Hernández et al., 2006), no obstante se desconoce el mecanismo 

de acción. Por otra parte, Azospirillum promueve un incremento en la actividad de GS y 

GDH de C. vulgaris (de Bashan  et al., 2008b) y plantas superiores (Ribaudo et al., 2001). 

Además se ha comprobado que el AIA afecta la actividad de GS y GDH en plantas 

superiores (Chakrabarti y Mukherji, 2003; Gangwar et al., 2011). Sin embargo, no hay 
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reportes que digan que el AIA producido por Azospirillum afecte la actividad de GS y GDH 

en plantas o en microalgas. 

 

Una forma de visualizar el efecto del AIA en el mecanismo de asimilación de amonio en 

Chlorella es la utilización de mutantes con diferentes tasas de producción de AIA de varias 

especies de Azospirillum. Leves cambios en la actividad enzimática de la GS y GDH 

podrían ser medidos con precisión, después de la inmovilización conjunta de los dos 

microorganismos así como la expresión de los genes que codifican para estas enzimas (de-

Bashan et al, 2008). 

 

3. PREGUNTA 

 

¿La absorción de amonio y la actividad de las enzimas involucradas en la utilización de 

nitrógeno en Chlorella vulgaris se ve afectada por la producción de AIA de Azospirillum 

brasilense? 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Si la actividad de las enzimas de asimilación de amonio  (GS y GDH) en plantas superiores 

es afectada por el AIA, entonces la actividad enzimática de GS y GDH en Chlorella 

vulgaris estará afectada por la producción de AIA de Azospirillum brasilense. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1. OBJETIVO GENERAL  

 

Determinar el efecto de Ácido Indol-3-Acético producido por Azospirillum brasilense en la 

absorción de amonio por Chlorella vulgaris bajo condiciones de co-inmovilización. 
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5.2.OBJETIVOS PARTICULARES  

 

1. Evaluar el efecto de diferentes cepas de Azospirillum brasilense con diferente 

capacidad de producción de AIA  en la absorción de amonio de Chlorella vulgaris. 

 

2. Determinar el efecto de cepas de Azospirillum brasilense  con diferente capacidad de 

producción de AIA en la actividad de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato 

deshidrogenasa (GDH) en Chlorella vulgaris. 

 

 

6. METODOLOGÍA 

 

Para poder investigar como el AIA, producido por Azospirillum spp., puede estar 

involucrado en la asimilación de amonio por parte de C. vulgaris, fue necesario de un 

experimento preliminar en donde se agregaron concentraciones de AIA exógeno al medio  

para saber si tenía algún efecto en la asimilación de amonio en Chlorella.  

 

6.1. EXPERIMENTO PRELIMINAR  

En esta prueba se evaluaron concentraciones de AIA, correspondientes a las producidas por 

2 cepas silvestres de Azospirillum, y se compararon los resultados con las concentraciones 

de AIA que corresponden a sus mutantes atenuados en la producción de AIA. Mediante 

esta prueba preliminar se esperó ver si el AIA agregado al medio tenía algún efecto en la 

absorción de amonio en Chlorella. 

 

6.1.1. Concentraciones de Ácido Indol Acético 

Se preparó una solución stock de AIA sintético para cada una de las concentraciones de 

AIA (correspondientes a las producidas por 2 cepas silvestres de Azospirillum y sus 

mutantes atenuadas en AIA) reportadas por de-Bashan et al. (2008b) presentadas en la 

Tabla 2, disolviendo en etanol absoluto y manteniéndolo en oscuridad. 
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Tabla 1. Producción de AIA por cepas silvestres y mutantes de Azozpirillum (de Bashan et 

al., 2008 b). 

#  Cepa Bacteriana  HPLC 

(ng * μL
-1

)  

Cepa mutante  HPLC 

(ng * μL
-1

)  

1 A. brasilense Sp245  44.53 ± 0.78  A. brasilense FAJ0009  6.96 ± 0.01  

2 A. brasilense Sp 6  51.18 ± 0.81  A. brasilense SpM7918  15 ± 0.4  

 

6.1.2. Microorganismo y  su condición de crecimiento  

C. vulgaris fue cultivada, siguiendo la metodología descrita por de-Bashan et al. (2004), en 

medio C30 estéril conteniendo macronutrientes (g/L): KNO3, 5; MgSO4.7H2O, 3.5; 

KH2PO4, 1.25; K2HPO4 0.1; FeSO4.7H2O, 0.028 y micronutrientes (mg/L) H3BO3, 2.86; 

MnCl2.4H2O, 1.81; ZnSO4.7H2O, 0.11; CuSO4.5H2O, 0.09; NaMoO4, 0.021), por 6 días, 

con agitación continua (150 rpm) a 80 μE  m
-2

 sec
-1 

y a una temperatura de 27°C – 30 °C. 

 

6.1.3. Inmovilización de Chlorella vulgaris en esferas de alginato 

C. vulgaris fue inmovilizada según la metodología descrita por de-Bashan et al. (2005) con 

la modificación de utilizar una bomba peristáltica MasterFlez® (Mod. No. 7523-30. 

Bamant Co., Barrington U.S.A.) para la circulación del alginato y los microorganismos, 

acompañada de una manguera MasterFlex® de No. 14 y una aguja B-D (Becton Dickinson 

& Co.) con un diámetro de 21 G x 32 mm (0.080 mm x 1 ¼”) para realizar las esferas. 

Debido a que normalmente en la inmovilización se reduce el número de células en las 

esferas, fue necesaria una segunda incubación de las esferas toda la noche en caldo 

nutritivo diluido (NB, SIGMA) al 10%. 

 

6.1.4. Condiciones de cultivo de los microorganismos inmovilizados, 

solubilización de esferas y conteo celular. 

Después de la segunda incubación, las esferas fueron lavadas tres veces en solución salina. 

Para los experimentos, las esferas se incubaron en medio de crecimiento sintético (MCS, 

González y Bashan, 2000) conteniendo lo siguiente (en mg/L): NaCl, 7; CaCl2, 4; 

MgSO4·7H2O, 2; K2HPO4, 21.7; KH2PO4, 8.5; NaHPO4, 33.4; la concentración de 
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nitrógeno añadida al MCS fue 25 mg/L de NH4Cl. La concentración de AIA sintético se 

tomó de la solución stock y se adicionó al MCS para cada tratamiento.  

De esta manera se tuvieron como tratamientos: C. vugaris + concentración AIA de 

Azospirillum  y C. vugaris + concentración AIA de Azospirillum  mutante. Como controles: 

C. vulgaris y alginato solos.   Los experimentos se realizaron con cinco replicas cada uno, 

en matraces Erlenmeyer a 28 – 30 °C, a 150 rpm e intensidad de luz de 80 μE   m
-2

 sec
-1

.  

Para el conteo celular, se tomó una esfera cada 24 horas y se disolvió en 1 mL de 

bicarbonato de sodio al 4%. Para el conteo de C.vulgaris, se tomó esta solución y se 

hicieron conteos directos con cámara de Neubauer (Bright line counting chamber, Hausser 

Scientific Company Harsham, PA. USA). 

 

6.1.5. Análisis de amonio 

Iones amonio fueron determinados por el método colorimétrico del fenato (Solórzano, 

1969) adaptado a microplaca por Hernández-López y Vargas-Albores (2003). 

 

6.1.6. Diseño experimental y análisis estadísticos 

Cada experimento se repitió idénticamente tres veces. Se realizó un análisis de varianza de 

una vía (ANDEVA) con un nivel de significancia de P≤ 0.05 y una prueba de Tukey a 

posteriori también a P ≤ 0.05. Para ello se utilizó el software ESTATISTICA, mientras que 

para la realización de las gráficas el programa SIGMA PLOT 10.0. 

 

6.2.OBJETIVO 1 

Evaluar el efecto de diferentes cepas de A. brasilense con diferente capacidad de 

producción de AIA  en la absorción de amonio de C. vulgaris 

 

6.2.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento 

Las cepas de Azospirillum  utilizadas en este estudio (Tabla 2) fueron crecidas en caldo 

nutritivo (NB, Sigma)  por 17 horas. Para las cepas mutantes, NB fue suplementado con 25 

μg/L de kanamicina. 
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C. vulgaris (UTEX 2714) fue cultivada, siguiendo la metodología descrita por de-Bashan et 

al. (2004), en medio C30 estéril, por 6 días, con agitación continua (150 rpm) a 80 μE  m
-2

 

sec
-1 

y a una temperatura de 27°C – 30 °C. 

  

Tabla 2. Cepas silvestres y mutantes de Azospirillum (de-Bashan et al., 2008b). 

Cepa de la 

Bacteria 

Descripción Cepa 

mutante 

Descripción Referencias 

A. 

brasilense 

Sp245 

Tipo de cepa 

salvaje de A. 

brasilense 

(Brasil) 

A. 

brasilense 

FAJ0009 

Mutante de A. 

brasilense Sp245 

llevando la inserción 

Tn5 en el gen ipdc 

(Bélgica) 

EMBRAPA- Rio de 

Janeiro, Brazil / 

Vande Broek et al. 

(1999) 

A. 

brasilense 

Sp 6 

Tipo de cepa 

salvaje de A. 

brasilense (Italia) 

A. 

brasilense 

SpM7918 

Derivado de A. 

brasilense Sp6, 

llevando otra inserción 

Tn5 en el gen ipdc 

(Italia) 

 

Barbieri y Galli 

(1993) 

 

6.2.2. Condiciones de cultivo de los microorganismos inmovilizados  

La co-inmovilización  fue realizada siguiendo la metodología descrita en el experimento 

preliminar. Para los experimentos, 40 g de esferas fueron incubadas durante 3 días en 200 

mL de medio sintético de crecimiento (MSC, González y Bashan, 2000) conteniendo lo 

siguiente (en mg/L): NaCl, 7; CaCl2, 4; MgSO4·7H2O, 2; K2HPO4, 21.7; KH2PO4, 8.5; 

NaHPO4, 33.4; la concentración de nitrógeno añadida al MSC fue 25 mg/L de NH4Cl 

(correspondientes a 8 mg/L de NH4) y 200 μg/mL de triptófano.   

 

6.2.3. Diseño experimental 

De esta manera se tuvieron 5 tratamientos (C. vulgaris, Azospirillum, Azospirillum mutante, 

C. vugaris + Azospirillum, C. vugaris + Azospirillum mutante), con tres replicas cada uno. 

Los experimentos fueron realizados en matraces Erlenmeyer a 28 – 30 °C, a 150 rpm e 

intensidad de luz de 80 μE m
-2

 sec
-1

. 

A las 0, 24 y 48 horas se tomó muestra para medición de parámetros como crecimiento 

celular de la microalga (conteos directos con cámara de Neubauer en el microscopio)  y 

bacteria (conteos de células viables teñidas con Fluoroscein diacetato (FDA) en 

microscopio con lámpara de fluorescencia equipado con analizador de imágenes 
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(Chrzanowski et al., 1984)). Cada experimento fue repetido idénticamente dos o tres veces. 

Se realizó un análisis estadístico de varianza de una vía (ANDEVA) y pruebas a Posteriori 

correspondientes. 

 

El efecto de la co-inmovilización de Chlorella con Azospirillum en el contenido de amonio 

intracelular fue estudiado de la siguiente manera: 

 

6.2.4. Extracción y medición amonio intracelular 

A las 0, 24 y 48 horas se tomó 1 matraz de cada tratamiento, las esferas fueron disueltas en 

50 mL de solución de bicarbonato de sodio al 4%. Las células fueron lavadas con solución 

salina 0.85% y  centrifugadas 14 min 4500 g por 10 veces para eliminar restos de 

triptófano, el botón celular fue almacenado a -80°C. Las muestras fueron maceradas con 

perlas de vidrio (lavadas con ácido) con ayuda de un pistilo, se añadió buffer H2SO4 0.03 

mM (pH 3.5) y se maceró nuevamente.  

Las suspensiones fueron centrifugadas en una ultracentrífuga a 19,500 g por 15 minutos, y 

el pellet fue descartado. El sobrenadante se transfirió en tubos limpios y a partir de este se 

realizó la determinación de amonio por el método colorimétrico del fenato (Solórzano, 

1969) adaptado a microplaca por Hernández-López y Vargas-Albores (2003). 

 

6.3.OBJETIVO 2 

Determinar el efecto de cepas de A. brasilense con diferente capacidad de producción 

de AIA en la actividad de las enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato 

deshidrogenasa (GDH) en C. vulgaris.  

 

6.3.1. Microorganismos y  su condición de crecimiento  

Chlorella  vulgaris fue cultivada, siguiendo la metodología descrita por de-Bashan et al. 

(2004), en medio C30 estéril conteniendo macronutrientes (g/L): KNO3, 5; MgSO4.7H2O, 

3.5; KH2PO4, 1.25; K2HPO4 0.1; FeSO4.7H2O, 0.028 y micronutrientes (mg/L) H3BO3, 

2.86; MnCl2.4H2O, 1.81; ZnSO4.7H2O, 0.11; CuSO4.5H2O, 0.09; NaMoO4, 0.021), por 6 

días, con agitación continua (150 rpm) a 80 Μe  m
-2

 sec
-1 

y a una temperatura de 27°C – 30 

°C. 



28 
 

 

Todas las cepas de Azospirillum fueron crecidas en caldo nutritivo (NB, Sigma) a 35 ± 2 °C 

y agitación (120 r.p.m.) por 17 horas. Para las cepas mutantes, NB fue suplementado con 25 

μg/L de kanamicina. 

 

6.3.2. Inmovilización de C. vulgaris en esferas de alginato 

C. vulgaris fue inmovilizada según la metodología descrita por de-Bashan et al. (2005) con 

la modificación de utilizar una bomba peristáltica MasterFlez® (Mod. No. 7523-30. 

Bamant Co., Barrington U.S.A.) para la circulación del alginato y los microorganismos, 

acompañada de una manguera MasterFlex® de No. 14 y una aguja B-D (Becton Dickinson 

& Co.) con un diámetro de 21 G x 32 mm (0.080 mm x 1 ¼”) para realizar las esferas. 

Debido a que normalmente en la inmovilización se reduce el número de células en las 

esferas, es necesaria una segunda incubación de las esferas toda la noche en caldo nutritivo 

diluido al 10%. 

 

6.3.3. Condiciones de cultivo de los microorganismos inmovilizados, 

solubilización de esferas y conteo celular. 

Después de la segunda incubación, las esferas fueron lavadas tres veces en solución salina. 

Para los experimentos, 40 g de esferas se incubaron en 200 mL de medio sintético de 

crecimiento (MSC, González y Bashan, 2000) conteniendo lo siguiente (en mg/L): NaCl, 7; 

CaCl2, 4; MgSO4·7H2O, 2; K2HPO4, 21.7; KH2PO4, 8.5; NaHPO4, 33.4; la concentración 

de nitrógeno añadida al MSC fue 25 mg · L
-1

  de  NH4Cl (correspondientes a 8 mg · L
-1

  de 

NH4) , y suplementado con 200 μg · mL
-1

 de triptófano.  

De esta manera se tienen 5 tratamientos (C. vulgaris, Azospirillum, Azospirillum mutante, 

C. vugaris + Azospirillum, C. vugaris + Azospirillum mutante).  Los experimentos fueron 

realizados en matraces Erlenmeyer a 28 – 30 °C, a 150 rpm e intensidad de luz de 80 μE m
-

2
 sec

-1
. Los experimentos fueron repetidos tres veces. 

Para el conteo celular, se tomaron cinco esferas cada 24 horas y se disolvieron en 5 mL de 

bicarbonato de sodio al 4%. Para el conteo de C. vulgaris, se tomó esta solución y se 

hicieron conteos directos con cámara de Neubauer (Bright line counting chamber, Hausser 

Scientific Company Harsham, PA. USA). Para el conteo de Azospirillum se realizaron 
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conteos de células viables teñidas con Fluoroscein diacetato (FDA) en microscopio con 

lámpara de fluorescencia equipado con analizador de imágenes (Chrzanowski et al., 1984). 

 

El efecto de la co-inmovilización de Chlorella con Azospirillum en las rutas enzimáticas 

glutamina sintetasa (GS) y glutamato deshidrogenasa (GDH) fue estudiado de la siguiente 

manera: 

 

6.3.4. Extracción  

Cada 24 horas fueron tomadas 13.3 g de esferas, mismas que fueron disueltas en 67 mL de 

solución de bicarbonato de sodio al 4%. Las células fueron centrifugadas, el botón celular 

se re-suspendió en tubos eppendorf de 1.5 mL con  1 mL de solución salina 0.85% para 

hacer lavado y se centrifugó por 15 segundos.  El botón celular se almacenó a -80 °C.  

Las muestras se maceraron en frio con ayuda de un pistilo y perlas de vidrio, se añadió 1 

mL buffer HEPES 100 mM (pH 7.5) conteniendo 10 mM ditiotreitol (Sigma) y se maceró 

nuevamente.  

Las suspensiones fueron centrifugadas a 10,500 g por 30 minutos (Hartman y Burris, 

1988), y el pellet fue descartado. El sobrenadante se transfirió en tubos limpios y a partir de 

este se realizó la determinación de proteínas, actividad de GS y GDH. 

 

6.3.5. Proteínas  

A los extractos de las células se les analizó  el contenido de proteínas por el método de dye-

binding (Bradford, 1976), utilizando el kit para análisis de proteínas de Bio Rad
TM

. La 

reacción se cuantificó en un lector de microplaca a 595 nm. 

 

6.4.ANÁLISIS ENZIMÁTICO 

6.4.1. Glutamato deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.3) 

La actividad de GDH fue medida en dirección de aminación y se determinó la tasa de 

disminución de la absorbancia a 340 nm, que resulta de la oxidación del NADH en 

presencia de los iones α-cetoglutarato y iones amonio (Frieden,1963). Este análisis 

enzimático se llevó a cabo de acuerdo con la metodología adaptada a microplaca descrita 

por de-Bashan et al. (2008b). 



30 
 

 

Reactivos (todos de grado analítico): 

0,1 M de tampón de fosfato de sodio a pH 7,5, 

0,005 M -cetoglutarato sal monosódica, recién preparada en tampón de fosfato, 

0,004 M NADH sal disódica, recién preparada en carbonato de sodio 0,001 M, 

3,0 M de cloruro de amonio en tampón fosfato, 

0,0025 M EDTA sal disódica en agua destilada. 

 

Procedimiento: 

1. La mezcla de reacción (para microplaca) 

5,4 ml de tampón fosfato 

200  L -cetoglutarato 

200  L NADH 

400  L de cloruro de amonio 

200  L EDTA 

2.  300 L  mezcla de reacción se mezcló con 10  L extracto de enzima y se incubaron en 

la microplaca a 25  C durante 10 minutos. 

3. La reacción se monitorizó en un lector de microplacas (VersaMax, Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, USA) a 340 nm a 27  C durante 10 minutos. 

4. La pendiente se calculó (Vmax / min), usando el programa SoftMax Pro software 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

5. Para validar el método, y como un control adicional, un ensayo paralelo con un estándar 

de la enzima se realizó. Para esto, una glutamato deshidrogenasa comercial (de hígado 

bovino, Calzyme, San Luis Obispo, CA, EE.UU.) se preparó en tampón fosfato a una 

concentración final de 0,11 unidades / ml y a continuación se ensayaron de manera similar 

a los extractos de las microalgas. 

La actividad enzimática fue representada como absorbancia/min/cultivo. 
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6.4.2. Glutamina sintetasa (GS: EC 6.3.1.2) 

 La actividad de GS se midió de acuerdo al método de Shapiro y Stadtman (1979)  y fue 

adaptado a microplaca como sigue: 

Reactivos (todas de grado analítico): 

1 M imidazol-HCl a pH 7,0 

0,12 M ATP solución a pH 7,0 

2 M L-glutamato de solución a pH 7,0 

1 M NH4Cl solución 

1,67 M MgCl2 solución 

29 mM de FeSO4 disuelto en solución 0,3 N de H2SO4 (recién preparada) 

53 mM de molibdato de amonio disuelto en 7,5 N de H2SO4 

 

Procedimiento 

1. Mezcla de reacción (para 60 reacciones): 

168 μL de tampón de imidazol HCL 

420 μL de solución de ATP 

336 μL solución de L-glutamato 

168 μL de solución de NH4Cl 

100.8 μL de solución de MgCl 

1,327 μL de agua desionizada 

2. La mezcla se equilibró (pre-incubado) a 37  C durante cinco minutos. 

3. 14 μL de la muestra se añadió a la mezcla y se incubó a 37  C durante diez minutos. 

5. 252 μL de solución de FeSO4 se añadió para detener la reacción. 21 μL de reactivo de 

molibdato de amonio se añadió. 

6. Se leyó la absorbancia a 660 nm en un espectrofotómetro Hach (4000). 

7. Cada muestra tenía su propio espacio en blanco que se preparó como sigue: a 50 μL de la 

muestra, 400 μL FeSO4 solución se añadió y la mezcla se sumergió en un baño caliente 

(100 º C) durante 10 minutos. Entonces, todos los procedimientos se siguieron tal como se 
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describe anteriormente. Para validar el método y como un control adicional, la actividad de 

la GS comercial (de E. coli, Sigma) se determinó en paralelo a la enzima a partir de los 

extractos de Chlorella. Esta enzima se diluyó en agua destilada a una concentración final de 

1,3 mg / ml. 

 

La actividad se calcula con la siguiente fórmula: 

Volumen de la Actividad (U / ml) = Absorbancia 0,719 × factor de dilución, 

donde una unidad de enzima (U) se define como la cantidad de enzima que produce 1 mol 

de fosfato  (liberado de ATP) por minuto a 37  C y pH 7,0. 

La actividad enzimática fue representada como absorbancia/min/cultivo. 

 

6.5.ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para todos los objetivos se realizará un análisis de varianza de una vía (ANDEVA) con un 

nivel de significancia de P≤ 0.05 y una prueba de Tukey a posteriori, a P ≤ 0.05. Para ello 

se utilizará el software ESTATISTICA, mientras que para la realización de las gráficas se 

utilizará el programa SIGMA PLOT 10.0. 

 

 

7. RESULTADOS 

 

EXPERIMENTO PRELIMINAR 

 

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos  en el crecimiento poblacional y 

remoción de amonio de C. vulgaris, ambos con diferentes concentraciones de AIA exógeno 

(correspondientes a las producidas por cepas bacterianas de A. brasilense a utilizar en los 

sucesivos experimentos). En las gráficas de crecimiento (A, B)  se aprecia que los 

tratamientos de  C. vulgaris con AIA exógeno, a las 24 y 48 horas de cultivo, crecen más 

que cuando esta C. vulgaris sola.  Además se observa que las concentraciones más altas de 

AIA (que simulan las concentraciones de AIA que producen las cepas silvestres de  A. 
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brasilense) tienen mayor efecto en el crecimiento de C. vulgaris que concentraciones 

menores de AIA (simulando a las cepas atenuadas en AIA de A. brasilense). Respecto a las 

gráficas de eliminación de amonio (C, D) podemos ver que C. vulgaris remueve más 

amonio cuando se le añade AIA exógeno, asimismo se observa que la microalga remueve 

más amonio del medio cuando se encuentra con la mayor concentración de AIA exógeno 

(representando cepa silvestre) comparado la con concentración menor de AIA 

(representando cepa mutante). Por lo que, la aplicación de AIA exógeno incrementa 

significativamente la remoción de amonio del medio por parte de Chlorella, es decir, la 

microalga está absorbiendo más amonio del medio. 
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Figura 3. Crecimiento  (A, B) y eliminación de amonio (C, D) del medio por C. vulgaris con diferentes 

concentraciones de AIA.  Las letras mayúsculas diferentes sobre cada punto denotan una diferencia 

significativa dentro de un tratamiento para una prueba de ANDEVA de una vía a p≤ 0.005. La diferencia 

entre letras minúsculas sobre cada punto denota una diferencia significativa entre tratamiento para una prueba 

T de Student a p≤ 0.05. 
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Objetivo 1: Evaluar el efecto de diferentes cepas de A. brasilense con diferente 

capacidad de producción de AIA co-inmovilizadas con C. vulgaris en la acumulación 

de amonio intracelular. 

 

En la Figura 4 se observa que a las 24 y 48 horas de cultivo los microorganismos co-

inmovilizados (microalgas + bacterias) presentan mayor acumulación de amonio 

intracelular en comparación con  la microalga y bacterias inmovilizadas solas, igualmente 

se muestra que la microalga inmovilizada sola tiene más amonio acumulado que cualquiera 

de las cepas bacterianas inmovilizadas. 
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Figura 4. Acumulación de amonio intracelular por cultivo a las 24 y 48 horas. C. vulgaris (Cv) inmovlizada 

sola, C. vulgaris co-inmovilizada con  cepas de A. brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), SpM (Cv + SpM), Sp245 (Cv+ 

Sp245), FAJ0009 (Cv+ FAJ0009), y cepas inmovilizadas solas de A. brasilense Sp6 (Sp6), SpM (SpM), 

Sp245 (Sp245), FAJ0009 (FAJ0009). En medio de crecimiento sintético (MCS) conteniendo 8 mg/L NH4
+
 y  

200 mg/L triptófano. Cada columna se indica con una letra mayúscula diferente, las diferencias significativas 

son a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el error estándar; la ausencia indica 

que el error estándar es insignificante. 

 

La Figura 5 representa el efecto neto de acumulación de amonio en la microalga co-

inmovilizada. En ella se observa que a las 24 horas de cultivo no hay diferencias 

significativas entre los tratamientos a excepción del tratamiento con A. brasilense Sp6. A 

las 48 horas se distinguen diferencias significativas en todos los casos presentados. 

Podemos apreciar que las cepas silvestres tienen un efecto mayor de acumulación de 

amonio con respecto a sus cepas mutantes. 
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Figura 5. Efecto de la acumulación de amonio intracelular en el co-inmovilizado a las 24 y 48 horas de 

cultivo. C. vulgaris co-inmovilizada con cepas de A. brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), Sp245 (Cv+ Sp245), y sus 

respectivos mutantes, atenuados en la producción de AIA, A. brasilense SpM (Cv + SpM), FAJ0009 (Cv+ 

FAJ0009). En MCS con 8 mg/L NH4
+
 y  200 mg/L triptófano. Cada columna se indica con una letra 

mayúscula diferente, las diferencias significativas son a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las barras 

representan el error estándar. Para calcular el efecto neto se hizo una resta de la acumulación NH4
+ 

intracelular del co-inmovilizado (Fig. 1) menos la acumulación NH4
+ 

de la microalga y la bacteria de ese 

mismo co-inmovilizado (obtenida al multiplicar la acumulación de NH4
+
/cel de los microorganismos 

inmovilizados solos (Fig. 7C)  por el número de células de esos microorganismos en el co-inmovilizado (Fig. 

7D)). 

 

 

 

Al comparar las concentraciones reportadas de AIA que produce cada una de las cepas de 

Azospirillum utilizadas (Tabla 2) para determinar la relación del efecto neto de la 

acumulación de amonio (Figura 6), se puede ver que a mayor concentración de AIA mayor 

es el efecto neto de la acumulación de amonio intracelular.  
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Figura 6. Relación de las concentraciones de AIA reportadas que produce A. brasilense, y el efecto neto en la 

acumulación de amonio intracelular de C. vulgaris. C. vulgaris co-inmovilizada con cepas silvestres A. 

brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), Sp245 (Cv+ Sp245), y sus respectivos mutantes, atenuados en la producción de 

AIA, A. brasilense SpM (Cv + SpM), FAJ0009 (Cv+ FAJ0009) a las 48 horas de cultivo. En M CS con 8 

mg/L NH4
+
 y  200 mg/L triptófano. Cada columna se indica con una letra mayúscula diferente, las diferencias 

significativas son a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el error estándar 

  

 

En la Fig. 7 A y B se muestra el crecimiento poblacional de C. vulgaris y A. brasilense, 

donde se observa que a las 48 horas de cultivo los co-inmovilizados de cepas silvestres 

tienen una mayor acumulación de amonio por célula que los co-inmovilizados de cepas 

mutantes atenuadas en la producción de AIA.  
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Figura 7. Acumulación de amonio por célula y crecimiento poblacional de C. vulgaris,  A. brasilense. 

Acumulación de amonio por célula de C. vulgaris (A) y A. brasilense (C) a las 24 y 48 horas de cultivo. 

Crecimiento poblacional de C. vulgaris (B) y A. brasilense (D)  a las 0, 24 y 48 horas de cultivo. 

Microorganismos inmovilizados: C. vulgaris (Cv), cepas silvestres de A. brasilense Sp6 (Sp6), Sp245 

(Sp245), cepas atenuadas en la producción de AIA  A. brasilense SpM (SpM), FAJ0009 (FAJ0009), y 

microorganismos co-inmovilizados: C. vulgaris con  cepas de A. brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), SpM (Cv + 

SpM), Sp245 (Cv+ Sp245), FAJ0009 (Cv+ FAJ0009). En medio de crecimiento sintético (MCS) conteniendo 

8 mg/L NH4
+
 y  200 mg/L triptófano. En la grafica las diferentes letras indican diferencias significativas entre 

los tratamientos a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. 
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En la figura 8 la tasa de crecimiento de  C. vulgaris. Vemos que a las 24 horas de cultivo no 

se ve claro el efecto del AIA en el crecimiento de C. vulgaris, es hasta las 48 horas cuando 

se presenta el efecto y claramente puede observarse que las cepas silvestres tienen mayor 

tasa de crecimiento que sus mutantes atenuadas en la producción de AIA. En la figura 

siguiente (Fig .9) se observa una relación entre la concentración de AIA producida por las 

cepas de Azospirillum y la tasa de crecimiento de C.vulgaris, puesto que a mayor 

concentración de AIA mayor es la tasa de crecimiento de Chlorella.  
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Figura 8. Tasa de crecimiento de C. vulgaris. Cultivo a las 24 y 48 horas en MSC con 8 

mg/L NH4
+
 y  200 mg/L triptófano. Diferentes letras indican diferencias significativas en 

las tasas de crecimiento de los tratamientos. Las tasas de crecimiento (μ) fueron calculadas 

con la siguiente fórmula μ=(LnNf-LnN0)/Tf-T0. Donde N1 y N2 son el número de 

células/mL al tiempo T0 y Tf respectivamente, T0= tiempo inicial y Tf= tiempo final. 
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Figura 9.  Relación del AIA, producido por A. brasilense, y la tasa de crecimiento de C. 

vulgaris. A. brasilense  FAJ0009 (6.96 ng/mL), SpM7918 (15.53 ng/mL), Sp245 (44.53 ng· 

mL
-1

), Sp6 (51.18 ng· mL
-1

) (de-Bashan et al., 2008).  C. vulgaris co-inmovilizada con 

cepas silvestres A. brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), Sp245 (Cv+ Sp245), y sus respectivos 

mutantes, atenuados en la producción de AIA, A. brasilense SpM (Cv + SpM), FAJ0009 

(Cv+ FAJ0009) a las 48 horas de cultivo. En MCS con 8 mg/L NH4
+
 y  200 mg/L 

triptófano. Cada columna se indica con una letra mayúscula diferente, letras diferentes 

indican diferencias significativas entre tratamientos (p≤ 0.05), utilizando ANDEVA de una 

vía. Las barras representan el error estándar. 
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ESTRATEGIA ENZIMÁTICA 

Objetivo 2: Determinar el efecto del AIA producido por Azospirillum spp. en la 

actividad de GS y GDH en Chlorella vulgaris 
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Figura 10. Crecimiento poblacional de C. vulgaris y A. brasilense.  (A, B) y (C, D). En los 

experimentos C.vulgaris co-inmovilizada sola y co-inmovilizada con las cepas de 

A.brasilense Sp245 y FAJ0009, en medio de crecimiento sintético (MCS) suplementado 

con 200 μg · mL
-1

 de triptófano y 25  mg· L
-1

  de NH4Cl. Cada columna se indica con una 

letra mayúscula diferente, letras diferentes indican diferencias significativas entre 

tratamientos (p≤ 0.05), utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el error 

estándar. 
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Figura 11. Contenido de proteínas  y contenido de proteínas por célula  de Chlorella en el 

sistema microalga-bacteria. En los experimentos C. vulgaris co-inmovilizada sola  y co-

inmovilizada con las cepas de Azospirillum brasilense Sp6, SpM, Sp245 y FAJ0009, así 

como la inmovilización de estas bacterias solas, en medio de crecimiento sintético (MCS) 

suplementado con 200 μg · mL
-1

 de triptófano y 25  mg· L
-1

  de NH4Cl. Cada columna se 

indica con una letra mayúscula diferente, las diferencias significativas son a P≤ 0.05, 

utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el error estándar; la ausencia indica 

que el error estándar es insignificante.   

 

En la figura 10 (A, B) vemos el contenido de proteínas de Chlorella y Azospirillum 

inmovilizados ó en co-inmovilización. Los microorganismos co-inmovilizados (microalgas 

+ bacterias) presentan mayor contenido de proteínas a comparación con  la microalga y 

bacterias inmovilizadas solas, igualmente se muestra que las cepas bacterianas 

inmovilizadas solas tienen más contenido de proteína que la microalga inmovilizada. En 
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esta gráfica también podemos ver el efecto general en el co-inmovilizado del contenido de 

proteínas. La siguiente gráfica (Fig. 11 C) muestra el contenido de proteína por célula de 

microalga, donde podemos observar que las células de microalga inmovilizada tienen 

menor contenido de proteína. También se muestra claramente que las cepas silvestres 

tienen mayor contenido de proteína por célula que las cepas mutantes. Además el contenido 

de proteína por célula está relacionada con la concentración de AIA producido por las cepas 

de Azospirillum, puesto que a mayor concentración de AIA es mayor el contenido de 

proteína por célula de microalga (Cv+ Sp6 > Cv+ Sp245 > Cv+ SpM > Cv+ FAJ0009 > 

Cv). 

 

En la figura 12 se muestra que para glutamina sintetasa y glutamato deshidrogenasa, la 

actividad por cultivo en los microorganismos inmovilizados es superior a la de los 

inmovilizados. 

 

En la figura 13 se observa el efecto neto de la actividad de las enzimas GS y GDH. Se 

observa que el efecto es más grande  para las cepas silvestres que para las mutantes tanto 

para la GS como para la GDH. 

 

Finalmente en la gráfica 14 se observa  cómo está relacionado el AIA, producido por 

Azospirillum, con el efecto neto de las actividades enzimáticas GS y GDH. Se aprecia en la 

gráfica que a mayor concentración de AIA es mayor la actividad enzimática para GS y para 

GDH. 
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Figura 12. Actividad por cultivo de glutamina sintetasa y glutamato deshidrogenasa. (A, B) 

y (C, D) en cultivos de Chlorella vulgaris inmovilizada sola ó con Azospirillum brasilense 

Sp6, SpM, Sp245 y FAJ0009, así como la inmovilización de estas bacterias solas. Cada 

columna se indica con una letra mayúscula diferente, las diferencias significativas son a P≤ 

0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el error estándar; la ausencia 

indica que el error estándar es insignificante. 
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Figura 13. Efecto neto de la Actividad por cultivo de glutamina sintetasa y glutamato 

deshidrogenasa. (A, B) y (C, D) en cultivos de Chlorella vulgaris inmovilizada sola ó con 

Azospirillum brasilense Sp6, SpM, Sp245 y FAJ0009, así como la inmovilización de estas 

bacterias solas.  Cada columna se indica con una letra mayúscula diferente, las diferencias 

significativas son a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las barras representan el 

error estándar; la ausencia indica que el error estándar es insignificante. 
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Figura 14. Relación del AIA, producido por A. brasilense, y el efecto neto en la actividad 

de glutamina sintetasa y glutamato deshidrogenasa. (A y B). A. brasilense FAJ0009 (6.96 

ng/mL), SpM7918 (15.53 ng/mL), Sp245 (44.53 ng/mL), Sp6 (51.18 ng/mL) (de-bashan et 

al., 2008 C. vulgaris co-inmovilizada con cepas silvestres A. brasilense Sp6 (Cv+ Sp6), 

Sp245 (Cv+ Sp245), y sus respectivos mutantes, atenuados en la producción de AIA, A. 

brasilense SpM (Cv + SpM), FAJ0009 (Cv+ FAJ0009) a las 48 horas de cultivo. En MCS 

con 8 mg/L NH4
+
 y  200 mg/L triptófano. Cada columna se indica con una letra mayúscula 

diferente, las diferencias significativas son a P≤ 0.05, utilizando ANDEVA de una vía. Las 

barras representan el error estándar. 
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8. DISCUSIÓN 

El nitrógeno es una parte integral de las proteínas, ácidos nucleicos y otras moléculas 

importantes como las clorofilas (Gangwar et al., 2011), siendo la asimilación de amonio un 

proceso bioquímico crítico para el crecimiento y desarrollo en plantas (Lu et al., 2005). El 

metabolismo del nitrógeno en Chlorella no es diferente de otras eucariotas fotosintéticas 

(Huppe y Turpin, 1994). El amonio es la fuente de nitrógeno más preferida por  microalgas 

(Wilhelm et al., 2006). Se ha visto que cuando la microalga Chlorella está junto con la 

bacteria Azospirillum en co-inmovilización, Azospirillum promueve en Chlorella una 

mayor remoción de amonio del medio de cultivo a comparación de cuando se encuentra la 

microalga inmovilizada sola (de-Bashan et al., 2002a, 2004, 2005, 2008a; Hernández et al., 

2006). El amonio está presente en todos los compartimentos de la célula (Howitt y Udvardi, 

2000). En este trabajo de investigación se midió el amonio intracelular de los 

microorganismos co-inmovilizados Chlorella - Azospirillum y se encontró que los 

microorganismos co-inmovilizados  tienen mayor acumulación de amonio intracelular  a 

comparación de la microalga inmovilizada sola, siendo demostrado que efectivamente el 

amonio suministrado en el medio es tomado por estos microorganismos y se está 

acumulando como amonio intracelular. Sin embargo, no hay mayor cantidad de NH4
+
 en el 

co-inmovilizado por el hecho de que al estar juntos estos microorganismos se sumen sus 

contenidos de amonio intracelular, ya que, al restar en el co-inmovilizado el amonio 

intracelular correspondiente al de la bacteria y al de la microalga se obtuvo una cantidad de 

amonio intracelular extra,  lo cual nos indica claramente que Azospirillum promueve en 

Chlorella una mayor absorción de amonio. De acuerdo con Gómez-Oreo (2002) el 

reforzamiento de efectos simples que se producen cuando la coexistencia de efectos simples 

supone un efecto mayor que su suma simple, se define como efecto sinérgico.  Por lo tanto 

podemos decir que la asociación entre Chlorella y Azospirillum  produce un efecto 

sinérgico, ya que se potencian sus actividades cuando trabajan en conjunto.  No es nuevo 

que microorganismos en asociación con Azospirillum produzcan efectos sinérgicos, un 

ejemplo clásico es la interacción microbiana de Azospirillum y Rhizobium, su inoculación 

en leguminosas da como resultado incremento en la fijación de nitrógeno, mayor número de 

nódulos, incremento en el contenido de aminoácidos de raíces, brotes y eventualmente, un 

incremento en rendimiento (Andreeva et al., 1991; Andreeva et al., 1993; Del Gallo y 
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Fabri, 1991; Elmokaden y Badawi, 1992; Iruthayathas et al., 1983; Hassouna et al., 1994; 

Rai, 1983; Yadav et al., 1992). 

Cuando se encuentran en co-inmovilización, la presencia de muchas células de 

Azospirillum cercanamente próximas en la esfera puede ser considerada una condición 

estresante para la microalga (Lebsky et al., 2001, de-Bashan et al., 2008). La aplicación 

exógena de hormonas de plantas tales como AIA puede aliviar los efectos adversos de los 

factores de estrés (Chakbarti y Mukherji, 2003; Tuna et al., 2008;. Gangwar et al., 2011). 

Sin embargo, otros estudios han demostrado que si se aplica AIA en exceso provoca la 

inhibición en el crecimiento y el daño tisular (de Melo et al., 2004; Wang et al., 2007). 

Estudios tempranos de la adición de auxinas en el medio de crecimiento de C. vulgaris 

notaron que la auxina fue consumida por las células y resultó en el alargamiento de células 

(Yin, 1937). Sin embargo, altas concentraciones de la auxina se encontró que tienen un 

efecto inhibitorio en el crecimiento (Pratt, 1938). La aparición de auxinas a concentraciones 

de 10
-8

 a 19.4 M se ha visto que estimula el crecimiento y el conteo de células de Chlorella 

sp., con los efectos más estimulatorios observados a concentraciones de 10
-5

 a 10
-4

 M 

(Czerpak et al., 1999). Cuando se le añade una concentración de 2.85x10
-4

M de AIA al 

medio de crecimiento de Chlorella vulgaris, se incrementó el conteo celular por unidad de 

volumen de 11 a 19 veces después de 26 días de crecimiento (Pratt, 1938). La adición de 

AIA  al medio de crecimiento de Chlorella pyrenoidosa estimuló su crecimiento, 

resultando en un incremento de peso fresco de 184-297% comparado con el control 

(Czerpak et al., 1994). Por último la adición exógena de AIA a cultivos de C. vulgaris 

aumentó significativamente la multiplicación celular (González y Bashan, 2000).   Esto 

concuerda con los resultados de este estudio, pues se vio en el experimento preliminar que 

el AIA exógeno agregado al medio de cultivo tiene un efecto en el crecimiento de la 

microalga Chlorella, sobre todo con las concentraciones más altas de AIA añadido 

(correspondientes a la concentración de AIA  reportada que produce cepas silvestres de A. 

brasilense (de-Bashan et al., 2008b). 

Dentro de los efectos que promueve Azospirillum en plantas y microalgas se ha propuesto 

que el AIA producido por Azospirillum es un mecanismo de acción por el cual promueve el 

aumento en el crecimiento poblacional en Chlorella (de-Bashan et al. 2002, 2004, 2005; 

Hernández et al., 2006). En este estudio se vio que el efecto sinérgico en la tasa de 
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crecimiento de los organismos co-inmovilizados, muestra un mayor efecto en los co-

inmovilizados con cepas silvestres y un menor efecto en los co-inmovilizados con cepas 

mutantes de Azospirillum. Asimismo se demostró una relación entre la concentración de 

AIA producida por las cepas de Azospirillum y la tasa de crecimiento de C. vulgaris, puesto 

que a mayor concentración de AIA mayor es la tasa de crecimiento de Chlorella. Solo 

existen unos pocos reportes donde señalan que  Azospirillum promueve un incremento en la 

asimilación de amonio y en la actividad de GS y GDH. En plantas superiores, Ribaudo et 

al. (2001)  demostraron que maíz inoculado con Azospirillum mostraba un incremento en la 

actividad GS y GDH en células de raíz. Por su parte en microalgas, de Bashan et al, 

(2008b) probaron diferentes concentraciones de amonio y observaron que con 8 mg de 

amonio en el medio de cultivo de C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense se alcanza 

una mayor absorción de amonio por parte de los microorganismos, además se demostró que 

a esa concentración de amonio había una mayor actividad en las enzimas de asimilación de 

amonio (GS y GDH).  También se ha comprobado que el AIA afecta la actividad de GS y 

GDH en plantas superiores, Chakbarti y Mukherji (2003) encontraron que el AIA redujo la 

actividad de GS, GDH y GOGAT en hojas, raíces y nódulos de frijol mungo (Vigna 

radiata) sometidos a estés salino; Gangwar et al. (2011) mostraron que la aplicación de 

ácido indol acético con Mn protegieron a plántulas de chícharo (Pisum sativum) de la 

toxicidad del manganeso mediante el  control del contenido de amonio y de las actividades 

de las enzimas de asimilación de amonio (glutamina sintetasa y glutamato sintasa. Sin 

embargo, no hay reportes que digan que el AIA producido por Azospirillum afecte la 

actividad de GS y GDH en plantas o en microalgas. Hoy en día, la explicación más común 

para algunos de los modos de acción de Azospirillum en plantas es la producción de varias 

fitohormonas que alteran la morfología y el metabolismo de la planta, dando lugar a una 

mejor absorción de nutrientes y agua, por lo tanto plantas más grandes y saludables.  

(Bashan et al., 2004; Bashan y de-Bashan, 2010). Especies de Azospirillum son bien 

conocidas por su habilidad de producir hormonas de plantas in vitro, principalmente AIA 

(Steenjoudt y Vanderleyden, 2000). La producción de AIA in vitro en Azospirillum es 

inducida por la presencia de triptófano (Fallik et al., 1989; Katzy et al., 1990, Zimmer et 

al., 1991; de-Bashan et al., 2008). A. brasilense puede promover el crecimiento de C. 

vulgaris sin la adición de triptófano exógeno (González y Bashan, 2000). En esos casos, el 
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AIA exógeno no medible puede ser detectado en el medio de crecimiento. Se asume que 

todo el AIA producido por la bacteria es consumido por la microalga. Al añadir triptófano 

al medio de cultivo, como se demostró en el estudio de-Bashan et al. ( 2008), la detección 

de AIA exógeno es posible. Para demostrar el involucramiento del AIA producido por A. 

brasilense en la asimilación de amonio de la microalga C. vulgaris, es preferible el uso de 

mutantes que no produzcan AIA, pero ha sido posible aislar mutantes de Azospirillum que 

sean incapaces de sintetizar AIA. Solo unos pocos mutantes atenuados en la producción  de 

AIA han sido producidos. Estos mutantes conocidos producen 0.2-5% del nivel de AIA 

producido por la cepa silvestre.  Por lo que dos mutantes atenuados en la producción de 

AIA (Barbieri y Galli, 1993; Vande Broek et al., 1999) fueron empleados en este estudio. 

Este estudio demostró que cepas silvestres de A. brasilense (Sp6 y Sp245) mejoran la 

acumulación de amonio intracelular, así como aumentan la actividad de las enzimas de 

asimilación de amonio GS y GDH de C. vulgaris, cuando están co-inmovilizadas con la 

microalga. En contraste, cuando C. vulgaris fue co-inmovilizada con mutantes atenuados de 

AIA tuvo un insignificante efecto en la acumulación de amonio de la microalga y en 

actividad de las enzimas de asimilación de amonio GS y GDH. Fluctuaciones en la 

asimilación de amonio de la microalga cuando los mutantes son usados puede ser explicada 

por el hecho que esas cepas producen 2%-5% AIA de la cepa silvestre; concentraciones 

variables de AIA afectan la asimilación de amonio microalgal (de-Bashan et al., 2008). Al 

comparar estos efectos con la concentración de AIA producida por las cepas de 

Azospirillum, se observa que  el efecto tiene que ver con la concentración de AIA, puesto 

que el mayor efecto se observa con las cepas silvestres con mayor producción de AIA, en 

términos de acumulación de amonio intracelular así como en las enzimas de asimilación de 

amonio. Sin embargo, los datos mostraron que hay límite superior de AIA, esta 

concentración es aún desconocida, a la que la microalga puede responder.  

GS funciona como la mayor enzima de asimilación de amonio, pero también para volver a 

asimilar amonio resultando del rompimiento de proteínas. En este estudio para todos los 

casos (diferentes tratamientos con cepas silvestres y mutantes de Azospirillum) la actividad 

de GS fue alta, según de-Bashan et al. (2008) la actividad de GDH en el sistema co-

inmovilizado es importante para mejorar la absorción de amonio en C. vulgaris. Chlorella 

es conocida por activar la ruta GDH para asegurar la asimilación de amonio (Tischner y 
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Lorenzen, 1980).  GDH participa en el mantenimiento del balance entre el carbono y el 

nitrógeno en la célula (Miflin y Habash, 2002), actúa cuando el carbono es limitado y el 

nitrógeno abundante (Lu et al., 2005), en casos como este estudio cuando el carbón es 

limitado y el nitrógeno está en exceso, el balance entre el carbono y el nitrógeno requiere la 

operación de la GDH porque hay una fuerte demanda para obtener carbono de los 

aminoácidos. Este estudio demuestra que la concentración de 8 mg de amonio (tal como lo 

propuso de-Bashan et al., 2008) es dependiente de la actividad, puesto que todas los 

microrganismos en co-inmovilización presentaron alta actividad de GS y GDH, 

concordando con Miflin y Habash, (2002) puesto que en algunos casos las dos rutas actúan 

conjuntamente pudendo proveer un mecanismo que responda a las diferentes necesidades 

de la célula para compuestos de nitrógeno y carbono.  

El papel de auxinas sobre el contenido de proteínas Chlorella ha sido poco estudiando. 

Czerpak et al. (1999) encontraron una fuerte estimulación de AIA en el contenido de 

proteínas y aldohexosas en Chlorella pyrenoidosa. La actividad estimulante de las auxinas 

estudiada a nivel molecular en las células, en relación con análisis de parámetros 

bioquímicos (proteínas solubles en agua, monosacáridos, y clorofilas (a y b) en C. 

pyreneidosa aumentó con la aplicación de auxinas (AIA) en 675-1050%. En este estudio se 

mostró que Azospirillum tiene un efecto en la acumulación de proteínas en Chlorella, que 

además las cepas silvestres de Azospirillum tienen mayor efecto que las cepas atenuadas en 

la producción de AIA, y que el contenido de proteína por célula está relacionado con la 

concentración de AIA producido por las cepas de Azospirillum, puesto que a mayor 

concentración de AIA es mayor el contenido de proteína por célula de microalga. Lo que 

nos muestra evidencia de que el AIA, producido por Azospirillum tiene un papel en la 

acumulación de proteínas en C. vulgaris. 

Se ha reportado AIA en microalgas verde como Chlorella (Dibb-Fuller y Morris 1992; 

Mazur et al., 2001)  sin embrago, las algas verdes no producen altos niveles de 

componentes exógenos como auxinas (Stirk et al., 2002), y solo limitada información está 

disponible sobre los mecanismos de transporte de auxinas en microalgas (Czerpak y Bajguz 

1993; Czerpak et al., 1999, González y Bashan, 2000). Genes ortólogos para auxinas a 

receptores de fitohormonas en Arabidopsis  fueron encontrados en el genoma de Chlorella 

variabilitis NC64A (Blanc et al., 2010). La presencia de fitohormonas en algas así como 
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los genes ortólogos para estos receptores de fitohormonas en Arabidopsis sugiere que estas 

substancias tienen un efecto en algas. 

El contenido en proteínas y nitrógeno puede ser considerado como importantes 

indicadores para evaluar el desempeño del crecimiento de las plantas bajo 

condiciones de estrés. La síntesis de proteínas está estrechamente relacionada con la 

producción de tejido nuevo y se considera como un sumidero principal de los compuestos 

de nitrógeno. Una disminución de enzimas del metabolismo de nitrógeno puede ser 

considerado como una etapa limitante en la incorporación de nitrógeno inorgánico en el 

esqueleto de carbono para producir aminoácidos para la síntesis de proteínas (Boussama et 

al., 1999).  

El AIA, producido por Azospirillum brasilense, es un mecanismo de acción en C. vulgaris. 

Ya que se tuvieron efectos en la tasa de crecimiento, contenido de amonio intracelular, 

proteínas y actividad de las enzimas de asimilación de amonio GS y GDH. 

 

9. CONCLUSIÓN 

 

Cuando se encuentran juntos C. vulgaris  y A. brasilense se produce un efecto sinérgico 

positivo en la microalga. 

El Ácido Indol-3-acético producido por Azospirillum brasilense tiene un efecto en la 

asimilación de amonio  y en las enzimas de asimilación de amonio (GS y GDH) de 

Chlorella vulgaris. 

El AIA producido por A.brasilense es un mecanismo de acción en Chlorella vulgaris.  
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