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Capitulo XII. Bacterias enddfitas de plantas: mecanismos de mitigacion
del déficit hidrico en planta

Introduccion

Las bacterias enddfitas son aquellas que habitan la endosfera de las plantas
sin causar enfermedad aparente. La colonizacién bacteriana del tejido vegetal
involucra una serie de procesos que incluyen quimioatraccion, desplazamien-
to hacia la planta, adhesion a la superficie vegetal, invasion del tejido y evasion
del sistema inmune. Notablemente, una vez las bacterias colonizan el tejido
vegetal, estas pueden influenciar la fisiologfa y el metabolismo de la planta, lo
que estimula su crecimiento, reduce el impacto de diversos estreses abidticos
(salinidad, sequia, metales pesados) y previene o enfrenta la infeccién por or-
ganismos patégenos. Los mecanismos asociados a estos efectos involucran
la modulacion de las concentraciones de hormonas de crecimiento y estrés,
iones, enzimas antioxidantes, y solutos compatibles, o la competencia directa
e indirecta con organismos patégenos (Glick 2015; Ulla et al, 2019, Lata et al,
2019). El uso de bacterias enddfitas representa una herramienta para mejorar
el crecimiento de diversos cultivos y reducir el impacto negativo de diversas
condiciones ambientales sobre su desarrollo.

La interaccion planta-microorganismo-ambiente desempefia un papel deter-
minante en el desarrollo y crecimiento natural de las plantas, ya que influencia
diversos procesos bioldgicos (Ngumbi & Kloepper, 2016; Kumar et al, 2019).
Estas interacciones pueden ser aprovechadas para el desarrollo de biotec-
nologias enfocadas en el uso de microorganismos que tienen como objetivo
mitigar el impacto negativo de distintos estreses abidticos sobre el crecimiento
y desarrollo de diversos cultivos de interés agronémico. El desarrollo de estas
tecnologias, no obstante, requiere una profunda comprension de los meca-
nismos involucrados. Los mecanismos microbianos asociados a la mitigacion
del estrés abidtico incluyen la produccion de exopolisacaridos, cambios en
los niveles de sustancias reguladoras del crecimiento, modulacion del sistema
antioxidante y acumulacion de osmorreguladores. En este capftulo, se presen-
taran los mecanismos que los microorganismos usan para mitigar el estrés de
las plantas expuestas a déficit hidrico.
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Produccion de exopolisacaridos (eps)

La produccion bacteriana de eps facilita la adhesién y permanencia de las bac-
terias sobre la superficie radicular, proceso fundamental para la colonizacion.
En el ambiente natural, los eps bacterianos actan como la matriz dentro de la
cual se embeben las células para formar estructuras complejas denominadas
biopeliculas. Curiosamente, estos eps también cumplen una tarea importan-
te en la mitigacion del estrés por déficit hidrico en plantas. La produccion
microbiana de ers hacia la rizosfera contribuye con procesos fisicoquimicos
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asociados a la agregacion del suelo alrededor de la raiz, asi como la forma-
cién de zonas de microhidratacion en la rizosfera. Estos cambios protegen la
raiz frente a la desecacion y favorecen el intercambio de nutrientes bajo con-
diciones limitantes de agua, debido a sus caracteristicas hidrofilicas (Dimkpa
et al, 2009; Timmusk & Nevo, 2011: Upadhyay et al, 2011; Yegorenkova et al.
2001, Kavamura & Melo, 2014; Morcillo & Manzanera, 2021). La produccion
de ers también resulta en un incremento en el volumen de los Mmacroporos
del suelo.

La interaccion entre la sintesis bacteriana de eps v el estrés por sequia ha
sido observada en diversas especies bacterianas y vegetales. Por ejemplo, la
induccion de tolerancia al estrés por déficit hidrico en Arabidopsis thaliana
mediada por Bacillus amyloliquefaciens F/B42 depende estrictamente de
la presencia de eps. Cepas mutantes deficientes en la produccion bacteriana
de eps fueron incapaces de inducir la tolerancia en comparacion con la cepa
silvestre (Lu et al, 2018). La inoculacion de plantas de trigo vy girasol con Pan-
toea agglomerans NAS206 y Rhizobium sp. YAS34 incremento la cantidad
de agregados de suelo alrededor de la raiz, bajo condiciones de déficit hidrico.
Este incremento se correlaciond positivamente con la mitigacion del estrés e
influyd positivamente sobre la toma de nutrientes vy el crecimiento (Amellal et
al, 1998; Alami et al, 2000; Morcillo y Manzanera, 2021)

La sintesis de eps en las bacterias parece ser a su vez regulada también por
déficit hidrico en algunas especies. Empleando Bacillus megaterium XT14
y Bacillus licheniformis XT38, se observéd que el déficit hidrico causado por
la adicion de concentraciones crecientes de sorbitol resultd en un incremen-
to neto en la sintesis de exopolisacéridos. Estas bacterias, ademés, fueron
capaces de mitigar el estrés por sequia en plantas de pasto Guinea y maiz
(Vardharajula et al, 2011 Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al, 2020; More-
no-Galvan, Romero-Perdomo et al, 2020).

Modulacion de sustancias reguladoras
del crecimiento vegetal

La regulacion de la concentracién de sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal, como &cido indolacético, giberelinas vy citoquininas, es otro de los me-
canismos Uutilizado por las bacterias para mitigar el estrés por déficit hidrico
(Etesami & Maheshwar, 2018; Ulla et al, 2019). Estéas fitohormonas modulan
procesos de desarrollo y respuesta a estrés en las plantas, y, en consecuencia,
su abundancia impacta procesos vegetales de forma global (Qin et al, 2016)
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Acido indol-3-acético

El 4cido indol-3-acético (AIA) es el representante mas abundante de la fa-
milia de las auxinas en plantas. Otros miembros de esta familia son el 4cido
indol-3-butirico (IBA), el &cido 4-cloroindol-3-acético (4-CL-AIA) v el acido fe-
nilacético (PAA) (Sukumar et al, 2013). Las auxinas son una clase de fitohor-
monas involucradas en la regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal. Este
grupo de compuestos es naturalmente sintetizado por las plantas emplean-
do varias vias metabdlicas, la mayor parte dependientes de triptéfano (Zhao,
2010), no obstante, también pueden ser sintetizados por bacterias. El AIA
regula la divisién de las células vegetales, vy se sintetiza y actUa en los &pices y
en las hojas jovenes de la planta, asi como en el tallo y la raiz, lo que induce
la division celular.

El incremento en los niveles de AIA bajo condiciones de estrés es poten-
cialmente beneficioso para el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Un
aumento en las concentraciones de AlA estimula el crecimiento del tallo vy la
raiz, lo que mitiga la pérdida de biomasa, debido al retardo del crecimiento por
causa del estrés abidtico (Riemann et al, 2015). Adicionalmente, un aumento
en los niveles de AIA se correlaciona con un aumento en la concentracion de
fenoles totales y calcio intracelular, y con mayor actividad polifenol oxidasa. El
aumento de AlA, por lo tanto, puede también mitigar indirectamente el estrés
por déficit hidrico (Ahmad et al. 2008; Chowdhury, 2003; Ullah et al, 2019).

Bajo condiciones de estrés, no obstante, las concentraciones de AIA en la
planta tipicamente decrecen. Ademés, la accion del AIA sobre el crecimiento
y desarrollo vegetal disminuye debido a un bloqueo mediado por etileno (Fi-
gueiredo et al, 2008; Farooq et al, 2012; Duca et al, 2018). Notablemente, las
bacterias pueden suplir esta deficiencia mediante la sintesis v liberacién de
AlA de forma enddgena o exdgena (Kim et al, 2012). Una correlacion entre la
producciéon microbiana de AlA y la disminucion del estrés por sequia ha sido
observada en diversas especies vegetales, incluyendo trigo, maiz, pasto Gui-
nea, pasto Ryegrass, v algunas leguminosas (Chandra et al, 2018; Saleem et
al, 2018; Moreno-Galvan, Cortés-Patifio, et al, 2020; Moreno-Galvan, Rome-
ro-Perdomo et al, 2020; Cortés-Patifio et al, 2027). Algunos de los géneros
bacterianos productores de AIA son Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter,
Azospirillum y Herbaspirillum.

237

/%g\ \



238

/o 7 \

Estrategias de adaptacion y mitigacion al cambio climético en sistemas de produccion agricola
Un enfoque desde la agricultura protegida y técnicas de biotecnologia para el manejo del cultivo

Giberelinas

Las giberelinas (GB) son hormonas vegetales que participan en la germina-
cién, elongacion de los tallos, floracién, maduracion de frutos y crecimiento
primario de la raiz. Las giberelinas son diterpenoides sintetizados a través de
la via de los terpenoides, en una serie de pasos secuenciales que inician en
los pléstidos y siguen en el reticulo endoplasmético. Las GB son tipicamente
clasificadas segln su nUmero de carbonos (C20 y C19), siendo las GB C19
las més activas biologicamente (Salazar-Cerezo et al, 2018). Bajo condiciones
de estrés, los niveles de GB en las plantas decrecen. Esta disminucion causa
un aumento en la concentracion de represores del crecimiento y, en conse-
cuencia, una disminucion en la tasa de elongacion celular. Este efecto se debe
en parte a una relacion antagonista entre el 4cido abscisico v las GB, donde
los niveles de ABA incrementan bajo estrés y regulan de forma negativa los
de GB (Figueiredo et al, 2008; Pandey et al, 2016; Parwez et al, 2022). Un
aumento en la concentracion de GB mediado por bacterias puede, por lo
tanto, estimular el desarrollo celular y favorecer la tolerancia a condiciones de
sequia (Masciarelli et al, 2014; Khan et al, 2016; Radhakrishnan et al, 2017,
Nett et al, 2017 Ghosh et al, 2019). Varios géneros bacterianos, como Baci-
llus, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium 'y Pseudomonas, son capa-
ces de producir GB'y, en consecuencia, representan potenciales moduladores
del crecimiento vegetal.

Citoquininas

Las citoquininas (CK) son derivados estructurales de la adenina. Las CK mas
comunes son la kineting, la zeatina y la benzilaminopurina, y controlan proce-
sos de elongacion y diferenciacion celular en la planta bajo condiciones nor-
males. Las CK actUan concertadamente con las auxinas, pero normalmente
tienen efectos contrarios. Bajo condiciones de estrés abidtico, los niveles de
CK se correlacionan inversamente con los de 4cido abscisico (ABA). Durante
estrés abidtico, la concentracion de CK disminuye, mientras que los niveles de
ABA incrementan, lo que causa la activacion de diversas respuestas a estrés
en la planta (Li et al, 2016; Gujjar y Supaibulwatana, 2019). La disminucion de
los niveles de CK debido a estrés reduce la division vy proliferacion celular. No
obstante, la adicién exdgena de CK a la planta puede estimular el crecimiento
en condiciones adversas. El aumento en la sintesis de CK durante estrés pue-
de ademés retrasar la senescencia y reducir el dafio oxidativo (Chang et al,
2016; Huang et al, 2018; Gujjar y Supaibulwatana, 2019).

El uso de bacterias productoras de CK es una herramienta promisoria para el
desarrollo de cultivos tolerantes a sequia. En tomate, el uso de Pseudomonas
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fluorescens G20-18 productora de CK mejord su nivel de tolerancia a se-
quia. La relacion de causalidad entre la produccion microbiana de CK y la
tolerancia al estrés abidtico fue determinada empleando mutantes incapaces
de sintetizar CK, los cuales exhibieron un menor efecto de mitigacion. Las
diferencias debidas a las CK fueron observadas a nivel fisiolégico, metabdlico
y transcriptémico (Mekureyaw et al, 2022). Cepas productoras de CK, como
Bacillus subtilis 1B-22, han mostrado mitigar el estrés por sequia en plantas de
lechuga, de la misma forma que Pseudomonas aeruginosa PM389, Pseudo-
monas aeruginosa ZNP1, Bacillus endophyticus J13 y Bacillus tequilensis J12
en arabidopsis (Arkhipova et al, 2007; Ghosh et al, 2019).

Modulacion de la sintesis de etileno

Cuando las plantas son expuestas a condiciones de estrés, estas responden
produciendo etileno de estrés, y dado que las plantas reaccionan diferencial-
mente al estrés, eso da lugar a un variado rango de sensibilidad al etileno
(Glick et al, 2007). Las plantas sintetizan etileno a partir del 4cido 1-aminoci-
clopropano-1-carboxilico (ACC), mediante la accion de la enzima ACC oxida-
sa. Asimismo, el ACC es producido a partir de S-adenosilmetionina (SAM),
mediante la acciéon de la ACC sintasa (Glick et al, 2007; Vurukonda et al,
2016). Bajo condiciones de estrés hidrico, las plantas aumentan la produccion
de ACC. Este ACC puede incluso ser liberado en los exudados radiculares y
alli soportar el crecimiento de una variedad de microorganismos (Wang et al,
2013; Liu et al, 2015; Abiri et al, 2017).

La funcién del etileno bajo condiciones de estrés presenta una variedad com-
pleja de interacciones. El estrés hidrico, por ejemplo, resulta en la formacion
de dos picos de etileno separados en el tiempo. El primer pico es de baja
intensidad y ocurre a las pocas horas del estrés, mientras el segundo es sig-
nificativamente mayor y se produce en un lapso de dos a tres dias después
del estrés (Glick, 2005; Glick et al, 2007). Durante el primer pico de etile-
no, la cantidad de ACC existente en los tejidos es baja vy, en consecuencia,
se produce poco etileno. Este etileno esté encargado de iniciar la respuesta
de proteccion de la planta frente al estrés abidtico. El segundo pico debe su
magnitud al incremento de la sintesis de ACC. Este etileno, en contraste, esta
relacionado con la inhibicién del crecimiento de la planta (Glick, 2014; Muller
& Munné-Bosch, 2015; Igbal et al, 2017, Dubois et al, 2018).
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La forma en que las bacterias endéfitas mitigan el estrés abidtico esté directa-
mente relacionada con la presencia y accion de la enzima ACC desaminasa.
Las bacterias con actividad ACC desaminasa tienen el potencial de reducir la
accion inhibitoria del segundo pico de etileno al consumir a su precursor. El
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metabolismo del ACC bacteriano produce alfa-cetobutirato y amonio como
subproductos, los cuales pueden ser usados como fuentes de carbono y nitré-
geno (Shaharoona et al. 2006; Yang et al. 2008). Esta enzima es relativamente
comun en los géneros Azospirillum, Rhizobium, Agrobacterium y Herbaspiri-
[lum. Otros compuestos quimicos pueden reducir la concentracion de etileno
de estrés en las plantas (p. g, rizobiotoxina, T-metilciclopropeno y écido ami-
nooxiacético), no obstante, sus usos préacticos son limitados. El uso de bacterias
enddfitas productoras de ACC desaminasa tiene un alto potencial para mitigar
diversos estreses abidticos en condiciones de campo (Duca et al, 2018).

Modulacion bacteriana de la actividad enzimatica
antioxidante

Las enzimas antioxidantes desempefian un papel primordial en la respuesta a
diversos estreses abidticos, incluyendo la sequia. Estas enzimas son las encar-
gadas de detoxificar especies reactivas del oxigeno, como el radical superdxido
(©,) y el peroxido de hidrégeno (H,0,), para asf proteger las células vegetales
del dafio oxidativo v restaurar compuestos antioxidantes clave, como el 4cido
ascorbico y el glutation (Das & Roychoudhury, 2014). Algunas enzimas antioxi-
dantes son el superéxido dismutasa (SOD) que convierte el radical superdxido
en H.O,, catalasa (CAT), y el ascorbato peroxidasa (APX), que convierte este
H.O, en agua. La glutation reductasa (GR) restaura el pool de glutation reducido.
Otras enzimas importantes son la dehidroxiascorbato reductasa (DHAR) v la
rmonodehidroxiascorbato reductasa (MDHAR) implicadas en la restauracion del
ascorbato (Das & Roychoudhury, 2014; Pedrosa Gomes et al, 20714).

La inoculacion de plantas con microorganismos puede generar cambios en
la actividad de diversas enzimas antioxidantes involucradas en la mitigacion
del estrés abidtico. No obstante, el mecanismno mediante el cual las bacte-
rias modulan este balance enziméatico antioxidante en la planta ain no es
bien comprendido (Lata et al, 2018; Kumar et al, 2019). En plantas de pasto
Ryegrass, mafz y pasto Guinea, se ha observado un aumento en la actividad
enzimatica antioxidante en condiciones de estrés por sequia, debido a la ino-
culacion con bacterias de los géneros Bacillus, Azospirillum, Herbaspirillum'y
Pseudomonas. Este aumento en la actividad antioxidante se correlaciond con
la mitigacion del estrés, evidenciado por un incremento en la biomasa en eta-
pas tempranas y tardias del desarrollo vegetal (Moreno-Galvan, Cortés-Patifio,
et al, 2020; Moreno-Galvan, Romero-Perdomo et al, 2020; Cortés-Patifio et
al, 2021 Mendoza-Labrador et al, 2021).
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Biosintesis de solutos compatibles: prolina,
trehalosa y glicina betaina

Uno de los osmolitos o solutos compatibles méas importantes en la adapta-
cién a estrés por sequia en plantas es el aminoé4cido prolina. Este osmolito
puede ser sintetizado por bacterias y plantas, y su funcion bajo condiciones
de estrés hidrico es reducir el potencial osmdtico celular, asi como mejorar
la retencién de agua y la estructura celular (Anwar et al. 2014; Masood, et al.
2016; Chekwube y Babalola, 2018). Curiosamente, la inoculacion con bac-
terias de diversos géneros (p. €], Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas, Her-
baspirillum, Serratia, Rhizobium) es capaz de modular los niveles de prolina
en diferentes especies de plantas (p. g}, pepino, frijol, maiz, pasto Ryegrass y
pasto Guinea) bajo condiciones de estrés por déficit hidrico. El efecto neto
de la modulacion en las concentraciones de prolina se relaciona con una
mitigacion de los efectos deletéreos del estrés (Ngumbi v Kloepper, 2016;
Moreno-Galvén, Cortés-Patifio et al, 2020; Moreno-Galvan, Romero-Perdo-
mo et al, 2020; Cortés-Patirio et al, 2021 Mendoza-Labrador et al, 2027).

La trehalosa, un glucdsido formado por dos moléculas de a-glucosa, actla
como estabilizador de proteinas y membranas. Su efecto osmoprotector fa-
vorece la formacion de un gel a medida que la célula se deshidrata, lo que
mitiga el dafio causado por la pérdida de agua. Plantas bajo estrés hidrico ca-
paces de acumular una mayor concentracion de trehalosa han demostrado
soportar mejor el estrés (Zhou et al, 2014; Forni et al, 2017). La inoculacion de
bacterias enddfitas en plantas sometidas a estrés por sequia ha demostrado
incrementar las concentraciones de trehalosa en las plantas. En plantas de fri-
jol sometidas a estrés por sequia, la inoculacion de un mutante de Rhizobium
etli que sobreexpresa los genes de sintesis de trehalosa incrementd los niveles
de esta en la planta. Dicho aumento se correlaciond con mayor supervivencia,
numero de nédulos funcionales vy rendimiento bajo condiciones de estrés,
comparado con el mutante, que era incapaz de sintetizar trehalosa (Suérez et
al, 2008). En plantas de maiz sometidas a estrés por sequia, la inoculacion de
la bacteria Azospirillum brasilense, modificada genéticamente para sintetizar
trehalosa, incremento tanto la supervivencia de las plantas en 30 % como la
producciéon de biomasa en 73 %, en comparacion con las plantas inoculadas
con la cepa sin modificar (Rodriguez-Salazar et al, 2009).
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La acumulacion de glicina betaina bajo condiciones de estrés hidrico también
favorece la retencion de agua vy ayuda a mantener las estructuras de las pro-
teinas en las plantas. Esto se debe a su alta solubilidad en agua y a que no
hace parte de la esfera de hidratacion de las proteinas. Asimismo, ayuda a

\ | \



242

Estrategias de adaptacion y mitigacion al cambio climético en sistemas de produccion agricola
Un enfoque desde la agricultura protegida y técnicas de biotecnologia para el manejo del cultivo

mantener la actividad fotosintética de la planta, lo que aumenta la conductan-
cla estomética y mantiene la actividad y estabilidad de los cloropastos. Tam-
bién interactUa con fitohormonas para conferir tolerancia a estrés por sequia
en las plantas (Ahmad et al, 2013; Masood et. al, 2016; Sharma et al, 2019).
Bajo condiciones de estrés abidtico, las bacterias pueden sintetizar y excre-
tar glicina betaina. En plantas de frijol Mungo inoculadas con Pseudomonas
aeroginosa, se observd un incremento en os niveles de glicina betaina bajo
condiciones de sequia. Este incremento se relaciond con una mayor mitiga-
cion de los efectos negativos del déficit hidrico (Sarma & Sakia, 2013; Etesami
& Maheshwari, 2018). Igualmente, Sphingomonas sp. y B. amyloliquefaciens
mitigaron los efectos del estrés por sequia en cultivos de soya y arroz en una
forma dependiente de la produccién de glicina betaina (Asaf et al, 2017, Khan
et al, 2014; Shahzad et al, 2017 Ulla et al, 2019).
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