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Resumen

Caracterizacion de la microbiota rizosférica de Amaranthus cruentus L.y sus

cambios cuando la planta es sometida a estrés salino

La salinidad es uno de los problemas en constante crecimiento que afecta cientos
de hectareas agricolas en todo el mundo; por lo tanto, es necesario buscar
estrategias que nos permitan aminorar los efectos adversos del estrés salino sobre
el crecimiento de plantas y por ende sobre la producciéon de alimentos. El uso de
bacterias promotoras de crecimiento de plantas (BPCP), se ha propuesto como
una alternativa para incrementar la productividad de los cultivos en una forma mas
amigable con el ambiente. Por este motivo es de gran interés el identificar cepas
endofitas de plantas tolerantes a diversos tipos de estrés. Amaranthus cruentus L.,
es un cultivo resistente a diversas condiciones adversas como alta salinidad, sin
embargo, se desconocen la existencia de bacterias asociadas a esta planta por lo
gue el objetivo de este trabajo fue aislar e identificar las BPCP asociadas a raices
y rizosfera de A. cruentus cuando la planta crece en condiciones normales y
cuando es sometida a estrés por salinidad. Las bacterias cultivables enddfitas de
raices fueron aisladas por métodos de microbiologia tradicional. La microbiota de
la rizosfera fue identificada mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S. Se
aislaron 18 cepas de bacterias diazotroficas, las cuales 12 fueron capaces de
solubilizar hierro, 6 aisladas de planta control y 6 de plantas crecidas en
condiciones de estrés. De estas cepas 4 fueron capaces de solubilizar fosfatos.
Los analisis bioinformaticos de la secuenciaciéon del metagenoma revelaron la
identidad de los microorganismos asociados a la rizésfera. Se encontraron
diferenciados algunos taxones de las diferentes comunidades por lo que se
confirma que la microbiota cambia con el estrés salino al que fueron sometidas las
plantas. Esta microbiota podria estar relacionada con la tolerancia natural de

amaranto a diferentes tipos de estreses abidticos.

PALABRAS CLAVE: Amaranto; BPCP; Enterobacter; Kosakonia; Metagenoma,;
Microbioma; Pseudomonas; Raices.
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Abstract

Characterization of Amaranthus cruentus L. rhizobiome and its changes

when plants are subjected to salt stress

Salinity is one of the growing global problems affecting hundreds of agricultural
hectares around the world; therefore, it is necessary to find strategies that allow us
to reduce the adverse effects of saline stress on plant growth and consequently on
food production. The use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) has been
proposed as an alternative to increasing crop productivity in a more
environmentally friendly way. For this reason, it is of great interest to identify
endophytic strains of stress-tolerant plants. Amaranthus cruentus L., is a crop
resistant to various adverse conditions such as high salinity, however, there are no
reports of endophytic bacterial communities with this plant. In that regard, the
objective of this work was to isolate and identify the PGPBs associated with roots
and rhizosphere of A. cruentus when the plant grows under normal conditions and
when it was subjected to salinity stress. Cultivable root endophytic bacteria were
isolated by traditional microbiology culture methods. The rhizosphere microbiota
was identified by sequencing the 16S rRNA gene. Diazotrophic strains were
isolated, 12 of which were able to solubilize iron, from which 6 were isolated from
control plant isolates and 6 from plants grown under salt stress. Of these strains, 4
were able to solubilize phosphates. Metagenome bioinformatics analyses revealed
the identity of the microorganisms associated with the rhizosphere. Some taxa
from different communities were found to be differentiated, which confirmed that
the microbiota changes when plants were subjected to salinity stress. This
microbiota could be related to the natural tolerance of amaranth to different types

of abiotic stresses.

KEY WORDS: Amaranth; Enterobacter; Kosakonia; Metagenome; Microbiome;
PGPR; Pseudomonas; Roots.
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INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generales

Al referirnos a la produccién agricola y alimentaria, la problematica global muestra
que para poder mantener el ritmo de vida actual se necesitan formas mas
eficientes de cultivar nuestros alimentos. Uno de los principales desafios en el
siglo XXI es la optimizacion en la produccion de manera sostenible y sustentable
con la finalidad de producir alimentos suficientes y de calidad preservando la
cultura y economia de la creciente poblacidbn humana. Los métodos actuales de
produccion en la agricultura usan de manera inadecuada los pesticidas y
fertilizantes quimicos, creando una larga lista de problemas ambientales y de
salud (Gunnell et al. 2007; Leach y Mumford 2008). Ademas, los patdgenos de
plantas emergentes, reemergentes y endémicos siguen siendo un desafio para
nuestra capacidad de sostener el crecimiento y la salud de las plantas en todo el
mundo (Miller et al. 2009). Aunque la contribucién de la biotecnologia vegetal ha
sido importante en desarrollo de numerosas variedades nuevas de cultivos con
mayor resistencia a las enfermedades, mayor tolerancia a la sequia, a la salinidad
y con un incremento en el valor nutricional (Berg 2009); no obstante, existe una
creciente demanda para desarrollar estrategias sélidas y ecolégicamente
compatibles de la agricultura con el medio ambiente.

1.1.1. La salinidad como un problema mundial

Globalmente en términos de estrés ambiental, la salinidad se considera como el
tipo de estrés mas severo que tiene efectos no sélo sobre la calidad del suelo y en
el crecimiento de las plantas, sino también sobre los organismos vivos (Carillo et
al. 2011a; Munns et al. 2014). Durante la ultima década se han reportado que
aproximadamente 5.2 billones de hectareas de tierras fértiles son erosionadas y
alrededor del 50% de esta tierra esta afectada solamente por estrés salino

provocando efectos adversos en el crecimiento y rendimiento de las plantas
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(Frenkel et al. 1978; Ghadiri et al. 2004). Esta degradacion del suelo esta creando
un enorme problema para los agricultores.

El estrés salino se define como la fuerza osmatica ejercida sobre las plantas,
cuando estan creciendo en un &rea salina 0 bajo otras condiciones excesivamente
salinas. La lixiviacion y el drenaje insuficiente de las aguas de riego son la
principal razén de la acumulacién de sales en el suelo.

La salinidad es una condicion del suelo caracterizada por una alta
concentracion de sales solubles. El Laboratorio de Salinidad USDA define un
suelo salino cuando la CEe (conductividad eléctrica del "extracto de pasta
saturada") es de 4dS/m (decisiemens por metro) o mas, lo que equivale a
aproximadamente 40 mM de NaCl, salinidad que genera una presién osmatica de
aproximadamente 0,2 Mpa. Esta definicion de salinidad se deriva de la CEe que
reduce significativamente el rendimiento de la mayoria de los cultivos (Munns et al.
2008). Los suelos afectados por sales contienen grandes cantidades de sales
solubles, que estan presentes en la estructura espacial de macro y micro poros
(Carmen y Roberto 2011). Sin embargo, el tipo de suelo define la concentracién de
sal y ésta puede ser diferente en diferentes suelos y en general se ha descrito que
cuando el suelo presenta una conductividad de 20 mM o mayor se considera como
un suelo salino o afectado por salinidad (de Souza Silva y Fay 2012).

Los principales tipos de salinidad incluyen salinidad por riego, agua de riego
subterranea y salinidad transitoria (Rengasamy 2006). Los suelos afectados por
sales contienen grandes cantidades de sales solubles, que estan presentes en la
estructura espacial de macro y micro poros (Carmen y Roberto 2011). Las aguas
de riego contienen iones de sales como, sulfatos (SO42), carbonato (COs?2), cloro
(CI), magnesio (Mg?*), calcio (Ca?*), potasio (K*) y sodio (Na*). Dentro de los
componentes salinos, el NaCl es de los mas abundantes, los iones cloro son
considerados toxicos para las plantas y en altas concentraciones causan
disminucién o crecimiento lento (Hasegawa et al. 2000; Liu y Zhu 1998; Zhu et al.
2005). ElI NaCl es la sal mas soluble y ampliamente distribuida, es comun que las
plantas desarrollen mecanismos para regular su acumulacién y seleccionar otros

nutrientes cominmente presentes en bajas concentraciones, como el K*y el NO3,



al excluir Na*. En la mayoria de las plantas, las raices excluyen efectivamente el

Na*y el CI- mientras que el agua se absorbe del suelo (Munns 2005).

1.2. Organizacion y establecimiento de la microbiota vegetal

La evolucion de las plantas en la tierra ha ido de la mano de una gran diversidad
de microorganismos habitantes de una amplia diversidad de ambientes. A esta
gran diversidad de microorganismos presentes en plantas los conocemos
comunmente como microbiota vegetal. La creciente conciencia sobre el impacto
de las interacciones de la microbiota con la planta ha llevado a estudios masivos
enfocados en la microbiota de plantas terrestres saludables y al reconocimiento de
la salud vegetal como una caracteristica de origen multifactorial. Cuando los
microorganismos colonizan a las plantas terrestres y al estar en una relacién
estrecha pueden afectar la salud de la planta hospedera de forma benéfica,
perjudicial o neutra 6 con un sin nimero de intermediarios (Bai et al. 2015;
Lundberg et al. 2013; Peiffer et al. 2013; Sessitsch et al. 2012).

El establecimiento de las comunidades microbianas en interaccion con la
planta en un principio no parece tener sintomas, y representan una continuidad de
relaciones simbiodticas que se pueden dividir en tres tipos: 1) parasitismo:
asociacion que se da cuando un organismo se beneficia a expensas del otro; 2)
comensalismo: asociacién entre dos organismos donde ningun organismo es
perjudicado o beneficiado y 3) mutualismo: tipo de asociacién donde se benefician
ambos organismos. Una gran parte de los estudios en relacion planta-
microorganismos se han enfocado en las ventajas que estas asociaciones pueden
brindar al hospedero, como la adquisicibn de nutrientes del suelo para el
crecimiento de la planta, la proteccion indirecta contra patdégenos, la tolerancia a
diferentes condiciones de estrés como la salinidad de los suelos, condicion cada
vez mas comun debido a la sobre explotacion de suelos, y a las inundaciones o
sequias derivadas del cambio climatico. Por lo tanto, la microbiota de la planta
emerge como un rasgo novedoso que extiende la capacidad de las plantas para
adaptarse al medio ambiente actual siempre en constante cambio (Bai et al. 2015;
Bulgarelli et al. 2012; Lundberg et al. 2012).



1.3. Estructura de la raiz, rizosferay rizoplano

La raiz de las plantas es uno de los compartimentos con mayor colonizacién de
microorganismos, es la via principal de entrada de endéfitos (organismos que
habitan al interior de los tejidos de la planta) y funciona como reservorio de los
mismos, los cuales posteriormente se pueden diseminar hacia las partes aéreas
de la planta (Chaparro et al. 2014). Estos enddfitos provienen en su mayoria del
suelo circundante el cual es la fuente primaria del suministro de microorganismos
por su abundancia y diversidad de bacterias, archaeas y hongos, se ha reportado
qgue el suelo sin sembrar o el suelo de rizosfera contiene un nimero de células
microbianas de ~10°-10° por gramo de suelo (Dardanelli et al. 2011). En general,
la endosfera de las raices muestra menor diversidad de microrganismos
comparado con la superficie externa.

La rizosfera es la porcion de suelo que esta firmemente unida y siempre en
contacto con la raiz, y el rizoplano corresponde a la superficie externa de la raiz
donde se desarrolla la mayor parte de las interacciones microbianas con la planta
(Chaparro et al. 2014; Mukerji et al. 2006). Durante este proceso de interaccion,
las plantas realizan una seleccion microbiana que permite el ensamble y el
funcionamiento de las comunidades microbianas de la rizosfera (Figura 1). Sin
embargo, este proceso puede ser afectado por diversos factores como la
expansion del habitat, los cambios en las practicas agricolas, calidad del sustrato,
la arquitectura y los exudados de las raices (Muller et al. 2016; Wieland et al.
2001).
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Figura 1. Factores bidticos y abiéticos que modelan la microbiota en plantas.
Esquema de la relacion de los factores intrinsecos y extrinsecos de la planta que
modelan la estructura y ensamble de la microbiota. Factores ambientales y
ecolégicos; biogeografia, agua, temperatura, luz y factores edaficos. Factores
intrinsecos de la planta: genotipo del hospedero, sistema inmune, agua y minerales,
metabolitos secundarios y rizodepoésitos y la competencia e interacciones al nivel del
microbioma. Modificado de Miller et al. (2016).



1.3.1. Exudados de raiz y rizodepoésitos

Para entender el papel de los exudados de raiz en la seleccion de las
comunidades microbianas de la rizosfera, Chaparro et al. (2014) evaluaron
mediante un analisis meta-transcriptomico la estructura de la comunidad
bacteriana de la rizosfera asociada a cuatro etapas del desarrollo de Arabidopsis
thaliana: plantulas, crecimiento vegetativo, floracion prematura y floracion. En
general, observaron diferencias significativas en la estructura de la comunidad
bacteriana en la etapa de plantulas con una significancia de (P<0.05). Los filos
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria y géneros especificos
dentro de esos phyla siguieron patrones distintos asociados con el desarrollo de la
planta y los exudados de la raiz. Estos resultados sugirieron que la planta puede
seleccionar un subconjunto de microbios en diferentes etapas de desarrollo, para
funciones especificas en cada etapa del desarrollo de la planta (Chaparro et al.
2014).

En este mismo contexto Bulgarelli et al. (2012) reportaron que las raices de
A. thaliana, cultivadas en suelos de diferentes origenes, estan colonizadas
principalmente por tres filos: Proteobacterias, Bacteroidetes y Actinobacterias y
cada grupo bacteriano esta representado por una clase o familia dominante. Los
autores discuten que el tipo de suelo y el genotipo del hospedero define la
composicibn de las comunidades bacterianas que habitan las raices.
Consecuentemente, el tipo de suelo y el genotipo del hospedero define la
composicion de las comunidades bacterianas que habitan las raices. La
identificacion de microorganismos especificos del tipo de suelo dentro de las
comunidades microbianas de raices respalda la conclusion de que estos
representan endofitos de raiz derivados del suelo (Bulgarelli et al. 2012; Lundberg
et al. 2012).

Li et al. (2018) al analizar seis especies de arboles de abetos (Picea spp.)
encontraron que un caracter fenotipico de la planta esta relacionado con algunos
taxones microbianos especificos. Por otro lado, Peiffer et al. (2013) caracterizaron
la diversidad bacteriana de la rizosfera de 27 variedades de maiz en cultivo en

campo. Ellos encontraron que las plantas cultivan su microbioma ajustando el pH



del suelo, reduciendo la competencia hacia los microbios beneficiosos vy
proporcionando una fuente de energia, principalmente en forma de rizodepdsitos
ricos en carbono.

La rizosfera esta bajo la influencia de los exudados de la raiz y alberga las
comunidades bacterianas que pueden colonizar la endosfera. Por lo tanto, los
exudados de la raiz tienen una funcidon importante en la determinacion del
resultado de las interacciones en la rizosfera y en Ultima instancia, en la dinamica
de la comunidad de plantas y suelos (Bertin et al. 2003; Hawes et al. 2000; Mukerji
et al. 2000) (Figura 2). Por esa razon las raices segregan grandes cantidades de
carbono fijado fotosintéticamente como exudados de la raiz o rizodepoésitos que
contienen una amplia gama de moléculas como, aminoacidos, iones de acidos
organicos, vitaminas, mucilago de polisacéaridos. Estos compuestos son liberados
en gran medida por una poblacion de células especializadas llamadas células de
borde de la raiz (Dennis et al. 2010), las cuales son el producto de la descamacién
de las células fronterizas del borde de la raiz, son parte del crecimiento y
envejecimiento natural de la planta, y son particularmente importantes ya que
pueden permanecer vivas y activas después de la descamacién de la raiz (Hawes
et al. 2000; Ho et al. 2017; Mukerji et al. 2006). Por ejemplo, en maiz las células
del borde de raiz pueden permanecer en la rizosfera una semana o mas con
actividad biolégica después de su descamacién (Bulgarelli et al. 2016; Vermeer y
McCully 1982).
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Figura 2. Efecto de los rizodepésitos en la rizésfera. Las células de raiz tienen
efectos en el suelo circundante donde la raiz libera células de borde de la raiz y
compuestos organicos volatiles que tienen un efecto quimio atrayente sobre las
bacterias de la rizosfera que se concentran en los meristemos de las raices primaria y
secundaria. Modificado de Bulgarelli et al. (2016).



Haney et al. (2015), probaron la premisa de que las plantas tienen la
capacidad de cultivar su propia microbiota benéfica especifica. Los autores
evaluaron diferentes especies silvestres de A. thaliana encontrando que las raices
de estas plantas difieren en la habilidad de asociarse con la bacteria
Pseudomonas fluorescens. P. fluorescens se ha reportado como una cepa que
confiere beneficios de proteccion contra estrés bidtico y abidtico, ademas presenta
actividad promotora de crecimiento a los miembros de las Brassicaceae. La
inoculacion con P. fluorescens en raices de A. thaliana muestra resultados
directos sobre la capacidad de la planta de identificar cepas/variedades y suprimir
el crecimiento de otras especies de Pseudomonas bajo condiciones gnotobidticas.
Estas diferencias bacteria-especifica depende de la planta huésped y su
capacidad para sustentar el crecimiento de bacterias especificas de Pseudomonas
presentes en el suelo y la naturaleza del estrés bajo el que se encuentre el
hospedero. De esta forma se entiende que las plantas son responsables en cierta
medida de cultivar su propio microbioma. Mediante la asociacion de miembros

especificos de la microbiota a un genotipo especifico de una planta.

1.4. Suelos y raices como modeladores de la estructura de la microbiota
vegetal

El suelo es uno de los ecosistemas mas ricos del planeta, puede variar en cuanto
a composicién y diversidad de microorganismos (Haney et al. 2015; Ho et al. 2017;
Mukerji et al. 2006; Wieland et al. 2001), pero a pesar de las diferencias que se
pueden encontrar en las muestras de suelos de diferentes continentes, se ha
encontrado una concordancia entre los perfiles taxondmicos de las comunidades
enddfitas de raiz de A. thaliana de muestras provenientes de 4 tipos de suelo y 2
continentes diferentes (Bulgarelli et al. 2012; Lundberg et al. 2012). Se demostro
que aun en distancias continentales de por medio, el ensamble de las
comunidades bacterianas en una planta esta conservado entre las mismas

especies o0 que existe una gran relacion microorganismos especie-especificos.



1.4.1. Bacterias Promotoras de Crecimiento de Plantas (BPCP)

Las interacciones planta-microorganismo han sido estudiadas desde hace
décadas; sin embargo, es dificil replicar los resultados de las bacterias promotoras
de crecimiento de plantas, en parte porque los mecanismos utilizados por las
bacterias para colonizar las plantas no han sido entendidos completamente.
Ademas, el sistema donde se desarrollan debe considerar todos los componentes,
tanto a la bacteria como a la planta y su entorno. Actualmente, la microbiota funge
como una caracteristica adquirida para mejorar la salud o rendimiento de la planta.
Donde la planta es la fuerza de seleccién que actia sobre el microbioma para
reclutar las bacterias benéficas para ella tanto externa (rizosfera) como
internamente (endosfera) (Rashid et al. 2012). Los BPCP ofrecen beneficios a la
planta huésped particularmente en cuanto a la promocion del crecimiento y la
proteccion contra patégenos (Figura 3) mediante mecanismos moleculares que
favorecen la absorcion de nutrientes, produccién de hormonas, entre otros. La
planta participa activamente en el reclutamiento de la microbiota benéfica, para
contrarrestar ataques de patégenos (Cook et al. 1995).

La capacidad de diversas bacterias para promover el crecimiento de la
planta esta asociada a mecanismos directos o indirectos, el mecanismo directo
esta relacionados con el metabolismo, mediante la adquisicion de nutrientes
esenciales como nitrégeno (N), fosforo (P) y hierro (Fe), o modulando los niveles
de hormonas dentro de la planta huésped. Al modular los niveles hormonales
puede implicar que las BPCP sinteticen una o mas fitohormonas, auxina,
citoquinina y giberelina. Ademas, algunos BPCP tienen capacidad de disminuir los
niveles de la fitohormona etileno al sintetizar una enzima, 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminasa, que escinde el compuesto ACC, el precursor
inmediato del etileno en todas las plantas superiores. Por otro lado, los
mecanismos indirectos del crecimiento de las plantas ocurren cuando una BPCP
disminuye el dafio a la planta después de la infeccion de un fitopatégeno, como
pueden ser algunos hongos y bacterias del suelo. Esto generalmente ocurre por la
inhibicion del patégeno por el BPCP (Rashid et al. 2012; Bulgarelli et al. 2016).
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Figura 3. Mecanismos por los cuales las bacterias pueden promover el
crecimiento de las plantas. a) La actividad de la desaminasa ACC, enzima que
disminuye los niveles de etileno en la planta, b) Biosintesis de IAA, c) fijacion de
nitrégeno para uso biologico, d) produccién de VOCs, e) solubilizacion de fésforo
mediante la secrecion de acidos organicos o fosfatasas (representado por la estrella) y
f) produccion de sideroforos (representado por la cruz). ISR=Resistencia sistémica
inducida; a-KB= a-ketobutirato; Pi=fosfato inorganico; ACC=1-aminociclopropano-1-
carboxilato; VOCs=compuestos organicos volatiles; IAA= auxina, acido indol acético;
Trp=triptéfano. Modificado de Bulgarelli et al. (2016).
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La resistencia sistémica inducida (ISR) depende principalmente de la
sefalizacion de jasmonato y etileno. De esta manera, las plantas estan
preparadas para reaccionar mas rapida y fuertemente a un ataque de patégenos.
Se ha observado ISR para muchos microorganismos y sus determinantes
derivados celulares (los MAMP, como flagelos, componentes de la envoltura
celular y sideroforos) (Bulgarelli et al. 2013; De Vleesschauwer y Hofte 2009;
Zamioudis 2012). A veces, el mecanismo de ISR provocado por BPCP se
superpone en parte con el de la resistencia sistémica adquirida (SAR) inducida por
patdgenos. Tanto el ISR como el SAR representan un estado de persistencia
basal mejorada de la planta que depende de los compuestos de sefalizacion
acido jasmonico y acido salicilico (Van Loon 2007). Los patégenos son sensibles
de manera diferente a la resistencia activada por estas vias de sefializacion. Estas
interacciones son muy especificas para cada componente: la planta huésped, el
patdgeno y la cepa BPCP. Se reconocen mediante sefiales quimicas entre si: los
exudados de las raices y los metabolitos microbianos pueden tener esta funcién
(Berg 2009). Los microbios inductores de ISR bien caracterizados incluyen varias

especies de Pseudomonas, Bacillus, Serratia, entre otros (Bulgarelli et al. 2013).

1.4.2. Bacterias endofitas
Las bacterias pueden habitar tanto en los compartimentos externos como internos
de la planta. Los enddfitos bacterianos se refieren a aquellas cepas que tienen una
parte o todo el ciclo de vida dentro de la planta y se localizan en espacios intra e
intercelulares o en el tejido vascular, de forma independiente de si la asociacion
resulta benéfica o patogénica para el hospedero (Bacon y Hinton 2006). En
general, las bacterias enddfitas tienen la capacidad de colonizar las estructuras
internas, la raiz, tallo, hoja, flor, fruto y semilla (Kumar et al. 2016). Sin embargo,
su poblacién puede diferir segun la etapa de crecimiento de la planta, el tipo de
tejido, la fisiologia de la célula vegetal y los nichos que ocupan (Kuklinsky-Sobral
et al. 2004).

Los enddfitos destacan especialmente por la adicion de capacidades que

pueden dar a las plantas y sus potenciales usos agricolas y biotecnolégicos. El
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uso de endofitos bacterianos en la estimulacion de los mecanismos de defensa
pueden ser una solucion novedosa, rentable y optima, con el fin de aumentar del
rendimiento de los cultivos, y reducir los efectos nocivos del estrés, bidtico y
abidtico, en el crecimiento y desarrollo de la planta de forma respetuosa con el
medio ambiente (Kaymak 2011).

Hay que notar que regularmente las BPCP tienen ventajas sobre las
comensales y las parasitarias debido a su mejor adaptacion contra el estrés bibtico
y abidtico sirviendo como una ventaja a la planta y siendo seleccionadas por esta
caracteristica (Ding et al. 2011). Por lo general, los mecanismos empleados por
las bacterias enddfitas para promover el crecimiento de las plantas son analogos a
los de las bacterias rizosféricas. Sin embargo, trabajos recientes sobre la rizosfera
y las comunidades microbianas endofitas revelaron que las bacterias de la
rizosfera son significativamente diferentes de las bacterias enddfitas en algunos
rasgos. Pini et al. (2011) documentaron que las bacterias endodfitas tienen un
genoma mas grande (6.73 = 1.26 Mbp) comparado con las bacterias de la
rizosfera (4.34 £ 0.99 Mbp), pueden colonizar el tejido interno, ej. cortex de raiz o
xilema (Abbamondi et al. 2016). La densidad de poblacién de células bacterianas
por gramo de tejido de raiz varia de 10%-10% para enddfitos, de 109-10° para
bacterias de suelo (Bulgarelli et al. 2013). La riqueza de la diversidad es menor
para microorganismos endéfitos comparado con los de rizosfera y los presentes
en suelo (Huang 2018; Mendes et al. 2007; Szymanska et al. 2016).

Ali et al. (2014a) realizaron un analisis genémico comparativo para
identificar los genes que diferencian a las bacterias endofitas de las bacterias
rizosféricas responsables del comportamiento endofitico del género Burkholderia,
se comparo con nueve endofitos de diferentes géneros (todas Proteobacterias).
Encontraron un namero significativo de genes que codifican para varias proteinas
transportadoras involucradas en el transporte a través de membranas. Permiten a
las endofitas bacterianas absorber de manera eficiente los nutrientes sintetizados
por la planta que pueden estar presentes dentro de la planta o exudarse a la
rizosfera, funcionan principalmente en el intercambio de carbohidratos vy

aminoacidos. Asimismo, se encontraron genes que codifican para la resistencia a
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la nodulacion dentro de la superfamilia resistencia-nodulacion-division celular
(RND) y sistema de eflujo de proteinas asociadas a la membrana las cuales se
encontraron en todas de las bacterias endofiticas evaluadas.

Otros genes relacionados son los asociados a los sistemas de secrecion.
Los sistemas de secrecion de tipo | y tipo Il estan presentes en algunos endofitos
bacterianos, mientras que los sistemas de secrecion de tipo Il y tipo IV estan
presentes principalmente en bacterias patdégenas y ausentes en endofitos. El
sistema de secrecion de tipo V se considera un autotransportador presente
principalmente en endofitos, mientras que los sistemas de secrecion de tipo VI
usualmente tienen un papel positivo en las interacciones planta-microbio. La
presencia de enzimas degradadoras de compuestos O- y S-glucosilados, como
glucosido hidrolasas que degradan la pared celular de forma no invasiva, estan
presentes en endofitos. Ademds, varios reguladores transcripcionales estan
presentes incluidos AraC, FrmR, AsnC, LrgB, LysR, DeoR, WrbA Estos
reguladores transcripcionales funcionan de manera diferente en diferentes
condiciones. La mayoria de ellos son reguladores globales, mientras que algunos
funcionan de una manera mas especifica. Igualmente identificaron cuatro genes
relacionados a sintetasas y reductasas de glucagon asociadas con una respuesta
protectora necesaria para sobrevivir al estrés oxidativo del interior de la planta.
Estas caracteristicas bacterianas en conjunto permiten la colonizaciébn a los
compartimentos internos a los endofitos: el flagelo, genes Nod, mecanismos de
detoxificacion, pili tipo 1V, motilidad (Ali et al. 2014a; Compant et al. 2010).

Los mecanismos de translocacion de las bacterias endéfitas dentro de las
plantas hospederas involucran tanto mecanismos activos como pasivos, lo que les
permite moverse del rizoplano al cortex del sistema radicular. Knights et al. (2021)
mencionaron que, en el mecanismo activo, la bacteria endofitica en el punto de la
zona cortical de la raiz secreta varias enzimas degradantes de la pared celular
para romper la endodermis, lo que a su vez les permite una mayor colonizacion
dentro de la endosfera radicular. Sin embargo, en el mecanismo pasivo, las
bacterias ingresan en el momento de la interrupciébn de la capa celular

endodérmica, principalmente, durante el crecimiento de las raices secundarias

14



(Gregory 2006) y durante el tiempo de la invasion de las bacterias fitopatégenas,
lo que ayuda a las bacterias enddfitas al mismo tiempo para penetrar en el cilindro
central y moverse hacia el periciclo y finalmente llegar a los vasos del xilema
radicular de sus anfitriones (Compant et al. 2010). Rosenblueth y Martinez-
Romero (2006) mencionaron que incluso si algunos enddfitos pueden colonizar los
tejidos de la raiz interna y continuar su progresion hasta los vasos del xilema de la
raiz, la penetracion activa de los endofitos resulta en la induccion del sistema de
defensa de la planta al secretar una baja cantidad de metabolitos en comparacion
con fitopatdégenos. Por lo tanto, los enddfitos pueden apoyar el crecimiento y
desarrollo de los cultivos al: 1) mejorar la disponibilidad y accesibilidad de los
nutrientes minerales [nitrégeno (N), fésforo (P), zinc (Zn) y hierro (Fe)], 2)
sintetizando hormonas de crecimiento (por ejemplo, &cido indol acético,
citoquininas y acidos giberélicos), 3) produciendo 1-aminociclopropano-1-
desaminasa de acido carboxilico (ACC), que actiua como un precursor inmediato
de la hormona etileno en todas las plantas superiores (Ali et al. 2014b; Kashyap et
al. 2018; Kumar et al. 2016) e 4) induciendo la resistencia sistémica (ISR).

1.5. Amaranto como cultivo de alto potencial biotecnolégico

Los esfuerzos para promover el consumo de alimentos de origen vegetal que
ademas ofrezcan beneficios a la salud han incrementado. EI amaranto es un
cultivo anual, altamente eficiente y de rapido crecimiento, puede crecer hasta 3300
m sobre el nivel del mar y prosperar en condiciones agronémicas adversas (suelos
salinos, acidos o alcalinos; sequia; altas temperaturas), adaptandose facilmente a
diferentes ambientes (Corke et al. 2016) Los amarantos pertenecen al género
Amaranthus dentro de la familia Amarantaceae, el género Amaranthus incluye
cerca de 70 especies de las cuales 40 son nativas de América y el resto se han
encontrado en Australia, Africa, Asia y Europa. Dentro de este género se
encuentran tres especies empleadas para la produccibn de semillas: A.
hypochondriacus y A. cruentus que son nativas de México y A. caudatus que es
nativa de Centro y Sur America (NAS 1984; Espitia-Rangel et al. 2010). El
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amaranto es considerado como un pseudocereal tradicionalmente cultivado en
Ameérica, produce semillas de alto valor nutricional y nutracéutico. Con un
contenido de proteina de alrededor del 16%, que es mayor que el trigo (12—-14%),
arroz (7-10%), maiz (9—10%) y otros cereales de consumo regular (Aguilar et al.
2015; Venskutonis y Kraujalis 2013).

Las proteinas de semilla de amaranto son excepcionales en cuanto a su
calidad debido a su alto contenido de amino &cidos esenciales como lisina,
metionina, triptofano, entre otros, por lo que se considera un excelente suplemento
nutricional para los cereales convencionales que son pobres en este aminoacido
(Bressani 1994; Correa et al. 1986). Los valores de aminoacidos de las diferentes
variedades excedieron los requisitos establecidos por la World Health Organization
(WHO) /Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)/ United
Nations University (UNU). Estos datos sugieren que las variedades de harinas de
amaranto pueden ser adecuadas para el consumo humano y como fuentes de
proteinas complementarias. Dado que las semillas de amaranto no contienen
gluten, también se consideran una fuente importante de alimentos para la
poblacién afectada por la enfermedad celiaca (Ballabio et al. 2011). La semilla
también contiene &cidos grasos insaturados y es una de las fuentes vegetales mas
ricas en escualeno, tocoferoles, compuestos fendlicos y vitaminas (Venskutonis y
Kraujalis 2013). También es una fuente importante de fibra (Pavlik 2012).

Ademas, las proteinas de semillas de amaranto contienen diversos péptidos
encriptados con diferentes actividades bioldgicas como actividad antihipertensiva
(Barba de la Rosa et al. 2010), antidiabética (Velarde-Salcedo et al. 2013),
antiobogénica (Velarde-Salcedo et al. 2012) y péptidos con funcion cancer-
preventivo (Maldonado-Cervantes et al. 2010).

Existen especies como A. hybridus y A. tricolor que tradicionalmente se
emplean para consumo como vegetal (Corke et al. 2016) Las hojas de amaranto
tienen un valor energético significativo que oscila entre 27 y 53 kcal / 100 g de
hojas frescas y un alto valor nutricional, en particular 4-6 g de proteina, 0.2-0.6 g
de grasa y 4-7 g de carbohidratos. Son una buena fuente de vitaminas y

minerales, contienen tres veces mas vitamina A, calcio y niacina (vitamina B) que
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las espinacas y 18 veces mas vitamina A, 13 veces mas vitamina C, 20 veces mas

calcio y siete veces mas hierro que la lechuga .

1.5.1. Amaranto en estrés salino

El amaranto se ha considerado como un cultivo tolerante al estrés con alto
potencial para la produccion sostenible de alimentos. Por lo tanto, conocer los
mecanismos de tolerancia al estrés del amaranto proporcionara un aporte valioso
para mejorar la tolerancia al estrés de otras plantas de cultivo (Huerta-Ocampo et
al. 2014).

Los niveles elevados de iones de sal en la solucién del suelo que rodea las
raices de las plantas inducen un desequilibrio en el potencial hidrico entre las
células de las raices de las plantas y la solucion del suelo ambiental, lo que da
como resultado la deshidratacion celular. Ademas, los niveles elevados de sales
producen una penetracion pasiva de iones de sal a través de la membrana
plasmética y a una acumulacion de iones de sal en el citoplasma celular que
puede conducir a la inhibicién de la actividad enzimatica intracelular. lo que lleva a
una disminucién del crecimiento de las plantas, disminucién de la tasa fotosintética
y homeostasis i6nica. La acumulacion excesiva de sal dificulta el crecimiento de
los cultivos, la movilizacién de nutrientes y hace que las plantas sean mas
susceptibles a las enfermedades transmitidas por el suelo. Los compuestos
téxicos principales que obstruyen el metabolismo de las plantas bajo alta salinidad
son las especies reactivas de oxigeno (ROS).

Para contrarrestar los efectos negativos del estrés salino, la planta estimula
diferentes tipos de mecanismos de autoproteccion para proteger las células del
dafio oxidativo. Varios mecanismos defensivos operados por las plantas para
minimizar el nivel de estrés incluyen, 1) regulacion positiva de la maquinaria
antioxidante, 2) produccion de osmolitos compatibles y 3) compartimentacion de
iones letales y toxicos en tejidos que son menos sensibles (Ghorbanpour et al.
2013; Algarawi et al. 2014). En el sistema antioxidante, los componentes
enzimaticos (Ej., catalasa, glutatiéon reductasa peroxidasa y superéxido dismutasa)

0 no enzimaticos (Ej., tocoferol, glutatiéon, acido ascorbico y metabolitos
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secundarios) actuan en coordinacion para proteger a las células contra el dafio
oxidativo causado por ROS (Vardharajula et al. 2011; Abd Allah et al. 2015).
Existen varias opciones quimicas y fisicas para recuperar las tierras cultivables
afectadas con sales, entre ellas destaca el uso de endofitos bacterianos para
estimular los mecanismos de defensa los que pueden ser una solucion mas
ecologica y rentable para reducir el efecto nocivo de la salinidad en el crecimiento

y el rendimiento de los cultivos.

1.5.2. Amaranto y microbiota
Existen algunos trabajos previos en los que se aborda la diversidad de bacterias
en la rizosfera de raices de amaranto, pero ninguno abordado desde la
problemética de estrés salino. Moreno-Espindola et al. (2013) se enfocaron en la
comunidad bacteriana cultivable asociada a la rizocoraza de Amaranthus
hypochondriacus L. en suelos arenosos del valle de México. Se enfocaron en los
cambios fenotipicos de la comunidad bacteriana en funcion de los caracteres
fisiolégicos y bioquimicos, y su contribucion al enriquecimiento nutricional.
Obtuvieron aislados bacterianos (mediante técnicas convencionales de
microbiologia) procedentes de la rizocoraza del amaranto, se caracterizaron 38
aislados bacterianos mediante microscopia, pruebas morfolégicas y fisioldgicas,
actividad enzimatica, que clasificaron dentro de las familias Bacillaceae,
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Streptomycetaceae. Sin embargo, no
se uso6 un enfoque molecular para la identificacién de los aislados bacterianos.
Moreno-Espindola et al. (2018), evaluaron la actividad microbiana en la
rizosfera de A. hypochondriacus L. en cuatro etapas del desarrollo y se
identificaron 37 aislados bacterianos cultivables procedentes de suelo de
rizocoraza identificados molecularmente. Moreno-Espindola et al. (2013)
reportaron una comunidad bacteriana cultivable asociada a la rizocoraza de A.
hypochondriacus. Estos investigadores encontraron los cambios fenotipicos de la
comunidad bacteriana en funcién de los caracteres fisioldgicos y bioquimicos, y su
contribucion al enriguecimiento nutricional, en la rizocoraza de amaranto cultivado

en un suelo arenoso del Valle de México.
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Parra-Cota et al. (2014) evaluaron el uso de 5 rizobacterias diferentes,
buscando promover el crecimiento y rendimiento de dos cultivares comercialmente
importantes de semillas de amaranto Amaranthus hypochondriacus cv. Nutrisol y
A. cruentus cv. Candil. Las plantas fueron crecidas en substrato rico en
condiciones de invernadero. Las cepas mas eficientes fueron Burkholderia
ambifaria Mex-5 y B. caribensis XV, que promovieron significativamente el
crecimiento en ambas especies de amaranto, incrementaron el rendimiento de
semillas y el indice de cosecha en combinacién con fertilizacion quimica en A.
cruentus. La promocion del crecimiento y mejoramiento del rendimiento
correlacion6 con el incremento de contenido de N en todos los tejidos examinados.
También se vieron efectos positivos en el crecimiento en plantas de A. cruentus
crecidas en suelos pobres, aun antes de la fertilizacion con fosfatos y nitrégeno.
no hubo correlacion entre los niveles no estructurales de carbohidratos en raices
de plantas inoculadas en las cuales se observé promociéon del crecimiento. Se
concluyé que las cepas de Burkholderia promueven efectivamente el crecimiento e
incrementan el rendimiento de semillas en semillas de amaranto.

Oyeyiola et al. (2010) aislaron e identificaron las bacterias presentes en la
zona de la raiz de Amaranthus hybridus en suelo franco arenoso experimental Las
bacterias fueron identificadas como Bacillus subtilis, Aerococcus viridans, Bacillus
cereus, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Agrobacterium
radiobacter, Flavobacterium ferrugineum, Flavobacterium lutescens, Serratia
marcescens, Micrococcus varians, Citrobacter freundii, Pediococcus pentosaceus
y Staphylococcus saprophyticus. Las bacterias mas predominantes en el suelo de
la rizosfera fue Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y Bacillus megaterium.
Las baterias mas predominantes en el rizoplano fueron Flavobacterium
ferrugineum, Flavobacterium lutescens, y Bacillus subtilis. Las bacterias mas
abundantes en el suelo no rizosférico fueron Staphylococcus saprophyticus y
Bacillus subtilis. En este trabajo se observé un aumento progresivo en el efecto de
rizosfera con el incremento de la edad de la planta hasta llegar a la décima
semana, posterior a la siembra de las semillas y subsecuentemente ocurrié un

decline hasta la catorceava semana.
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2. JUSTIFICACION

La salinidad de los suelos es uno de los problemas ambientales mas severos y
que esta en constante crecimiento afectando a cientos de hectareas de tierras
cultivables en todo el mundo; por lo tanto, se necesita encontrar soluciones para
reducir los efectos negativos del estrés en plantas. Se ha indicado que el uso de
bacterias promotores del crecimiento en plantas (BPCP) es una alternativa para
incrementar la productividad de los cultivos en una forma mas rentable y
respetuosa con el medio ambiente, por lo que es importante identificar nuevas
cepas enddfitas bacterianas en especial de plantas que muestran resistencia a
diferentes tipos de estreses ambientales, como es el caso del amaranto. Las
plantas de amaranto son resistentes a diversas condiciones adversas, incluyendo
altas concentracion de sales; sin embargo, no existen estudios del metagenoma
de estas plantas, en este sentido es de gran interés llevar a cabo los estudios de

caracterizacion de la microbiota de la planta de amaranto.
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3. OBJETIVO GENERAL

Aislar las bacterias enddfitas cultivables de raices y caracterizar la microbiota
rizosférica de amaranto presente en plantas crecidas en condiciones normales de

riego y en plantas sometidas a estrés salino.

3.1. Objetivos especificos

a) Obtener tejidos (rizosfera, raices, tallos, hojas) de plantas de Amaranthus
cruentus crecidas en condiciones control y plantas sometidas a estrés salino.

b) Medir los cambios de acumulacion de almidon, azucares solubles totales y
prolina en los tejidos colectados.

c) Aislar e identificar por medios de cultivo microbioldgicos las bacterias cultivables
de raices de plantas de A. cruentus crecidas en condiciones control y de plantas
sometidas a estrés salino.

d) Extraer el ADN bacteriano de la rizosfera e identificar su composicion
bacteriana mediante secuenciacion del gen ARNr 16S.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamiento de estrés
salino

Las semillas de amaranto (Amaranthus cruentus L.) fueron germinadas en una
mezcla de suelo que contenia una proporcion 1:1 de suelo de campo y sustrato
comercial estandar (LM-1 Germination Mix; Lambert, Quebec, Canadd). El suelo
de campo se obtuvo de suelos de cultivos de amaranto en Villa Juarez, San Luis
Potosi, México (latitud 22° 21°26.33" N y longitud 100° 15°36.22" O). Después de la
germinacion durante 10 dias a 28 °C con un fotoperiodo de luz de 12 h, las
plantulas se trasplantaron a macetas de 2 L y se colocaron en invernadero con luz
natural con una tasa de riego de 200 mL de agua cada 24 h. Los tratamientos de
salinidad comenzaron a los 30 dias después de la siembra y se mantuvieron
durante 15 dias. El tratamiento se inicio con una concentracion de 100 mM NacCl
hasta alcanzar la concentracion final de 500 mM NacCl, incrementando cada 48 h.
El agua de grifo se utilizé para regar las plantas control y para las preparaciones
de las diferentes concentraciones de NacCl.

4.2. Cuantificacion de almidén, azucares solubles totales y prolina

Se colectaron tejidos, raices, tallos y hojas de plantas crecidas en condiciones
control y sometidas a estrés salino. Los tejidos fueron secados por liofilizacion y
pulverizados. Las muestras (30 mg) se les agregé 1 mL de etanol al 80% (v/v),
mezclados e incubados por 15 min a 80 °C. Las muestras fueron centrifugadas a
5000 x g por 10 min. El precipitado fue lavado en forma secuencial con 0.5 ml de
etanol al 50%, 20% y agua desionizada. Los sobrenadantes de cada lavado fueron
mezclados, secados en un speed-vac y resuspendidos en agua (fraccion soluble).

Los precipitados fueron hidrolizados con 5 ml de una solucién acuosa de HCI al
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1% por 30 min a 100 °C y diluidos a 10 mL con agua desionizada (fraccion
insoluble).

Los azlcares totales solubles (fraccidbn soluble) y almidén (fraccion
insoluble) fueron cuantificados por el método de antrona-acido sulfarico en formato
de microplaca (Leyva et al., 2008). Los extractos (50 uL) se mezclaron con 250 pL
de reactivo de antrona (0.15%) en 73% H2SOa. Las muestras se incubaron por 10
min a 4 °C y calentadas a 100 °C por 15 min, luego las muestras fueron enfriadas
a temperatura ambiente. ElI desarrollo de color fue medido en un
espectrofotometro a 620 nm. La curva de calibracion fue preparada con
concentraciones de glucosa de 10 a 100 pg/mL.

La cuantificacion de prolina se realizo en la fraccion soluble mediante el
método de ninhidrina (Carrillo et al. 2011). Los extractos (50 pL) se mezclaron con
100 pL de solucién de ninhidrina al 1% (acido acetico:agua, 60:40). La mezcla se
incub6 a 95 °C por 20 min, luego se enfrio a temperatura ambiente y el color
desarrollado fue medido en espectrofotometro a 520 nm. Se realiz6 una curva de
calibracién de 0 a 1 mM de prolina.

4.3. Aislamiento de microorganismos de la endorizosferay rizosfera

Las raices se sacaron cuidadosamente del suelo y se liberaron del exceso de
tierra. Las muestras de raices (3 g) de plantas individuales se transfirieron a un
tubo estéril con 40 mL de tampén R (KH2PO4 50 mM, Kz2HPO4 50 mM, Triton X-
100 al 0.1%) posteriormente se sometieron a ultrasonido durante 10 min en un
bafo ultrasénico para eliminar los microorganismos adheridos. Las muestras de
rizosfera se obtuvieron de la centrifugacion (1.935 x g durante 15 min a 4 ° C) del
tampon R.

Para la obtencidén de las muestras de la endosfera radicular, las raices se
esterilizaron en superficie mediante lavados continuos (solucion de etanol al 70%,
hipoclorito de sodio al 1% y buffer de fosfato salino estéril PBS, pH 7.4), se
cortaron en trozos y se trituraron en un mortero con PBS. El PBS de lavado final
se inoculdé en medio nutritivo como control negativo de la presencia de bacterias

rizosféricas.
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4.4 Aislamiento e identificacion de bacterias cultivables endofitas de raiz

4.4.1. Bacterias diazotréficas

Para el aislamiento de bacterias las muestras fueron diluidas serialmente (101 a
102) antes de plaquear en agar Jensen'’s libre de nitrégeno (20 g/L sacarosa, 1.0
g/L KoHPO4; 0.5 g/L MgSO4.7H20; 0.5 g/L NaCl; 0.1 g/L FeSOs4; 50 mg/L
Na2MoOs; 2.0 g/L CaCOs; 15 g/L agar, a pH=7.0). posteriormente se incubd a 30
°C por 7 dias, se purificaron las colonias visibles relacionadas con bacterias
fijadoras de nitr6bgeno. Sucesivamente fueron codificadas como (RJC= Root-
Jensen-Control y RJS= Root-Jensen-Stress) y transferidas a medio LB para su
resguardo a -20 °C en glicerol 30%. Los cultivos bacterianos purificados (20 pL) se
cultivaron en medio LB y se sembraron en agar Chromo Azurol S (CAS) y
Pikovskaya.

4.4.2. Bacterias solubilizadoras de hierro

Para la caracterizacion de microorganismos solubilizadores de hierro, mediante
produccion de sider6foros se usé agar-CAS. ElI medio fue preparado usando una
solucion indicadora y agar-LB. La solucién indicadora fue preparada mezclando
10mL solucién de Fe*3 (1 mM FeClz*6H20 en 10 mM HCI) con 50 mL de solucién
CAS (1.21 mg/mL). La solucion obtenida color morado se agregd lentamente a un
vaso de precipitado con 40 mL de solucion HDTMA (1.82 mg/mL) agitando
constantemente. Por otra parte, se prepararon 900mL de agar LB (1/2) (7.5 g/L
peptona; 2.5 g/L NaCl; 2.5 g/L extracto de levadura, 15 g/L agar; pH 6.7). Ambas
soluciones fueron esterilizadas y mezcladas a 50 °C y plaqueadas en cajas Petri.
Los microorganismos previamente inoculados en este medio que muestren un
cambio de color de azul a amarillo fueron los considerados como solubilizadores
de Fe.

4.4.3. Bacterias solubilizadoras de fosfatos

Se us6 agar Pikovskaya para la identificacion de microorganismos solubilizadores
de fosfatos, el medio fue preparado con 10 g/L glucosa; 0.5 g/L extracto de
levadura; 5.0 g/L Cas(POas)2; 0.5 g/L (NH4)2SOs4 0.2 g/L NaCl, 0.1 g/L
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MgS0Oa4.7H20; 0.1 g/L KCI; 1 mg/L MnSO4; 1 mg/L FeSO4; agar 15 g/L, pH 7.0. Los
microorganismos que mostraron un halo despejado alrededor de las colonias

fueron considerados como solubilizadores de fosfatos.

4.4.4. ldentificacion de microorganismos aislados por marcado molecular del gen
ARNr 16S

Los microorganismos aislados fueron identificados usando el marcado molecular
del gen ribosomal ARNr 16S. Los genes se amplificaron por PCR utilizando el par
de cebadores universales 27 y 1492 (Eida et al. 2019). La mezcla de reaccion (20
pL) contenia 100 ng de ADN gendmico, 1x buffer de PCR, 0,2 uM de cebadores y
1 puM de ADN polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific). La PCR
se realiz6 en un termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad) usando los
siguientes paradmetros de reaccion: una desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 3
min, y 34 ciclos de, desnaturalizacion a 98 °C durante 30 s, una hibridacién a 57
°C durante 45 s, una extension a 72 °C durante 1,5 min y una incubacion final a 72
° C durante 10 min. El fragmento de ARNr 16S amplificado se separé mediante
electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v), se cortdé una sola banda del gel, se

purifico y se disolvié en 30 pl de agua para la secuenciacion.

4.5. Extraccion de ADN metagendmico

Las extracciones de ADN se hicieron conforme al protocolo de Coleman- Derr et
al. (2016) para muestras de endosfera de raiz, se cortaron y se molieron 300 mg
de cada muestra congelada en nitrdgeno liquido en con un mortero estéril hasta
obtener un polvo y luego se prepararon siguiendo un protocolo de extraccion de
ADN gendmico (ADNg) de CTAB. En resumen, al tejido molido congelado se
afadié 1 ml de tampo6n CTAB (Tris 100 mM pH 8, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, PVP
40 al 2%, bromuro de hexadeciltrimetilamonio al 2%, beta-mercaptoetanol al 0,2%)
y se incubd a 65 °C durante 1 h. Las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante
10 min a 4 °C y al sobrenadante se afiadi6 a 1 ml de cloroformo / alcohol
isoamilico (24: 1), se centrifugd y el ADNg se precipitdé con isopropanol y

posteriormente se hizo un lavado con Etanol frio al 70%. Las extracciones de la
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rizosfera se realizaron usando DNeasy PowerSoil DNA kit (Qiagen, Hilden,
Germany). La cuantificacion de ADNg se evalué mediante espectrofotometria,
usando Nanodrop 8000 Thermofisher Scientific y la integridad se verificO mediante
un gel de electroforesis de agarosa 1%.

4.6. Secuenciacion del metagenomay analisis bioinformatico.

La secuenciacion del ADN se llevara a cabo mediante ensayos paired-end tags (2
x 250) utilizando la plataforma Illumina Miseq en el laboratorio de Integrated
Microbiome Resource (IMR) en la universidad de Dalhousie, Canada. Las
bibliotecas microbianas se construyeron amplificando la region variable V6-V8 del
gen ribosomal ARNr 16S usando los primers B969F (ACGCGHNRAACCTTACC) y
BA1406R (ACGGGCRGTGWGTRCAA) (Comeau et al. 2011). Las secuencias
obtenidas se ensamblaron y se filtraron por calidad usando UPARSE (Edgar
2013). Una longitud de secuencia minima de 245 pb y un Score Phred de 20 se
tomaron en cuenta como criterio de calidad. La agrupacion en unidades
taxondémicas operativas (OTU) se realizaron con un umbral de divergencia del 3%.
El control de quimeras se realiz6 utilizando UPARSE. Los OTU representativos se
asignaron taxonomicamente usando la base de datos de Ribosomal Database
Project (RDP) (Lan et al. 2012).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Cuantificacién de almidon, azucares solubles totales y prolina

La concentracion de almidon acumulado en los tejidos control (Figura 4A),
muestra que el tallo present6 la mayor concentracion en peso seco (110 mg/g),
seguido por las hojas y las raices. En relacion a las plantas sometidas a estrés
salino se observé una disminucién de casi el 50% de almidén con respecto al
control. En forma contraria, la concentracién de azucares solubles totales (AST)
fueron poco acumulados en los tejidos en condiciones control (Figura 4B), pero en
condiciones de estrés incrementaron considerablemente. Las mayores
concentraciones de AST se detectaron en las hojas con valores de 60 mg/g y 140
mg/g en condiciones control y condiciones de estrés, respectivamente. En los
tallos los cambios en azulcares fueron de 20 a 30 mg/g, y en raices se observo un
incremento del triple respecto al control (20 a 90 mg/mg).

Similar a los resultados encontrados por Amirjani (2011), quien reportd que en
plantas de arroz sometidas a estrés salino (200 mM NaCl) hay una correlacion
entre los niveles de azlcares en los brotes de plantulas y el tratamiento de estrés
salino. Este grupo también reporté que las hojas nuevas muestran un incremento
en el nivel de azucares solubles, mientras que en raices se observa una
disminucién en los niveles de almidén. Ademas, correlaciona los niveles de
azucares libres con el contenido total de clorofila a y el ¢FSII (¢Fotosistema II).
Asi mismo reportd que el contenido total de azlcares reductores y no reductores
disminuye en raices.

Los niveles de prolina fueron cuantificados, para conocer el estado de
estrés de las plantas. La concentracion de prolina (Figura 4C), fue mayor en hojas
qgue en tallos y raices en condiciones control. Estos valores se ven incrementados
en hojas (de 60 a 120 mmol/g) y raices (de 20 a 60 mmol/g) y concuerdan con
reportes que indican que el contenido libre de prolina en raices de amaranto
expuestas a estrés salino se triplica (Huerta-Ocampo et al. 2014). La acumulacién

de prolina libre es una respuesta comudn al estrés abiotico; varios estudios
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sugieren gue la prolina esta involucrada en el ajuste osmotico entre el citoplasma 'y
la vacuola. También se ha reportado que la prolina puede actuar como un agente
protector para las enzimas, como un eliminador de radicales libres o como un
compuesto de almacenamiento de carbono y nitrdgeno para permitir la

recuperacion del estrés (Aghaei et al. 2008; Huerta-Ocampo et al. 2014).
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Figura 4. (A) cuantificacion de almidén, (B) azucares solubles totales y (C)
prolina; en tejidos de plantas de Amaranthus cruentus de plantas control y
plantas sometidas a estrés salino. Color verde control; amarillo estrés

5.2. Aislamiento e identificacion de bacterias cultivables de endoéfitos de
raices de amaranto

Se aislaron un total de 18 colonias bacterianas con capacidad para fijar N2; debido

a su crecimiento en el medio agar Jensen’s libre de nitrégeno; de las cuales 8

fueron aisladas de raices de amaranto de plantas control y 10 de raices en estrés
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salino (Tabla 1). Doce de estos microorganismos se identificaron como
solubilizadores de hierro debido a la presencia del halo amarillo en las placas de
agar-CAS que indica la produccion de sideréforos; 6 de estos microorganismos
fueron aislados de plantas control (Figura 5Aa) y 6 de las plantas sometidas a
estrés salino (Figura 5Ba). También se identificaron 4 cepas con capacidad de
solubilizar fosfatos debido a la formacion de un halo despejado en el agar
Pikovskaya; dos de estas cepas se identificaron en las plantas control (Figura
5Ab) y 2 en las plantas en condiciones de estrés salino (Figura 5Bb).

Tabla 1. Identificacion de aislados de bacterias endofiticas cultivables mediante
secuenciacion del gen ADNr 16S

Cepas Parientes cercanos basados en | Fijdoras [Solubilizadoras de|

bacterianas ADNr 16S (% ID) de N, hierro fosfatos
Plantas Control
RJC2 Pseudomonas knackmussii (99) + + +
RJC3 Pseudomonas knackmussii (99) + + +
RJC4 Pseudomonas putida (99) + + -
RJC5 Pseudomonas putida (99) + + -
RJC6 Pseudomonas putida (99) + + -
RJC7 Variovorax guangxiensis (99) + + -
Plantas estrés
RJS1A Kosakonia sacchari (97) + + +
RJS1B Pseudomonas guariconensis (95) + + -
RJS2 Pseudomonas stutzeri (98) + + -
RJS6 Pseudomonas stutzeri (95) + + -
RJS9 Pseudomonas stutzeri (100) + + -
RJS10 Enterobacter bugandensis (99) + + +

R=raiz, J=Medio Jensen’s; C=plantas control; S=plantas estrés salino. Los nimeros
entre paréntesis indican el porcentaje de identidad de las secuencias.
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RJC6

RJS1A RJS1B RJS2 RJS6 RJS9 RJS10

Figura 5. Bacterias diazotroficas aisladas en raices de plantas de Amaranthus
cruentus: A) en condiciones control y B) en condiciones de estrés salino. a,
bacterias productoras de sideréforos, todas positivas para produccién de
sideroforos; b, bacterias solubilizadoras de fosfatos, RJC2 y RJC3 (+) para
solubilizacion de fosfatos. ¢, morfologia de la colonia en medio LB.
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Mediante secuenciacion del gen ARNr 16S se identifico que la mayoria de
los aislados bacterianos, que pertenecen a la clase Gammaproteobacteria (Tabla
1), que corresponden principalmente al género Pseudomonas. En las plantas
control fueron caracterizadas por la presencia de Pseudomona putida y las plantas
sometidas a estrés salino por Pseudomona stutzeri, ambas con la habilidad de
quelar hierro. (Tabla 1). En plantas control, se identific6 a Pseudomonas
knackmussii como bacteria con actividad fijadora de Nz, productora de sideréforos
y solubilizadora de fosfatos, mientras que en plantas de estrés salino se
identificaron las bacterias Kosakonia sacchari y Enterobacter bugandensis con
estas tres propiedades. Solamente un aislado bacteriano perteneciente a la clase
Betaproteobacterias se obtuvo de raices de plantas control (Tabla 1).

Se ha reportado que bacterias pertenecientes a diversos géneros
incluyendo Enterobacter, Pseudomonas, pueden mejorar las condiciones de las
plantas hospederas bajo condiciones de estrés abidtico (Grover et al. 2011;
Nadeem et al. 2016). Al inocular la rizosfera de plantas de Zea mays con
Pseudomona stutzeri se incrementaron los numeros de diazétrofos y oxidantes de
amonio (Metha et al. 2021; Ke et al. (2019). Las cepas Kosakonia sacchari, P.
guariconensis, P. stutzeri, y Enterobacter bugandensis solo se encontraron en
raices de plantas que crecen bajo tratamiento con sal. Estos resultados
concuerdan con previos andlisis metagendmicos de raices de Medicago truncatula
donde se encontraron Enterobacter y Pseudomonas (incluyendo P. stutzeri) en

raices cultivadas bajo condiciones de estrés salino (Yaish et al. 2016).

5.2.1. Bacterias aisladas en raices de plantas de Amaranthus cruentus crecidas
en condiciones control

Pseudomonas knackmussii, pertenece al filo Proteobacteria; la clase

Gammaproteobacteria; al orden Pseudomonadales; familia Pseudomonadaceae y

genero Pseudomonas. P. knackmussii es una bacteria gramnegativa, polarmente

flagelada, movil y de bacillo corta aislada de una planta de tratamiento de aguas
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residuales en Gotinga, Alemania. Es la primera bacteria utilizada para estudiar la
degradacion de compuestos haloaromaticos (Stolz et al. 2007).

P. putida es una especie ampliamente estudiada por sus propiedades
metabdlicas, puede ser usada como sistema modelo para procesos
biotecnolégicos en la agricultura. Ha sido propuesta como herramienta para
biorremediacion en la remocion de contaminantes de suelos, via rizoremediacion,
igualmente es una RPCP (Rizobacterias Promotora del Crecimiento de Plantas)
que establece relaciones comensales con plantas pues favorece la movilizacién de
nutrientes, previene la colonizacion y el desarrollo de patégenos y es un eficiente
colonizador de nicho (Molina et al. 2020).

Variovorax guangxiensis, es una bacteria productora de ACC desaminasa,
ha sido aislada de la rizosfera de cultivos de bananas en la provincia Guangxi de
China (Gao et al. 2015). Se clasifica en el filo Proteobacteria; clase
Betaproteobacteria; orden Burkholderiales; familia Comamonadaceae; y género

Variovorax.

5.2.2. Bacterias aisladas en raices de plantas de Amaranthus cruentus en

condiciones de estrés salino
La especie Kosakonia sacchari pertenece al filo Proteobacteria; clase
Gammaproteobacteria; orden Enterobacterales; familia Enterobacteriaceae vy
genero Kosakonia. La especie se clasific6 originalmente dentro del género
Enterobacter, posteriormente se reclasific6 en el género actual, Kosakonia. K.
sacchari es una bacteria fijadora de nitrégeno llamada asi por su asociacién con la
cafa de azucar (Saccharum officinarum L.) promoviendo su crecimiento. Las
bacterias K. sacchari son bacilos méviles gramnegativos, aerébicos, que no
forman esporas (Chen et al. 2014).

Se reportd una cepa de P. guariconensis mungfali encontrada En cultivos
de Arachis hypogaea L, que sufre la enfermedad de la pudricion de collar causada
por A. niger, fue aislada una cepa de P. guariconensis que es capaz de controlar

la enfermedad mediante la produccion de fitohormonas y solubilizando N, P, Ky
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Zn. En raices de amaranto sometidas a estrés salino aislamos una cepa de P.
guariconensis.

Pseudomonas stutzeri, perteneciente al grupo de las Pseudomonas no
fluorescentes, bacterias gramnegativas, moviles por un solo flagelo. Son
organismos no fermentadores, oxidasa positivos, aerdbicos. Por lo general, se
encuentran en el suelo y rara vez causan enfermedades intrahospitalarias.
Muestran una amplia gama de heterogeneidad fenotipica y genotipica y se
observan un total de dieciocho genomovares dentro de la especie. P. stutzeri
JM300 aislado del suelo mostré caracteristicas desnitrificantes que también se
utilizan como modelo para la transformacion natural (Busquets et al. 2012).
Muchos investigadores identificaron la produccion de IAA, sideréforos y HCN y la
solubilizacion de fosfato en P. stutzeri. Se encontr6 que P. stutzeri A1501, una
bacteria fijadora de N2, mejora la produccion de arroz (Pandey et al. 2013;
VeenaKumari et al. 2020). Estas bacterias mejoran el crecimiento de las plantas
debido a las fitohormonas producidas. EI nimero de pelos radicales y raices
laterales tiende a aumentar cuando se inocula con RPCP y conduce a una mejor
absorcion de los minerales que estan presentes en el suelo (VeenaKumari et al.
2020).

Enterobacter bugandensis, es un miembro de la familia Enterobacteriaceae
dentro de la clase Gammaproteobacteria y el filo Proteobacteria. Se encuentra
ampliamente disperso en diversos nichos ecoldgicos como el agua, el suelo y las
plantas, asi como en el tracto alimentario de los seres humanos. Varias especies
de Enterobacter poseen multiples actividades promotoras del crecimiento y, por lo
tanto, son potenciadoras del crecimiento de las plantas. Sin embargo, otras
especies son patdégenos oportunistas. Los mecanismos a traves de los cuales las
especies de Enterobacter mantienen el crecimiento y la productividad de las
plantas incluyen la fijacion de nitrdgeno, la mejora de la absorcion de nutrientes, la
solubilizacion del fosfato inorganico, la produccion de hormonas vegetales, la
reduccion de los niveles de etileno y la produccion de compuestos
antimicrobianos. Ademas, protegen a las plantas contra los fitopatdgenos (Khalifa
2020).
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5.3. Analisis del metagenoma de rizosfera de Amaranthus cruentus
mediante la secuenciacién del gen ADNr 16S

Después del procesamiento de las secuencias obtenidas por la secuenciacién del

metagenoma, se obtuvieron 187,999 lecturas de secuenciacion masiva (Tabla 2),

de las cuales se obtuvieron un total de 4835 OTUs que se clasificaron usando la

base de datos de Ribosomal Database Project (RDP), y se obtuvo la siguiente

diversidad taxondmica.

Tabla 2. Distribucion de lecturas de los datos obtenidas

por secuenciaciéon masiva del gen ADNr 16S

MUESTRA LECTURAS

CONTROL

Z1 13230

Z2 16476

Z3 23326

Z4 19348
ESTRES

Z5 35406

Z6 23401

Z7 25527

Z8 31285

Z=muestras de Rizosfera.

Como se muestra en la Figura 6, la rizosfera de plantas control a nivel de
filo, se observd que estd dominada por Proteobacterias (47.19%), seguida de
Actinobacterias  (37.94%), Bacteroidetes (5.79%), Firmicutes (3.01%) vy
Acidobacteria (1.77%) similar a lo reportado en la bibliografia (Bulgarelli et al.
2013; Lugtenberg y Kamilova 2009; Miller et al. 2016;.Rodriguez et al. 2019;
Zarraonaindia et al 2015). En cambio para las plantas tratadas bajo estrés salino
observamos los filos de Proteobacterias (47.42%), seguida de Actinobacterias
(29.19%), Bacteroidetes (12.12%), Acidobacteria (3.94%) y Firmicutes (2.34%). En

General se ve un importante cambio en la composicién taxondmica al nivel de filo
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cuando las plantas son sometidas a estrés salino, Disminuyen las Actinobacterias,
de un 37.94 a 29.19% vy los Firmicutes de 3.01 a 2.38%, y el aumento de
Acidobacterias de 1.77 a 3.94%, y Bacteroidetes de 5.79 a 12.12%, aumentando
en mas del doble su diversidad bajo el tratamiento de estrés salino.

A) B)

3.01% 2.38%

Proteobacteria
B Actinobacteria
[ Bacteroidetes
I Acidobacteria

Firmicutes

47.19% 47.42%

Lecturas taxonomica-
mente diversas (<3%)

Figura 6. Composicién taxonémica de la rizosfera de Amaranthus cruentus, al nivel
de filo A) de plantas crecidas en condiciones control y B) plantas sometidas a estrés
salino. Se observa la abundancia relativa de cada filo representado por un color.

Haciendo un analisis mas detallado al nivel de orden (Figura 7), podemos
observar que mientras al nivel de filo no encontramos un cambio en la abundancia
relativa en el filo mas abundante Proteobacteria, 47.19% para muestras control y
47.42% para muestras de estrés salino observamos al nivel de orden los
siguientes componentes del filo Proteobacteria: Rhizobiales, Burkholderiales,
Sphingomonadales, Rhodospirillales, Caulobacterales, Pseudomonadales vy
Xanthomonadales. Del filo Actinobacteria: Rubrobacterales y Streptomycetales. Y
del filo Bacteroidetes los ordenes: Chitinophagales y Cytophagales.
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Figura 7. Abundancia relativa al nivel de orden en rizosfera de Amaranthus
cruentus en plantas control y plantas sometidas a estrés salino. A)
Muestras control Z1, 2, 3 y 4 muestras B) Estrés Z5, 6, 7 y 8. Cada color ilustra
un orden especifico, la abundancia correspondiente al % de lecturas por orden,
del total de lecturas.

Al comparar la composicion taxondémica entre muestras control y estrés
observamos que los 6rdenes de mayor a menor abundancia: Para las muestras
control son: Rhizobiales, Streptomycetales, Rubrobacterales, Sphingomonadales,
Rhodospirillales,  Chitinophagales, @ Xanthomonadales, Caulobacterales vy
Cytophagales.

Mientras que para las muestras de estrés salino la composicion taxonémica a
nivel de orden se ordena de la siguiente forma de mayor a menor abundancia:
Rhizobiales, Streptomycetales, Chitinophagales, Rubrobacterales
Sphingomonadales, Xanthomonadales, Cytophagales Rhodospirillales,
Pseudomonadales Caulobacterales y Burkholderiales.

En comparacion el orden Rhizobiales se mantiene en ambos tipos de
muestras, con la mayor abundancia. Para el orden Streptomycetales la
abundancia es un poco mayor para las muestras control (~5%) que para las
plantas estresadas, en tercer lugar tenemos para muestras de estrés el orden
Chitinophagales con un 7% del total de lecturas, en cambio para muestras control

este orden esta en 7mo lugar con menos de 3% de las lecturas. En su lugar en la
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tercera posicion para los controles y cuarta posicion para estrés tenemos al orden
Rubrobacterales, que se mantiene con abundancias similares en ambos grupos.
En quinto lugar para muestras estrés tenemos el orden Sphingomonadales con
5% de lecturas, igualmente en quinto lugar para muestras control con 3.5%. En
cambio, en cuarto lugar para muestras control encontramos al orden
Burkholderiales, que en muestras estrés se posiciona en el 11vo lugar reduciendo
a la mitad su abundancia relativa. En sexto lugar para muestras estrés tenemos
Xanthomonadales con 4.5%, seguido de Cytophagales con 4% de lecturas,en
séptimo de lecturas. En 8vo observamos a Rhodospirillales para estrés con 3.45%
de lecturas que corresponde al 6 lugar de muestras control con el 2.7% de
lecturas. Por dltimo, para muestras estrés el orden pseudomonadales se
encuentra en el 9no lugar con el 3 % de lecturas, comparado con control donde no
se muestra en la tabla debido a que en ninguna muestra obtuvo mas del 3% de
lecturas.

Dentro del orden Rhizobiales se encuentra el género Rhizobia, que se
caracteriza por ser un grupo de bacterias diazotréficas, usadas cominmente como
co-inoculantes junto con otros microbios (tanto hongos como bacterias) usados
para amplificar la productividad de las BPCP bajo diferentes condiciones de estrés
(Figueiredo et al. 2008; Ahmad et al. 2013; Gomez-Sagasti y Marino 2015).

Se ha reportado a miembros del orden Chitinophagales (familia Unica
Chitinophagaceae) son capaces de degradar quitina y tienen hidrolasas de
celulosa. (Zhuang et al. 2020; Lee et al. 2014). Chitinophagales son un grupo
conocido por metabolizar glucanos complejos como los que constituyen una gran
porcion de los EPS (exopolisacaridos) producidos por cianobacterias y diatomeas
(Cottrell y Kirchman 2000; Lapébie et al. 2019; Rishworth, et al. 2020
Zhu et al. (2021) encontraron el aumento de la diversidad y abundancia de
diazotrofos en suelos con altos contenidos de Hg, y reportaron que el grupo
dominante en rizosfera de trebol de las muestras con mas alta concentracion de
mercurio fueron los Chitinophagales.

Las bacterias pertenecientes al grupo Burkholderiales son conocidas por su
actividad de BPCP (Ali et al. 2014a; Parra-Cota et al. 2014). Sheibani-Tezerji et al.
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(2015) analizaron la secuenciacion del transcriptoma completo de plantas de papa
(Solanum tuberosum L.) colonizadoras de Burkholderia. phytofirmans PsJN para
analizar la respuesta de la cepa PsJN al estrés de la planta. El transcriptoma
mostré una amplia gama de funcionalidades codificadas en el genoma de la cepa
PsJN. Las transcripciones reguladas positivamente en respuesta al estrés por
sequia de las plantas estuvieron involucradas principalmente en la regulacion
transcripcional, la homeostasis celular y la desintoxicacion de especies reactivas
de oxigeno, lo que indica una respuesta al estrés oxidativo en PsJN.

La cepa GRO1 de Burkholderia phymatum es un simbionte de frijol comun
(Phaseolus vulgaris), aislado de ndédulos de plantas cultivadas en suelos
semiaridos en Marruecos. También se report6 la osmotolerancia de B. phymatum

GRO1N en vida libre y en asociacién simbiotica con P. vulgaris (Talbi et al. 2012).
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6. CONCLUSIONES

El contenido de almidén en tejidos de amaranto disminuye en correlacion al
aumento de azucares libres cuando la planta se somete a estrés salino. La prolina
en raices de amaranto expuestas a estrés salino se triplica, como ajuste osmotico.
La contribucion de un conjunto de 6 cepas bacterianas capaces de crecer en
condiciones de estrés salino, con la capacidad de producir sideréforos, 2 cepas
solubilizadoras de fosfatos. Y su potencial biotecnoldgico, nos hace apostar por su
uso en otros cultivos como BPCP.

Es importante resaltar que el orden Pseudomonadales esta aumentado en
el grupo de muestras de estrés salino, comparado con el control. Dicho grupo es
un componente dominante de las cepas bacterianas aisladas (Pseudomonas) con
actividad BPCP, el género Pseudomonas es frecuentemente encontrado en suelos
de cultivos y asociado a tejidos de plantas. Los grupos de bacterias enddfitas
presentes mas comunmente pertenecen a las a-, -, y y-Proteobacteria por lo que
en A. cruentus pueden ayudar a regular el estrés oxidativo, y la homeostasis para
resistir niveles moderados de salinidad, y ademas los solutos libres como la
prolina tienen un papel clave en la regulacion homeostatica.

Existe alto potencial de las bacterias aisladas en A. cruentus como
bacterias benéficas que puedan ser empleadas en cultivos de importancia
alimentaria y comerciales en suelos afectadas por salinidad. Es de gran interés
seguir explorando la diversidad de la microbiota en otros cultivares de amaranto,
en especial de A. hypochondriacus que crecen de forma silvestre desde la época
prehispéanica.

Debido a la dificultad para obtener bacterias cultivables, gran parte de la
diversidad con potencial BPCP, sigue a la espera de ser empleada en la
agricultura, aun asi, es de gran importancia conocer la diversidad de

microorganismos presente en los cultivos prehispanicos como es el amaranto.
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PROSPECTIVAS
Terminar los andlisis bioinforméticos que quedan pendientes de endosfera de raiz,

filosfera de hojas y tallos, preparar un manuscrito para publicar los datos

obtenidos.
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