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La imagen muestra el paisaje en el Espacio Natural de Sierra Nevada. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  
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RESUMEN 

 Los servicios ecosistémicos asociados a los bosques son 

incuestionables, contribuyendo en gran medida tanto al bienestar social 

(proporcionando importantes productos de mercado), como a la regulación de 

numerosos procesos ecológicos (bienes intangibles) (Millennium Ecosystem 

Assessment, 2005). Pese a su importancia a escala global, los biomas forestales se 

encuentran fuertemente amenazados por el cambio climático y los cambios en la gestión 

y uso del suelo. Así, el Espacio Natural de Sierra Nevada, en el sureste de la Península 

Ibérica, es un enclave en el que las previsiones sobre el incremento de las temperaturas, 

el descenso de las precipitaciones anuales, y el aumento de la frecuencia e intensidad 

de los incendios forestales, resultan especialmente preocupantes (Pausas, 2004; 

Zamora et al., 2015). Una de las especies leñosas sobre la cual es notorio el impacto 

del cambio climático y del cambio de gestión de sus masas, es Quercus pyrenaica Willd. 

(roble melojo). Sus bosques se encuentran en la actualidad considerablemente 

degradados y fragmentados, siendo igualmente alarmante su escaso vigor vegetativo 

(Nieto Quintano et al., 2016). Así pues, urge el desarrollo de estrategias silvícolas que 

permitan mejorar el estado de debilitamiento de los melojares nevadenses. En este 

contexto, es conocido el importante papel que las bacterias desempeñan en los 

ecosistemas forestales, participando en los ciclos biogeoquímicos de los elementos y 

contribuyendo al mejor estado general de salud de las plantas mediante diversos 

mecanismos, como la mejora de la biodisponibilidad de ciertos nutrientes y la protección 

de sus hospedadores frente a organismos fitopatógenos (Glick, 2012; Lladó et al., 2017). 

 En este trabajo se han caracterizado – a nivel genotípico, taxonómico, funcional 

o enzimático, según el caso – las bacterias asociadas a la raíz de plantas leguminosas 

silvestres y de roble melojo, al objeto de poder llevar a cabo en un futuro tareas de 

prevención de incendios y de mejora de las masas boscosas del Espacio Natural de 

Sierra Nevada. 

 En primer lugar, se caracterizaron las bacterias aisladas del interior de los 

nódulos de las leguminosas Lathyrus cicera, L. intrincatus, Vicia sativa subsp. 

angustifolia, V. disperma, Trifolium glomeratum y T. cherleri, al objeto de poder mejorar 

la calidad de dichas especies que forman parte de la flora forrajera naturalmente 

presente en Sierra Nevada. El genotipado de 205 aislados reveló la gran diversidad 

genotípica de mismos. A su vez, el análisis taxonómico basado en varios genes 

cromosómicos permitió clasificar las cepas en estudio en el grupo filogenético de 

Rhizobium leguminosarum. Sin embargo, ninguna de ellas pudo ser identificada a nivel 

de especie: si bien algunas cepas podrían considerarse como candidatas a nuevas 

especies, en otros casos el diverso origen filogenético de las mismas según el gen 

cromosómico en estudio hizo imposible su identificación. Por el contrario, el análisis del 

gen de nodulación nodC demostró que las cepas aisladas de Vicia spp. y Lathyrus spp. 

pertenecen al simbiovar viciae, mientras que aquellas obtenidas de los nódulos de 

Trifolium correspondieron al simbiovar trifolii. Dichos resultados han sido ya publicados 

(Villadas et al., 2017) y se recogen en el Capítulo I de la presente memoria de Tesis. 

 De forma previa al desarrollo de bioinoculantes a aplicar sobre un hospedador 

vegetal concreto, resulta esencial conocer en detalle la comunidad procariota asociada 

al mismo (Kaminsky et al., 2019). La pirosecuenciación de amplicones correspondientes 
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al gen rrs así como del ds-cDNA derivado de sus transcritos permitió llevar a cabo un 

estudio detallado sobre la composición y estructura de las comunidades procariotas 

totales y potencialmente activas, respectivamente, que habitan la rizosfera de roble 

melojo. Los resultados obtenidos revelaron que el core procarioma total y 

potencialmente activo se encuentra definido por un número relativamente bajo de OTUs 

que dominan la rizosfera de roble melojo. Mediante la comparación de ambos tipos de 

poblaciones fue posible además determinar que ciertos OTUs pertenecientes a los 

géneros Phenylobacterium y Pseudomonas, entre otros, podrían encontrarse 

sintetizando activamente ribosomas aun encontrándose en baja abundancia en el suelo 

rizosférico. Así, los resultados incluidos en el Capítulo II y publicados recientemente 

(Lasa et al., 2019a) sugieren que los mencionados OTUs podrían ser influyentes en el 

hábitat en estudio. 

 Una vez conocida la composición del procarioma rizosférico, se realizaron 

diferentes análisis (mediante secuenciación masiva con Illumina) con los que se 

pretendió conocer si las comunidades procariotas de la rizosfera de robles inoculados y 

no inoculados en vivero con un consorcio bacteriano, previamente obtenido por el grupo 

de investigación, son diferentes tras año y medio de su trasplante a campo. La 

comparación de los índices diversidad α, estructura, perfiles taxonómicos y de las 

posibles funciones desempeñadas por los miembros de ambas comunidades 

procariotas permitió confirmar que no existen diferencias entre las poblaciones de robles 

inoculados y control, a ninguno de los niveles estudiados (Capítulo III). 

 Dado que la inoculación bacteriana aparentemente no resultó en una alteración 

de las comunidades procariotas, se procedió a la búsqueda en el entorno radicular de 

roble melojo de posibles candidatos bacterianos a bioinoculantes, en base a los 

resultados obtenidos en el Capítulo II. Inicialmente, a partir de la rizosfera de roble 

melojo se aislaron 44 cepas pertenecientes al género Pseudomonas genotípicamente 

diversas, de las cuales algunas podrían pertenecer a la especie P. lactis y otras a hasta 

cinco nuevas especies. Por otro lado, de la endosfera radicular se aislaron 17 cepas 

cuya identificación taxonómica reveló que todas pertenecían al género Luteibacter, y 

con alta probabilidad a la especie L. rhizovicinus (Capítulo IV).  

Finalmente, se procedió a la caracterización funcional de las 61 cepas aisladas 

del entorno radicular de roble melojo, para lo cual se estudió en primera instancia el 

potencial rol de las mismas en la descomposición de la materia orgánica. Mediante la 

realización de ensayos fluorimétricos se estudió la actividad de 12 enzimas hidrolíticos 

extracelulares, analizando la actividad de los mismos en asociación a la pared celular 

bacteriana, y cuando estos son excretados al medio extracelular. Así, en el caso de las 

cepas pertenecientes al género Luteibacter pudo apreciarse que gran parte de la 

actividad total de la mayoría de los enzimas se atribuye a la fracción celular, siendo la 

estrategia de utilización de enzimas de las cepas del género Pseudomonas variable y 

dependiente del enzima considerado. Teniendo en cuenta la actividad detectada en 

ambas fracciones, fue posible determinar que las cepas pertenecientes al género 

Luteibacter son capaces de producir un amplio rango de polisacarasas (celulasas, 

diversos tipos de hemicelulasas y quitinasa), así como fosfata ácida y lipasa. En el caso 

de las cepas adscritas al género Pseudomonas, la producción y actividad de los enzimas 

hidrolíticos estudiados resultó más modesta, siendo 15 el número promedio de enzimas 

producidos. Nuevamente, la lipasa y la fosfatasa ácida fueron los enzimas producidos 
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por mayor número de cepas del género Pseudomonas y aquellos para los que se 

detectó un mayor nivel de actividad. Así, los resultados de los ensayos enzimáticos 

(correspondientes al Capítulo V y ya publicados, Lasa et al., 2019b) demostraron que 

las bacterias analizadas aisladas de la rizosfera y endosfera radicular de roble melojo 

podrían contribuir, en diferente medida, a la degradación de la materia orgánica. Ello a 

su vez implica que podrían participar activamente en los ciclos del carbono (C), 

nitrógeno (N) y fósforo (P), procesos clave en los ecosistemas forestales (Lladó et al., 

2017). 

La caracterización funcional culminó con la evaluación in vitro de varias 

propiedades asociadas a la promoción directa e indirecta del crecimiento vegetal. Así, 

el potencial efecto beneficioso de las bacterias en estudio sobre el desarrollo vegetal 

quedó reflejado en la capacidad de 18, 22, 31, 38, 39 y 40 cepas del género 

Pseudomonas de producir proteasas, compuestos indólicos, solubilizar Ca3(PO4)2, 

producir endocelulasas, solubilizar CaHPO4 y sintetizar sideróforos. A su vez, todas 

fueron capaces de expresar catalasa y tolerar ácido tánico, siendo dos de ellas capaces 

de inhibir el crecimiento de hongos fitopatógenos que afectan a quercíneas 

(Biscogniauxia mediterranea, Diplodia corticola, Armillaria mellea). Asimismo, todas las 

cepas del género Luteibacter mostraron habilidad de producir sideróforos, catalasa, 

compuestos indólicos, endocelulasas y dos de ellas de sintetizar proteasas. En última 

instancia el efecto promotor del crecimiento vegetal fue demostrado mediante ensayos 

in planta sobre Medicago sativa (alfalfa) para 12 de las cepas en estudio, si bien este no 

pudo ser observado sobre quercíneas, ni tan siquiera sobre plántulas de Q. pyrenaica 

(Capítulo VI). 

Teniendo en consideración los resultados obtenidos en este trabajo, es posible 

concluir que el Espacio Natural de Sierra Nevada – y en concreto el nicho radicular de 

plantas leguminosas forrajeras y de la leñosa Q. pyrenaica – constituye un excelente 

reservorio de diversidad bacteriana a diferentes niveles. En dicho hábitat es posible 

encontrar bacterias con potencial promotor del crecimiento vegetal (directo e indirecto), 

y con un posible marcado papel en el ciclo de ciertos elementos como el C, P y N. La 

utilización como bioinoculantes de plantones de roble melojo con los que llevar a cabo 

tareas de repoblación se presenta como una herramienta de bajo impacto ecológico y 

prometedora en el ámbito de la silvicultura integrada, siendo aún necesario profundizar 

en ciertos aspectos en el futuro. 
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SUMMARY 

The ecosystem services associated with forests are very valuable, since they 

contribute to society’s welfare to a great extent (for example, by providing important 

market products), and especially to the regulation of numerous ecological processes 

(intangible goods) (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). In spite of their worldwide 

significance, forest biomes are strongly threatened by climate change and land use and 

management changes. Therefore, the predicted rise in temperatures, decrease in annual 

rainfall levels and the consequent increase in the frequency and intensity of forest fires, 

are especially worrying in the Natural Space of Sierra Nevada, in the southeast of the 

Iberian Peninsula (Pausas, 2004; Zamora et al., 2015). Quercus pyrenaica Willd. (also 

known as melojo oak) is one the woody species which is markedly affected by the change 

in the management of its forests and by climate change. Its forests show an advanced 

state of deterioration and fragmentation, thus the vegetative vigour of this species is 

currently considered extremely worrying (Nieto Quintano et al., 2016). Therefore, it is 

imperative to develop silvicultural strategies in order to improve the overall weakening 

state of melojo oak forests located in Sierra Nevada. In this sense, it is already well 

known the essential role that bacteria usually play in forest ecosystems. Bacteria 

intervene in important processes related to biogeochemical cycles, also being able to 

contribute to the general plant fitness through diverse mechanisms, namely by improving 

the bioavailability of several nutrients and by protecting their plant host against 

phytopathogenic organisms (Glick, 2012; Lladó et al., 2017). 

In this work, we characterised those bacteria associated with the roots of wild 

forage leguminous plants and melojo oak – in a genotypic, taxonomic, functional or 

enzymatic way, depending on the case – , in order to develop in the near future forest 

fire prevention tasks and strategies to improve the state of the forests in the Natural 

Space of Sierra Nevada. 

Firstly, those bacteria inhabiting roots nodules of the leguminous plants Lathyrus 

cicera, L. intrincatus, Vicia sativa subsp. angustifolia, V. disperma, Trifolium glomeratum 

and T. cherleri were characterised with the aim of improving the quality of that forage 

species naturally growing in Sierra Nevada. The fingerprinting profiles of the 205 

bacterial isolates obtained from nodules revealed that those plant species’ 

endosymbionts are genotipically very diverse. The taxonomic analysis based on four 

chromosomic genes showed that all the selected strains belonged to the Rhizobium 

leguminosarum phylogenetic group. Nevertheless, none of them could be classified into 

any described species of genus Rhizobium. Some strains could belong to novel 

undescribed species, while the different phylogenetic origin of several strains depending 

on the considered gene did not allow their classification. On the other hand, the analysis 

of the nodulation nodC gene revealed that all the strains isolated from Vicia spp. and 

Lathyrus spp. nodules belonged to symbiovar viciae, and those nodulating Trifolium spp. 

corresponded to symbiovar trifolii. All these results have already been published 

(Villadas et al., 2017) and are included in Chapter I of this Doctoral dissertation. 

In order to develop a new bioinoculant to be applied to a specific plant host, it is 

fundamental to analyse in detail the autochthonous prokaryotic community associated to 

the mentioned host (Kaminsky et al., 2019). Through the pyrosequencing of rrs gene 

amplicons, as well as the ds-cDNA derived from its transcripts, the structure and 
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composition of the total and potentially active prokaryotic communities dwelling in the 

rhizosphere of melojo oak was respectively analysed. The obtained results revealed that 

both total and potentially active core procariomes were dominated by a relatively small 

number of OTUs highly abundant. When both populations were compared, we found that 

several OTUs belonging to Phenylobacterium and Pseudomonas, among other genera, 

could be synthesising ribosomes actively in spite of their scarce relative abundance in 

melojo oak’s rhizosphere. Therefore, it suggests that the mentioned OTUs may have 

influence on the considered ecological niche. These results are presented in Chapter II 

and have already been published (Lasa et al., 2019a). 

Once the composition and structure of melojo oak’s rhizospheric communities 

were described, further ecological analyses were accomplished by Illumina deep 

sequencing, with the aim of determining whether the prokaryotic communities of non-

inoculated and inoculated melojo oak trees with a bacterial consortium, previously 

obtained by our research group, were different one year and a half after their 

transplantation. The comparison of α diversity indices, structure, taxonomical profiles 

and potential functions performed by prokaryotic members of both communities showed 

that there were no statistically significant differences between the populations of 

inoculated and non-inoculates trees, at any of the studied levels (Chapter III). 

Given that bacterial inoculation apparently did not alter melojo oak’s prokaryotic 

communities, we sought autochthonous bacteria associated with melojo oak’s roots 

showing plant growth promoting abilities, in order to develop bacterial bioinoculants in 

the future. On the one hand, we isolated 44 rhizospheric strains belonging to genus 

Pseudomonas, which were genotipically diverse. Some of them belonged to the species 

P. lactis, while others could be affiliated with even five novel species of this genus. On 

the other hand, 17 isolates were obtained from Q. pyrenaica’s root endosphere, all of 

them belonging to genus Luteibacter, probably to species L. rhizovicinus (Chapter IV). 

Finally, the 61 root-associated bacterial strains were functionally characterised. 

The ability of the strains to enzymatically decompose plant and fungal biomass was 

assayed through fluorimetric assays. Specifically, the enzyme deployment strategy of 

the strains was evaluated by exploring the activity of cell wall-attached and freely-

released hydrolytic enzymes. In the case of the strains belonging to genus Luteibacter, 

cell-bound enzymes accounted for most of the total enzymatic activity, whereas the 

enzyme deployment strategy of Pseudomonas strains differed depending on the enzyme 

considered. Taking heed of the enzymatic activity recorded in both cell-bound and cell-

free fractions, it was possible to determine that the strains isolated from root endosphere 

were able to synthesise a wide range of polysaccharases (cellulases, different types of 

hemicellulases, and chitinase), in addition to acid phosphatase and lipase. The spectrum 

of the enzymes produced and the titers of activity were more modest in the case of genus 

Pseudomonas, whose strains expressed 15 enzymes on average. As in the case of 

genus Luteibacter, acid phosphatase and lipase were the enzymes synthesised by all 

the strains, and those for which the highest activity levels were recorded. Therefore, the 

results concerning the enzymatic assays (Chapter V and already published, Lasa et al., 

2019b) demonstrated that those studied bacteria associated with melojo oak roots could 

be involved in the organic matter decomposition to a different extent. It also suggests 

that these strains may contribute to carbon (C), nitrogen (N) and phosphorus (P) cycles, 

essential processes in forest ecosystems (Lladó et al., 2017). 
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The functional characterisation of root-associated strains culminated in in vitro 

assessments of several direct and indirect plant growth promoting-related traits. In this 

sense, 18, 22, 31, 38, 39 and 40 strains corresponding to genus Pseudomonas were 

able to express proteases, indole-related compounds, solubilise Ca3(PO4)2, produce 

endocellulases, solubilise CaHPO4 and synthesise siderophores, respectively. In 

addition, all of the strains were able to produce catalase, tolerate tannic acid, although 

only two inhibited the growth of several Quercus-affecting phytopathogenic fungi, namely 

Biscogniauxia mediterranea, Diplodia corticola and Armillaria mellea. In a similar way, 

those strains belonging to genus Luteibacter showed the ability to produce siderophores, 

catalase, indole-related compounds, endocellulase and just two of them, to express 

proteases. The plant growth promoting potential of 12 strains was confirmed on 

Medicago sativa (alfalfa) plants, while none of the tested strains were able to affect 

positively Q. pyrenaica’s fitness (Chapter VI). 

Taking into account all the results obtained along this research work, it is possible 

to conclude that the Natural Space of Sierra Nevada – and especially root-related 

ecological niche of wild leguminous plants and woody species such as Q. pyrenaica – is 

a hotspot of bacterial diversity at different levels. This habitat harbours direct and indirect 

plant growth promoting abilities-showing bacterial members, which may participate in the 

turnover of some elements such as C, N, P. In addition, the use of bacterial inoculants 

on melojo oak plantlets with which carry out afforestation tasks seems to be a strategy 

with an associated low ecological impact. Therefore, it could represent a promising tool 

in the context of integrated silviculture, although further analyses should be performed in 

the future to perfect this technology. 
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La imagen muestra bajo un individuo de Quercus pyrenaica, el paisaje  en el Parque Natural de Peñas de Aia 

(Gipuzkoa) 

Fuente: Ana V. Lasa.  
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1. Importancia y riesgos a los que se enfrentan los ecosistemas forestales 

 Con una extensión global aproximada de 38 ·106 km2, y más de 3 trillones de 

árboles sobre la Tierra (Crowther et al., 2015), la relevancia de los biomas forestales 

resulta innegable. Los bosques (boreales, templados o tropicales) proporcionan 

numerosos servicios ecosistémicos, entendiéndose estos como los beneficios que el ser 

humano puede obtener de los ecosistemas. Son una fuente importante de diferentes 

bienes, proporcionando desde productos de mercado (madera y leña, fibras, pastos, 

alimentos, etc.) hasta servicios reguladores o culturales, entre los que se incluye la 

protección del suelo, la regulación hidrológica, o la creación de entornos recreativos, 

entre otros (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Los ecosistemas forestales 

albergan una elevada biodiversidad a nivel global, además de contribuir en gran medida 

a la regulación del clima y los ciclos biogeoquímicos de los elementos. Un claro ejemplo 

es su relevante papel en el ciclo del carbono (C) puesto que la proporción de CO2 fijado 

por los productores primarios (e.g., los árboles) puede llegar a exceder 

considerablemente las pérdidas por respiración (Malhi et al., 1999), actuando pues como 

sumideros de C.  

 Sin embargo, el signo del efecto antropogénico sobre los biomas forestales es 

marcadamente negativo y ancestral. Tal es así, que se estima que la cantidad total de 

árboles en el planeta se ha reducido en aproximadamente un 45.8% desde la aparición 

de los humanos. Anualmente tiene lugar la desaparición de aproximadamente 15 

billones de árboles y la pérdida de una cobertura vegetal de 192,000 km2, debidas 

fundamentalmente a varios componentes del conocido cambio global1 (Crowther et al., 

2015). Los bosques se ven fundamentalmente afectados por el cambio climático, el cual 

se encuentra marcado por el incremento de las temperaturas, la variación en el régimen 

de precipitaciones y el aumento de la frecuencia de episodios climáticos extremos. 

Además, debe remarcarse la contribución al cambio global de los cambios en la gestión 

y uso del suelo (deforestaciones y fragmentación de los bosques, abandono de tierras 

agrícolas, entre otros). Los cambios en la biogeografía de muchas especies, asociados 

a variaciones, contracciones o expansiones de las áreas de distribución (incluyendo 

extinciones) y la dominancia en ciertos casos de algunas especies de naturaleza 

invasiva tienen importantes consecuencias en los biomas forestales (Vericat y Piqué, 

2012). 

 Desde la aparición de los bosques en nuestro planeta (hace aproximadamente 

400 millones de años), estos se han visto a sujetos a numerosos e intensos cambios 

climáticos, ocasionados fundamentalmente por diversos factores geológicos 

(vulcanismos, tectónica de placas, glaciaciones, etc.) e incluso por colisiones puntuales 

de asteroides con la Tierra. Los bosques siempre se han recuperado de dichos cambios 

                                                           
1 En una de las primeras definiciones, el cambio global es descrito como “Cambios en el medio 
ambiente global (incluyendo alteraciones en el clima, productividad del suelo, océanos y recursos 
hídricos, química atmosférica y sistemas ecológicos) que pueden alterar la capacidad de la Tierra 
para sustentar la vida” (101º Congreso de los Estados Unidos, 1990). Se considera que el cambio 
global se halla integrado por varios componentes como los cambios climáticos, cambios en la 
composición atmosférica y ciclos biogeoquímicos, cambios en la gestión y uso del suelo, así 
como por cambios en la distribución de especies y efectos sobre las poblaciones humanas y su 
economía. 
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climáticos variando su composición específica, estructura o distribución conforme a los 

cambios ambientales. Sin embargo, cuando las alteraciones han sucedido de forma 

rápida los bosques han sido capaces de superarlas, suponiendo ello varias extinciones 

masivas (Vericat y Piqué, 2012). En este sentido, debe tenerse en cuenta que el ritmo 

actual del cambio climático es el mayor de los últimos 10,000 años, y que este se 

produce en un contexto de cambio global, acompañado de una fuerte componente 

antropogénica que hace que los ecosistemas forestales se encuentren profundamente 

alterados (Vericat y Piqué, 2012).  

1.1. Ecosistemas forestales de la montaña mediterránea 

 Una de las zonas para las cuales se prevé un mayor impacto del cambio global 

es la Cuenca del Mediterráneo (McCarthy et al., 2001). Esta se extiende a lo largo de 

aproximadamente 3800 km de este a oeste, comprendiendo desde el extremo de 

Portugal hasta las playas de Líbano. De norte a sur su extensión es de unos 1000 km, 

cubriendo desde el norte de Italia hasta Marruecos y Libia (Sundseth, 2010). Se trata 

por lo tanto de una zona de transición entre el árido clima del norte de África y aquel 

templado y lluvioso de Europa central. La región mediterránea constituye un mosaico 

excepcional de ecosistemas tanto terrestres como acuáticos (marinos y de agua dulce). 

Es característica la alta biodiversidad que alberga así como su gran variabilidad 

geológica, edáfica, topográfica y climática. Tal es así, que el rango de precipitación anual 

se encuentra comprendido entre 100 y 2500 mm, mientras que la temperatura media 

anual puede oscilar entre 5 y 20 °C, siendo típicos los intensos periodos de sequía, las 

altas temperaturas estivales y los inviernos fríos y húmedos (Palahí et al., 2008). El clima 

de la región mediterránea es en ocasiones caprichoso, teniendo lugar en distintos 

periodos del año repentinos aguaceros torrenciales así como episodios de fuertes 

vientos (Sundseth, 2010). Así pues, en ciertas ocasiones los bosques mediterráneos se 

encuentran expuestos a condiciones climáticas extremas, destacando principalmente 

las pronunciadas sequías y las duras temperaturas del verano. 

 Las previsiones sobre el cambio global auguran un incremento de las 

temperaturas y una reducción de la disponibilidad hídrica. Se prevé además un 

incremento en la frecuencia e intensidad de los periodos de sequía, lo cual es esperable 

que tenga un fuerte impacto especialmente en los bosques mediterráneos, donde la tasa 

de transpiración puede llegar a alcanzar hasta un 80% de la precipitación (Palahí et al., 

2008). Ello unido a las características climáticas típicas de la región mediterránea hace 

que los efectos del cambio global sean considerados de especial preocupación en esta 

región, considerándose que los ecosistemas mediterráneos de montaña – entre ellos 

los forestales – sean especialmente vulnerables a factores bióticos y abióticos (Palahí 

et al., 2008; Vericat y Piqué, 2012).  

Existen evidencias científicas de que el cambio global afectará a la fenología e 

interacción entre especies que habitan los ecosistemas forestales mediterráneos 

(Zamora et al., 2015). Consecuentemente, es previsible que el cambio global suponga 

alteraciones en la estructura y composición de la vegetación, migraciones altitudinales 

de especies, decaimiento y aumento de la mortalidad vegetal asociados al estrés 

hídrico, extinción de especies, incremento de los problemas de regeneración de los 

bosques, aumento de la extensión de especies invasoras y plagas, aumento del impacto 

de las perturbaciones (por ejemplo, los incendios forestales) o disminución de la 
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capacidad de secuestrar C atmosférico en los bosques (Regato, 2008; Serrada Hierro 

et al., 2011).  

1.1.1. Ejemplo de ecosistema de montaña mediterráneo: Espacio 

Natural de Sierra Nevada  

 

1.1.1.1. Características generales 

 Cabe destacar que el estado de los ecosistemas forestales mediterráneos es 

manifiestamente diferente en función de la localización considerada. Así, los bosques 

del este y sureste se han visto sometidos a lo largo de su historia a una intensa presión 

humana, encontrándose fuertemente amenazados por la sobreexplotación de los 

mismos para la obtención de leña, por el clareo para el aprovechamiento agrícola o por 

el sobrepastoreo. Dichas acciones, combinadas con las duras condiciones climáticas 

típicas del estío, han acarreado problemas de degradación y deforestación, resultando 

en una erosión considerable del suelo y en una marcada desertificación de muchas 

áreas (Palahí et al., 2008). 

 Como se ha comentado, los ecosistemas mediterráneos de montaña son 

especialmente vulnerables al cambio global, siendo el Espacio Natural de Sierra Nevada 

un enclave representativo de este tipo de ecosistemas, y por ende un formidable espejo 

en el que se reflejan los efectos del cambio global. El mencionado Espacio Natural 

comprende un extenso macizo montañoso ubicado en el sureste de la Península Ibérica 

y se encuentra integrado por el Parque Nacional y Parque Natural de Sierra Nevada. 

Este se extiende a su vez desde el sureste de la ciudad de Granada hasta el extremo 

occidental de la provincia de Almería, encontrándose ubicado en el corazón de la 

Cordillera Penibética (Junta de Andalucía. Consejería de Agricultura, Ganadería, Pesca 

y Desarrollo Sostenible, 2019). La superficie total del Espacio Natural de Sierra Nevada 

es de 172,238 ha, de las cuales 85,883 corresponden al Parque Nacional. En 1986 el 

macizo de Sierra Nevada fue internacionalmente reconocido como Reserva de la 

Biosfera, siendo tres años después declarado Parque Natural por el Parlamento de 

Andalucía dadas las particularidades de la flora, fauna, geomorfología y paisaje que lo 

caracterizan. Posteriormente, se propuso su declaración como Parque Nacional hasta 

que en 1999 este fue reconocido y sumado a la Red de Parques Nacionales (Gobierno 

de España, 1999). Así pues, la declaración e inclusión del Parque Nacional de Sierra 

Nevada en la Red integrada por dichos Parques, supuso la incorporación a la misma, 

por primera vez, de los ecosistemas de alta montaña mediterránea. (Gobierno de 

España. Ministerio para la Transacción Ecológica, 2019). 

Localizado entre las coordenadas N 37° 12’ 40’’, W 03° 32’ 51’’ y N 36° 56’ 26’’, 

W 02° 39’ 50’’, el Parque Nacional de Sierra Nevada es el macizo de alta montaña más 

meridional de todo el continente europeo, albergando 15 cumbres que superan los 

3000 m de altitud sobre el nivel del mar (msnm), entre ellas la más alta de la Península 

Ibérica (Mulhacén, 3482 msnm). 

La red hidrográfica de Sierra Nevada es amplia y profusa, pues esta se compone 

de abundantes ríos, arroyos, acuíferos y barrancos con gran influencia de las nieves de 

las altas cumbres. En el extremo suroccidental el río Ízbor recoge el agua de otros ríos 

que nacen en el núcleo de Sierra Nevada, mientras que en el norte discurre el río Genil 
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y en la parte más meridional lo hacen los ríos Guadalfeo, Adra y Andarax. 

Termoclimáticamente, fuertes diferencias pueden encontrarse entre la vertiente 

meridional – influida por el mar Mediterráneo – y la vertiente norte, mucho más fría, 

detectándose a su vez una gran amplitud térmica a lo largo del gradiente altitudinal. En 

general se considera que los veranos en el macizo de Sierra Nevada son suaves y los 

inviernos fríos y con frecuentes heladas, situándose la temperatura media anual entre 

los 5 y 10 °C. 

 Debido al aislamiento geográfico, a los pronunciados gradientes altitudinales y a 

la diversidad en cuanto a nichos ecológicos se refiere, el macizo de Sierra Nevada 

constituye un refugio excepcional para la flora. Tal es así que este enclave se caracteriza 

por su variada vegetación, comprendiendo desde pastizales de alta montaña hasta 

matorrales mediterráneos, pasando por piornales e incluso bosques caducifolios. En 

este enclave se pueden encontrar 2100 especies vegetales catalogadas de las 

aproximadamente 8000 que se conocen en la Península Ibérica. 116 se encuentran 

amenazadas y 66 son endémicas de esta región (Junta de Andalucía. Consejería de 

Agricultura, Ganadería, Pesca y Desarrollo Sostenible, 2019). Así, se considera que la 

flora del Espacio Natural de Sierra Nevada es una de las de mayor valor de Europa. 

Dichas singularidades, entre otras, han hecho que este Espacio Natural haya recibido 

ciertos reconocimientos nacionales e internacionales. Es Zona Especial de 

Conservación, Zona de Especial Protección para las Aves, y consecuentemente 

Espacio Protegido Red Natura 2000. Además, se considera Red Natural Fluvial y se 

halla adherido a la Carta Europea de Turismo Sostenible (Junta de Andalucía. 

Consejería de Agricultura, Ganadería, Pesca y Desarrollo Sostenible, 2019). Sierra 

Nevada es un área montañosa excepcional para la realización de estudios sobre el 

cambio global, ya que los gradientes altitudinales representan cambios similares a los 

que se podrían observar a lo largo de los gradientes latitudinales en una escala temporal 

mayor, pero a menor escala espacial. Es por ello por lo que Sierra Nevada fue incluida 

entre las 28 Reservas de la Biosfera de Montaña de la Red Internacional de 

Investigación y Seguimiento del Cambio Climático, en el marco del proyecto 

internacional de la UNESCO denominado GLOCHAMORE (Global Change in Mountain 

Regions), enfocado hacia el seguimiento del cambio global en las regiones montañosas 

(UNESCO, 2019a). En la continuación del mencionado proyecto, conocida como 

GLOCHAMOST (Global and Climate Change in Mountain Sites), Sierra Nevada fue una 

de las diez Reservas de la Biosfera seleccionadas a nivel mundial para estudiar la 

influencia del cambio global y en especial del cambio climático (UNESCO, 2019b). 

1.1.1.2. Riesgos a los que se enfrenta Sierra Nevada 

 

1.1.1.2.1. Cambio global 

 Ambos proyectos de la UNESCO han permitido confirmar la llegada y el 

asentamiento del cambio global, y prevén una prolongación del mismo en el macizo de 

Sierra Nevada. Así, entre los años 1960 y 2010 se ha registrado un aumento de las 

temperaturas medias anuales y un descenso de las precipitaciones en Sierra Nevada, 

tendencias que se acentúan en las cotas más altas (Pérez-Luque et al., 2015a). Las 

simulaciones meteorológicas realizadas para este Espacio Natural auguran una 

continuación de las tendencias observadas para finales del presente siglo, 
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prediciéndose un incremento de las temperaturas máximas de entre 2.56-6.22 °C, y un 

ascenso de 1.81-4.38 °C de las temperaturas mínimas. Los modelos también prevén un 

descenso en las precipitaciones, si bien la incertidumbre asociada a las simulaciones 

sobre esta variable no permite adelantar cifras concretas (Pérez-Luque et al., 2015b). 

En este mismo contexto, se ha registrado una clara tendencia descendente de la 

duración de la presencia de la nieve, la cual se acentúa conforme se avanza en altitud 

(reducción de 3.8 días de duración de la nieve a 2500 msnm entre los años 2010-2014). 

Lamentablemente, también se ha observado una progresiva pérdida de hielo glaciar 

relicto del circo glaciar de El Corral del Veleta. Así pues, es previsible que las 

alteraciones en el estado y comportamiento de la cubierta de nieve asociadas al cambio 

global afecten al correcto funcionamiento de bosques, matorrales, ecosistemas 

acuáticos e incluso a las actividades agrícolas desarrolladas en Sierra Nevada (Zamora 

et al., 2015). Sin embargo, los efectos recién mencionados constituyen tan solo algunos 

de los ejemplos de los múltiples que afectan a este Espacio Natural. 

1.1.1.2.2. Incendios forestales 

 El progreso socioeconómico experimentado desde comienzos del siglo XIX 

asociado al desarrollo industrial ha supuesto un importante éxodo rural en España. En 

el caso específico de Sierra Nevada, la montaña ha sido intervenida secularmente, 

conformándose en consecuencia un bosque antropizado fuertemente dependiente de la 

intervención del ser humano. Así, el abandono de las prácticas agrícolas que contribuían 

al mantenimiento del paisaje en esta zona ha supuesto una matorralización y 

homogeneización del mismo, encontrándose el paisaje homogéneo en alto riesgo de 

sufrir incendios (Lasanta et al., 2006). Al mismo tiempo debe tenerse en cuenta que las 

prácticas reforestadoras llevadas a cabo fundamentalmente durante mediados de la 

década de los 40 y hasta bien avanzada la década de los 50, supusieron la introducción 

de excesivas especies resinosas a alta densidad de pies por hectárea (Gómez Zotano 

et al., 2005). Por otro lado, tal y como se ha mencionado, es previsible que en la zona 

mediterránea, y particularmente en Sierra Nevada, tenga lugar un incremento de las 

temperaturas y un descenso de las precipitaciones a consecuencia del cambio global, 

lo cual se considera que lleva asociado un aumento en la frecuencia de los incendios 

forestales (Pausas, 2004). Así pues, el cambio del uso del suelo y el cambio climático 

son considerados como dos factores altamente influyentes sobre la frecuencia de los 

incendios forestales. 

 En líneas generales, los incendios suponen una importante alteración de los 

ecosistemas forestales. Así, el fuego afecta al ciclo de los nutrientes, supone la 

mortalidad de los árboles, cambios en la dirección de la sucesión ecológica, induce la 

germinación de las semillas de algunas especies, supone una pérdida del banco edáfico 

de semillas, conlleva cambios en las capas orgánicas superficiales del suelo y en los 

tejidos reproductivos y las raíces de las plantas, además de promover la volatilización 

de ciertos componentes del suelo (Whelan, 1995). 
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 Debe mencionarse que en España, durante el periodo comprendido entre los 

años 2008-2017 se registró un promedio anual de 12,573 siniestros2, siendo el año 2018 

aquel del último decenio para el que se reportó un menor número de siniestros (7143). 

La superficie total afectada por el fuego en el año 2018 (29,901.47 ha) también resultó 

inferior al promedio anual registrado para la época del 2008 al 2017, siendo esta de 

132,113.69 ha (Gobierno de España. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, 

2019). En el caso concreto de Sierra Nevada, aunque fuera de los periodos temporales 

recién mencionados, no debe olvidarse el devastador incendio acaecido el 22 de 

septiembre de 2005. Este arrasó una superficie de 3416.74 ha, encontrándose más del 

95% del área total afectada entre los límites del Parque Nacional y del Parque Natural. 

Por los innumerables daños ocasionados tanto en la flora como en la fauna, el incendio 

de 2005 fue considerado como una absoluta catástrofe ecológica (Gómez Zotano et al., 

2005). 

1.1.1.2.3. Degradación y debilitamiento de masas boscosas: 

caso específico de Quercus pyrenaica Willd. 

 

1.1.1.2.3.1. Características generales de la especie 

 El género Quercus (familia Fagaceae) incluye diferentes especies de quercíneas 

entre las que se encuentra Quercus pyrenaica Willd., la cual también es conocida como 

roble melojo, rebollo o marojo, si bien los nombres vernáculos que recibe dependen de 

la zona geográfica que se considere (Jiménez Sancho et al., 1997).  

 Se trata de una fagácea de longevidad media de 300 años, cuya talla puede 

oscilar entre 15 y 25 m, y con marcados caracteres morfológicos y fisiológicos que han 

permitido su adaptación a los climas continentales y mediterráneos. Destaca la 

marcescencia de esta especie: aun secas, las hojas permanecen en las ramas en 

invierno para proteger las yemas y los nuevos brotes, y caen durante la brotación. Este 

comportamiento le permite adaptarse a las bajas temperaturas a las que se puede 

enfrentar, y además, gracias a su tardía brotación es capaz de reducir el daño 

ocasionado por nevadas y heladas que pueden acaecer bien avanzada la estación 

primaveral (Jiménez Sancho et al., 1997). En la Figura 1A y B se muestra el aspecto de 

las hojas y las flores de esta especie. 

 La singularidad de esta especie reside a su vez en su capacidad para habitar 

regiones con una marcada sequía y fuertes insolaciones veraniegas. Es el denso 

tomento presente en el haz y el envés de sus hojas (Figura 1C y D) lo que le permite 

captar la humedad ambiental y reducir la pérdida de agua por evapotranspiración 

(Charco, 2002). Dicho rasgo anatómico además hace que el roble melojo sea fácilmente 

distinguible del resto de especies de robles y quercíneas de la Península Ibérica. 

Llama la atención la prominencia de su sistema radicular, el cual se caracteriza 

por una raíz principal muy profunda y desarrollada que le permite acceder al agua 

presente en las zonas más hondas del suelo. Asimismo destacan las abundantes raíces 

laterales muy superficiales que emiten numerosos vástagos aéreos, dando lugar a la 

                                                           
2 El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación (2019) considera los siniestros como la suma 
de conatos (incendios que afectan a menos de 1 ha) y de incendios (afección por el fuego de 
una superficie superior a 1 ha). 
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formación de pies jóvenes o chirpiales alrededor del tronco de árboles adultos (Jiménez 

Sancho et al., 1997; Castillo Marín y Castillo Marín, 2010). La floración es tardía, 

aproximadamente en mayo, produciéndose las bellotas en los meses de octubre-

noviembre. Es de remarcar la naturaleza vecera de esta especie y la baja producción 

de fruto en comparación con otras quercíneas (Lora González et al., 2008). En la 

Figura 1E se muestra el aspecto de las bellotas de roble melojo. 



Introducción 
 

10 
 

 

Figura 1. Aspecto de las diferentes estructuras de Q. pyrenaica. A) morfología lobulada de las hojas, B) amento de roble melojo, C) color rosáceo típico de las hojas jóvenes 

de roble melojo, pudiéndose apreciar el tomento de las mismas, D) hojas jóvenes con abundante tomento y E) bellotas de roble melojo. Fuente: Manuel Fernández-López y Ana 

V. Lasa. 
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1.1.1.2.3.2. Características ecológicas, climáticas y 

edafológicas 

 El roble melojo es considerado como una especie relicta de épocas frías y 

húmedas (Lora González et al., 2008). En cuanto a sus necesidades hídricas, 

anualmente precisa una precipitación media superior a 600 mm (Castillo Marín y Castillo 

Marín, 2010) aunque cabe destacar que en la mayor parte del área de distribución de 

Q. pyrenaica la precipitación anual media se encuentra comprendida entre 650 mm y 

hasta 1200 mm (García y Jiménez-Mejías, 2009). A pesar de que precisa una relativa 

abundancia de precipitaciones, el roble melojo es capaz de soportar la sequía del estío 

típica del clima mediterráneo, si bien la escasez de agua es uno de los principales 

factores limitantes del desarrollo de esta especie leñosa (Jiménez Sancho et al., 1997; 

Nieto Quintano et al., 2016). 

Se considera a su vez una quercínea muy resistente al frío y a los fuertes 

contrastes térmicos, tolerando unas temperaturas que pueden oscilar entre -5 y 7 °C en 

invierno y 12-22 °C en verano. Cabe destacar que se trata de una especie con clara 

preferencia por zonas umbrías, lo cual le permite disminuir los niveles de 

evapotranspiración. 

El rango de altitudes entre las que los melojos pueden desarrollarse es 

ciertamente amplio, encontrándose desde los 290 (País Vasco) hasta los 2000 msnm 

en Sierra Nevada (Vilches de la Serna, 2014), si bien la franja más habitual en la que 

esta especie se encuentra es entre los 400 y 1400 msnm de altitud (Castillo Marín y 

Castillo Marín, 2010).  

 En lo que respecta a los factores edáficos, Q. pyrenaica es clasificada como una 

especie silicícola dada su marcada preferencia por suelos silíceos. Habitualmente se 

encuentra sobre multitud de rocas de naturaleza acídica como cuarcitas, pizarras, 

granitos, areniscas, entre otros, siendo los suelos de textura arenosa o franco-arenosa 

sus preferidos (Castillo Marín y Castillo Marín, 2010; Nieto Quintano et al., 2016). 

Aunque la presencia del roble melojo sobre calizas es muy limitada, esta especie es 

capaz de desarrollarse también en este tipo de suelos. Ello ocurre únicamente en 

condiciones de alta pluviometría, cuando la lluvia conduce al lixiviado y la 

descarbonatación del suelo y acumulación de arenas sobre las que desarrolla (García y 

Jiménez-Mejías, 2009). En general se considera que predomina en suelos oligotrofos 

(Jiménez Sancho et al., 1997). 

 En definitiva, los requerimientos ecológicos de esta especie forestal se 

encuentran entre los típicos de los robles atlánticos y aquellos correspondientes a los 

de las especies más esclerófilas del género Quercus. Además, debe mencionarse que 

la climatología y edafología son los principales factores que condicionan y determinan 

la distribución del roble melojo (García y Jiménez-Mejías, 2009). 

1.1.1.2.3.3. Corología actual 

 Las exigencias ecológicas ya citadas condicionan el área de distribución del roble 

melojo. Así pues, esta especie se halla distribuida en las zonas de transición entre las 

áreas montañosas mediterráneas sub-húmedas del sureste europeo, hasta las zonas 

en las que se dan condiciones mediterráneas semi-áridas (Hernández-Santana et al., 



Introducción 
 

12 
 

2008). Las principales masas de roble melojo se hallan en la Península Ibérica, 

suponiendo un 95% de la corología total de la especie (Nieto Quintano et al., 2016). Le 

sigue su presencia en Francia, tanto en el País Vasco francés como en el límite norte 

de su corología, Bretaña. La zona más meridional en la que se encuentra es el noroeste 

de África, concretamente en la región del Rif (Ruiz de la Torre y Ceballos, 1979).  

 Debido a su preferencia por los suelos silíceos, en la Península Ibérica 

predomina en la mitad occidental, y más concretamente en el cuadrante noroeste. La 

presencia de Q. pyrenaica es más esporádica en la mitad oriental donde abundan los 

sustratos litológicos calizos (Castillo Marín y Castillo Marín, 2010) y el clima es más seco 

y con menor influencia atlántica. 

 Así pues, las principales masas de roble melojo se encuentran en los sistemas 

montañosos próximos a la cuenca del Duero y el Sistema Central. En otras regiones 

como la zona atlántica (norte de Galicia y toda la franja cantábrica) y el Sistema Bético, 

el roble melojo es abundante aunque no es posible encontrar masas extensas sino 

fragmentadas. Existen melojares localmente frecuentes en el Sistema Ibérico sur, 

Montes de Toledo y Sierra Morena. En la zona más oriental de su distribución, la 

presencia de esta especie es muy minoritaria, pudiéndose encontrar pies aislados en 

las sierras de Prades, Penyagolosa, y macizo de Espadán (Jiménez Sancho et al., 1997; 

García y Jiménez-Mejías, 2009). En la Figura 2 se representa la presencia de Q. 

pyrenaica en la España peninsular. 

 

Figura 2. Mapa de la distribución actual de Q. pyrenaica en la España peninsular e Islas Baleares. El 

color verde denota la presencia de la especie. Figura modificada de Alía-Miranda et al., 2009. 
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 Cabe destacar que en el sur peninsular (Andalucía, principalmente) el roble 

melojo se encuentra acantonado en cotas montañosas altas, concretamente en las 

zonas próximas a los principales ríos, donde la escasez de precipitación veraniega se 

ve compensada por el aporte de humedad de los mismos o por el aire húmedo 

procedente del mar Mediterráneo. Así pues, en Sierra Nevada ocupa un rango altitudinal 

aproximado entre los 1800 y 2000 msnm, encontrándose las masas más extensas cerca 

del nacimiento de los ríos Alhama de Lugros, Genil, San Juan, Monachil, Darro (Martínez 

y Molero, 1982), así como en los montes de Cáñar, Soportujar, Pórtugos o Busquístar 

(Blanco et al., 1997). Destacan también los melojares situados en los barrancos de 

Maitena, Poqueira y Trévelez (Jiménez Sancho et al., 1997). En Sierra Nevada, el roble 

melojo ocupa una extensión aproximada de 3500 ha. 

1.1.1.2.3.4. Importancia ecológica y socioeconómica, y 

situación actual de las masas de Q. pyrenaica 

 El principal valor de esta quercínea no estriba en los productos que de ella se 

pueden derivar, sino en los importantes servicios de no mercado que proporciona. Una 

de las funciones ecosistémicas que caracterizan a los melojares es la capacidad 

protectora de los suelos sobre los que se desarrollan. La caída de las hojas con el 

consiguiente aporte de oxalato cálcico a partir de las mismas, contribuye a que el pH de 

los horizontes superficiales de los suelos que habitan se acerque a la neutralidad 

(García y Jiménez-Mejías, 2009), generando las denominadas tierras de melojares 

(Vilches de la Serna, 2014). Asimismo, el aporte de nutrientes que supone la deposición 

también de flores, ramillas, frutos, etc., hace que el roble melojo sea considerado un 

excelente formador de suelos fértiles. En numerosas ocasiones, incluso masas arbóreas 

degradadas recubren zonas de marcada aridez y suelos considerablemente limitantes, 

quedando por tanto reflejada la capacidad de atenuación de la erosión del suelo de esta 

especie (Jiménez Sancho et al., 1997; Vericat y Piqué, 2012).  

 Por otro lado, los melojares son considerados importantes reservorios de 

biodiversidad en la Península Ibérica ya que numerosas especies de flora y fauna se 

encuentran asociadas a estas formaciones boscosas (Vericat y Piqué, 2012; Nieto 

Quintano et al., 2016). 

 La distribución actual de los robledales y su conservación se encuentran 

condicionados por variables de tipo biofísico (orientación, condiciones climáticas, 

disponibilidad hídrica), por los efectos del cambio climático así como por el cambio de 

uso del suelo que estas formaciones han experimentado. Q. pyrenaica ha sufrido una 

intensa historia de manejo durante los últimos siglos, estando muy presente en la vida 

diaria del ser humano dado los múltiples usos que a los productos derivados de esta 

especie se les ha dado. Así, los robledales se han visto sometidos a ciclos de tala 

periódicos en monte bajo (Salomón Moreno, 2015) principalmente para la obtención de 

material combustible (leña o carbón) y madera, destinada a las ferrerías, para la 

fabricación de vigas, traviesas de vías férreas, material de construcción, barricas e 

incluso para la industria papelera. Destaca a su vez la utilización antaño de la corteza 

de esta especie en el curtido de pieles y cueros por su alto contenido en taninos 

(Jiménez Sancho et al., 1997; Salomón Moreno, 2015). En menor medida, las masas de 

roble melojo han sido también adehesas para el uso ganadero, mientras que el 

aprovechamiento agrícola de la montaña ha supuesto el descuaje y/o los incendios 
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controlados de los bosques de roble melojo. Sin embargo, desde mediados del siglo XX 

estos bosques fueron experimentando profundos cambios. Por un lado, los productos 

derivados del roble melojo cayeron en desuso y con ello el interés socioeconómico por 

esta especie. Por otro lado, debido al éxodo rural los cultivos tradicionales de montaña 

comenzaron a abandonarse, lo cual ha supuesto una densificación excesiva de algunos 

robledales (Bonet et al., 2015). Así, como consecuencia del uso intensivo seguido del 

posterior abandono de los melojares junto con el cese del cultivo agrícola de montaña, 

las masas de Q. pyrenaica se encuentran a día de hoy muy degradadas. 

 Los robledales nevadenses afrontan numerosos riesgos que ponen en 

compromiso su propia supervivencia. En Sierra Nevada, los melojares se enfrentan a 

acusados problemas de regeneración sexual que afectan por tanto al funcionamiento y 

estructura de los mismos. Por un lado se ha observado que además de su inherente 

vecería, en cotas bajas la producción de flores y bellotas es significativamente inferior a 

la registrada a mayor altitud, lo cual a su vez se suma a la mayor afección de los robles 

en las cotas bajas al clima cálido y seco. Además, durante las tres últimas décadas la 

densidad del arrendajo (Garrulus glandarius, ave dispersante de bellotas), se ha visto 

reducida considerablemente (Zamora y Barea-Azcón, 2015). Por otro lado, se ha 

constatado un aumento de los daños asociados a la herbivoría causada por ungulados, 

así como un aumento de la incidencia de ciertos insectos defoliadores, lo cual a su vez 

parece tener un efecto en la producción de bellotas. A dichos marcados problemas de 

regeneración se suman las dificultades para su expansión natural, debidas 

fundamentalmente a la alta densidad de los pinares de repoblación próximos a los 

melojares que dificultan la colonización por el roble en Sierra Nevada (Bonet et al., 

2015). Al mismo tiempo, los importantes requerimientos hídricos del roble melojo hacen 

que esta especie se vea fuertemente afectada por el descenso de las precipitaciones 

asociado al cambio climático. 

A todo ello debe añadirse el reemplazo habitual de las masas de Q. pyrenaica 

por otras leñosas de mayor beneficio económico y requerimientos ecológicos similares 

como castaño, fresno, pino, o por las especies más esclerófilas del género y mejor 

adaptadas a la sequía; esto es, encina, alcornoque e incluso roble quejigo (Castillo 

Marín y Castillo Marín, 2010).  

 La combinación de todos los factores mencionados hace que el roble melojo en 

Sierra Nevada y en gran parte de la Península Ibérica adolezca de vigor vegetativo, 

siendo característica la seca de ramas, el estancamiento del crecimiento así como su 

porte arbustivo. Tal es así que es frecuente encontrar grandes extensiones de esta 

especie en forma de monte bajo, y las escasas ocasiones en las que Q. pyrenaica se 

encuentra como monte alto, entonces aparece como especie subordinada acompañante 

(Lora González et al., 2008). Se produce además un proceso de retroalimentación 

positiva, ya que el debilitamiento generalizado de las masas las hace más vulnerables 

a plagas, enfermedades e incendios forestales. Además de la degradación de estos 

bosques, se ha documentado una considerable fragmentación de los mismos, y un 

retroceso en el número de ejemplares de esta especie (Aspizua et al., 2012).  

Así, debido al avanzado estado de deterioro y a la notable la fragmentación del 

hábitat de esta especie, en el año 1994 esta quercínea fue incluso declarada como 

vulnerable en el Catálogo Andaluz de Especies de la Flora Silvestre Amenazada (Junta 
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de Andalucía, 1994). Nueve años después, según la Ley 8/2003 de la flora y fauna 

silvestres, el estado de clasificación de Q. pyrenaica varió a “Especie de especial 

interés” (Gobierno de España, 2003), requiriendo así la elaboración de un Plan de 

Manejo según dicha ley. 

1.1.1.3. Medidas de gestión forestal 

 Ante la situación actual y la previsión para el futuro de pérdida de funcionalidad 

de los ecosistemas forestales, ciertos autores consideran que es de vital importancia 

tanto conservar los bosques como tomar medidas para su recuperación (Aerts y 

Honnay, 2011). A continuación se exponen varios ejemplos de estrategias de gestión 

forestal de especial relevancia en los ecosistemas mediterráneos de montaña, 

considerando los principales riesgos a los que se enfrentan. 

1.1.1.3.1. Prevención de incendios forestales 

 Tal y como se ha comentado (Apartado 1.1.1.2.2.), en un escenario de cambio 

global los ecosistemas forestales de la región mediterránea se ven enormemente 

amenazados por el riesgo de ser arrasados por el fuego. Las estrategias de silvicultura 

preventiva generalmente se resumen a las redes de cortafuegos, esto es, zonas de baja 

combustibilidad localizadas en puntos estratégicos de los montes, diseñadas para 

contener la extensión del fuego y permitir especialmente la extinción del mismo por las 

brigadas antiincendios. Dichas estructuras preventivas requieren un mantenimiento 

regular para reducir la cantidad de material vegetal combustible presente, lo cual es 

generalmente realizado mediante medios mecánicos. Esta estrategia, si bien clásica y 

ampliamente utilizada, se considera económicamente costosa y de eficiencia limitada 

ya que no mejora la resiliencia del propio ecosistema frente al fuego, ni mimetiza ningún 

proceso ecosistémico (Ruiz Mirazo, 2011). 

Empero, el ganado puede realizar la misma función de mantenimiento mediante 

ingesta de la vegetación presente en los cortafuegos, habiéndose demostrado ya la 

eficiencia del mismo para controlar el crecimiento de la hierba y los matorrales en áreas 

mediterráneas (Jauregui et al., 2007). De esta manera, surge una estrategia de gestión 

silvopastoral integrada, en la que el pastoreo es planificado de tal forma que el ganado 

se alimenta de la vegetación presente en los cortafuegos, suponiendo por tanto el 

mantenimiento de los mismos. Mediante el pastoreo controlado y no excesivamente 

intenso es posible por tanto transformar la carga combustible indeseada en un recurso 

pascícola de gran valía. Así, Ruiz Mirazo (2011) propone el término preciso área pasto-

cortafuegos definiéndolo como “una zona de baja combustibilidad, ubicada 

estratégicamente en el monte, que es gestionada mediante pastoreo con ganado para 

contrarrestar el desarrollo natural de la vegetación y así mantenerla en condiciones 

adecuadas para la prevención de incendios forestales”.  

Cabe destacar que el mantenimiento de la baja combustibilidad de estas zonas 

gracias al ganado no implica que desaparezca la necesidad de la intervención mecánica, 

pero sí permite que esta sea retrasada en el tiempo. Así, el pastoreo en las áreas pasto-

cortafuegos es una estrategia de gestión preventiva complementaria que se muestra 

sostenible y mejora la multifuncionalidad del bosque. Además, ejerce efectos positivos 

sobre la biodiversidad dado que permite mantener la cubierta vegetal gracias a la 



Introducción 
 

16 
 

dispersión de semillas a causa de las deyecciones de los animales (Robles Cruz, 2004). 

Al mismo tiempo contribuye al desarrollo rural de la zona y por ende a la revalorización 

del monte. Debe destacarse que en el sureste de Francia y en la comunidad autónoma 

española de Andalucía, el pastoreo controlado del ganado en áreas cortafuegos ha sido 

ya incorporado en los programas de prevención de incendios forestales (Thavaud 2006; 

Ruiz-Mirazo et al., 2011). 

Es esencial tener presente que para mejorar la eficiencia del mencionado 

sistema preventivo de incendios y estimular la presencia del ganado en la zona, debe 

realizarse una mejora de los pastos, surgiendo la posibilidad de sembrar semillas de 

especies forrajeras autóctonas que resulten atractivas para el ganado (Robles Cruz, 

2004). 

1.1.1.3.2. Manejo de las masas de Q. pyrenaica 

Mejorar la estructura, el funcionamiento y la capacidad de expansión del roble 

melojo se encuentra entre los principales objetivos de los planes de gestión forestal 

correspondientes a esta especie (Bonet et al., 2015). Múltiples medidas que atañen al 

control de factores como las plagas de defoliadores o el exceso de herbivoría y que 

exceden las cuestiones meramente vegetales, han sido propuestas (Zamora et al., 

2015). Para la mejora de la capacidad de expansión de los melojares, se propone la 

realización de repoblaciones en zonas de montaña adecuadas según las previsiones 

sobre el impacto del cambio global. Dado que las cotas más bajas se encuentran 

afectadas en mayor medida que las grandes altitudes por el clima cálido y seco venidero, 

las predicciones apuntan hacia un ascenso altitudinal de Q. pyrenaica. Así pues, una de 

las propuestas más firmes estriba en la repoblación con esta especie en el límite 

superior de las formaciones existentes (Aspizua et al., 2012; Bonet et al., 2015). 

En tanto, desde 2011 se han realizado tratamientos silvícolas de clara y clareo 

en pinares de reforestación dominados por Pinus sylvestris que se encuentran próximos 

a robledales, y en un estadio primario de evolución hacia masas mixtas de dicha especie 

y Q. pyrenaica. La densidad de pies en dichos pinares es frecuentemente elevada, por 

lo que las operaciones de clara y clareo suponen una reducción de la competencia entre 

especies por la luz, agua y nutrientes, lo cual favorece la extensión del roble hacia esta 

zona y el desarrollo incluso de otras especies leñosas y arbustivas. Consecuentemente, 

este modelo de gestión resulta en un aumento de la diversidad estructural y funcional 

del ecosistema (Aspizua et al., 2012; Bonet et al., 2015). La introducción de plantones 

de roble melojo en los pinares previamente clareados ha arrojado resultados positivos 

sobre la extensión de las masas, llegando a observarse una regeneración de entre uno 

y tres individuos por cada 25 m2, aproximadamente (Bonet et al., 2015). Sin embargo, 

se considera aún temprano para valorar la regeneración de una especie de tan largo 

periodo de vida. Por este motivo, la mencionada estrategia de gestión de los bosques 

se muestra aún prometedora. 

Debe destacarse que para la optimización de las tareas de repoblación en 

ecosistemas de montaña con material vegetal procedente de viveros o invernaderos, es 

preciso obtener plantones vigorosos y resilientes capaces de adaptarse a las 

frecuentemente duras condiciones forestales (Karličic et al., 2016). 
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2. Holobionte vegetal 

 

2.1. Concepto e importancia 

Gran parte del esfuerzo realizado para descifrar el correcto funcionamiento de 

los ecosistemas forestales se centra principalmente en los componentes que se hallan 

sobre el suelo, y en la lucha contra el estrés biótico y abiótico a los que se encuentran 

sometidos los bosques (Maghnia et al., 2019). En el caso específico del Espacio Natural 

de Sierra Nevada, la mayoría de los trabajos realizados sobre el cambio global han sido 

dirigidos hacia el estudio de aspectos físicos o que atañen a los macroorganismos 

(Aspizua et al., 2012; Zamora et al., 2015). Sin embargo, el papel que desempeñan las 

comunidades microbianas es crucial en los ecosistemas terrestres (Wagg et al., 2014). 

Particularmente en los bosques, muchos de los procesos ecológicos que tienen lugar 

dependen de la actividad de los microorganismos, por lo que el estudio de las 

comunidades microbianas y el papel que estas desempeñan en dichos ecosistemas se 

considera esencial para la conservación y recuperación de los bosques.   

 Así, cuando se ahonda en los componentes específicos de los ecosistemas 

forestales (véase, por ejemplo, la flora), es importante tener en cuenta que los 

organismos vivos no son entidades independientes. Las plantas albergan en sus 

tejidos – tanto externa como internamente – comunidades microbianas con las que 

interaccionan de diversa forma. Mediante múltiples mecanismos, algunos de los cuales 

se estudian en detalle más adelante (Apartado 2.2.2.2.), los microorganismos 

contribuyen al desarrollo y supervivencia de las plantas. Así pues, el fitness o estado 

general de las mismas es consecuencia directa tanto de la propia planta como de su 

microbiota3 asociada (Bulgarelli et al., 2013), totalidad que es conocida con el término 

holobionte (Vandenkoornhuyse et al., 2015). El holobionte vegetal es por tanto un 

sistema multicomponente integrado por el propio hospedador así como por las 

comunidades microbianas asociadas al mismo, siendo estas consideradas por algunos 

autores como una fuente adicional de genes y por tanto de funciones que pueden 

resultar de utilidad para la planta (Vandenkoornhuyse et al., 2015; Thais et al., 2016). 

La asociación planta-microorganismo casi nunca es considerada estática sino dinámica, 

por lo que la aplicación del concepto de holobionte requiere la consideración tanto de 

sus componentes como de las interacciones que se dan entre ambos 

(Vandenkoornhuyse et al., 2015).  

 Sin embargo, dada la complejidad de los holobiontes vegetales en términos de 

composición y funcionalidad, estos son entidades que en la actualidad, en lugar de 

resultar explicativas per se, necesitan realmente ser explicadas. El análisis de la 

composición y estructura de la microbiota asociada a las plantas es un tema de 

                                                           
3 El progreso metodológico y de capacidad de cálculo experimentado en los últimos años en el 
ámbito del análisis de las comunidades microbianas ha llevado a un incremento exponencial de 
la cantidad de trabajos publicados en esta área. Sin embargo, ello ha supuesto en muchos casos 
confusiones y usos incorrectos de los términos frecuentemente empleados en esta rama de 
conocimiento. Así, en el presente texto se emplearán las definiciones propuestas por Marchesi y 
Ravel (2015), considerando a la microbiota como “el conjunto de microorganismos presentes en 
un ambiente concreto”, y diferenciándolo del microbioma, el cual es definido por dichos autores 
como “el hábitat completo, incluidos los microorganismos […], sus genomas (e.g., sus genes) y 
las condiciones ambientales circundantes”. Para facilitar su interpretación, este último concepto 
se basa en el correspondiente a bioma. 
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investigación candente que ha cobrado especial interés durante los últimos años. 

Gracias a los grandes avances tecnológicos – especialmente los que conciernen a las 

técnicas de secuenciación masiva – nuestro conocimiento sobre la diversidad del 

componente microbiano del holobionte se encuentra en creciente expansión. Así, los 

estudios realizados han explorado la estructura de la microbiota de plantas modelo y de 

cultivo, incluyendo Arabidopsis thaliana (Lundberg et al., 2012), cebada (Hordeum 

vulgare) (Bulgarelli et al., 2015), soja (Glycine max) (Rascovan et al., 2016), maíz (Zea 

mays) (Aira et al., 2010), trigo (Triticum aestivum) (Donn et al., 2015), arroz (Oryza 

sativa) (Edwards et al., 2015), entre otras. Algunos estudios se han centrado en el 

análisis de las comunidades microbianas asociadas a plantas leñosas como el álamo 

negro (Populus trichocarpa) (Shakya et al., 2013), e incluso algunas quercíneas (Cobo-

Díaz et al., 2017; Fernández-González et al., 2017). En el caso de las especies 

forestales, mediante estudios descriptivos de la microbiota se han podido dilucidar 

múltiples aspectos relativos al propio holobionte e incluso al ecosistema que habitan. 

Así, ha sido posible determinar la influencia de algunos de los factores edáficos que 

afectan al ensamblaje de las comunidades microbianas (Li et al., 2014), los diferentes 

perfiles taxonómicos procariotas que caracterizan cada horizonte del suelo, los cambios 

composicionales en función de la estacionalidad (López-Mondéjar et al., 2015), así como 

el efecto de la especie vegetal hospedadora sobre la composición de las comunidades 

microbianas (Bonito et al., 2014), entre otros aspectos.  

 Cabe destacar que la descripción taxonómica y estructural de las comunidades 

microbianas permite asentar los cimientos de las estrategias que pretenden integrar el 

uso de la microbiota en la producción agrícola e incluso forestal, por ejemplo mediante 

el desarrollo de bioformulaciones. Las comunidades de microorganismos asociados a 

las plantas son por lo general diversas, y no todos los individuos tienen influencia sobre 

el fenotipo del hospedador. Así, algunos autores remarcan que la identificación de 

aquellos microorganismos que ejercen un efecto positivo sobre el hospedador es uno 

de los pasos iniciales (y esenciales) en aquel tipo de abordajes basados en la microbiota 

(Busby et al., 2017). Su posterior aislamiento selectivo puede dar lugar a la inclusión de 

los mismos en colecciones de cultivo y a experimentos de manipulación de la microbiota, 

de ahí que la descripción de los perfiles taxonómicos de los microorganismos que 

componen el holobionte vegetal sea uno de los pilares fundamentales para el desarrollo 

de bioformulaciones. Aunque gran parte de los esfuerzos realizados en este contexto 

se han focalizado hacia el estudio de la microbiota asociada a plantas de interés 

agrícola, la aplicabilidad de este tipo de análisis es completamente extrapolable a 

especies forestales. Por lo tanto, conocer y comprender las comunidades microbianas 

típicas de dichas especies (tanto a nivel composicional, estructural como funcional), se 

considera clave en la mejora de la productividad y la funcionalidad, por ejemplo, de los 

bosques (Aerts y Honnay, 2011; Philippot et al., 2013; Baldrian, 2016).   

2.2. La microbiota del holobionte vegetal 

 

2.2.1. Microorganismos asociados a las raíces 

 El concepto de holobionte comprende la microbiota que habita los diferentes 

tejidos de un hospedador, bien sea tanto a nivel interno como en su superficie. Uno de 

los hábitats más estudiados y de mayor relevancia para las plantas es el suelo en el que 
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se desarrolla su sistema radicular. Se trata de un hábitat complejo en el que reside una 

amplia variedad de microorganismos (bacterias, arqueas, hongos, oomicetos, 

protozoos, virus), entre los cuales las bacterias son el componente principal del mismo 

en términos de biomasa. Si bien la diversidad y el número de bacterias que habitan el 

suelo dependen de factores edáficos específicos como el tipo de suelo, la temperatura, 

humedad o pH del mismo, así como del tipo de vegetación presente (entre otros 

aspectos), típicamente se ha estimado que un gramo de suelo bajo ningún tipo de estrés 

puede albergar 109 células bacterianas (Gans et al., 2005). Cabe destacar que la riqueza 

bacteriana del suelo que se halla bajo la influencia de las raíces de las plantas (rizosfera) 

es mucho mayor a la que caracteriza al resto del suelo. Este fenómeno, conocido como 

efecto rizosférico (y ya descrito por Hiltner en 1904), es debido fundamentalmente a que 

entre un 5-21% del C fijado por las plantas es excretado en forma de exudado radicular 

(Marschner, 1995). Como consecuencia, el hábitat rizosférico es abundante en 

nutrientes de diversa índole, por ejemplo, azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, 

ácidos grasos, vitaminas, entre otros. La composición detallada de los exudados 

radiculares puede encontrarse en la revisión exhaustiva realizada por Uren (2007).  

 Sin embargo, la microbiota de las raíces se encuentra comprendida tanto por los 

microorganismos rizosféricos como por aquellos que habitan el interior de las raíces 

(endófitos), además de los que se hallan en la rizoplana o interfase raíz-suelo. En el 

caso de los endófitos de raíz se ha descrito que pueden ser obligados (incapaces de 

proliferar en el exterior de los tejidos de la planta), facultativos (aquellos que habitan en 

el suelo o rizosfera pero pueden penetrar en el interior de la raíz bajo condiciones 

determinadas) o pasivos, los que acceden al interior de la raíz mediante eventos 

estocásticos, por ejemplo a través de heridas existentes en los pelos radiculares (Gaiero 

et al., 2013). En cualquiera de los casos, una vez en el interior de la raíz estos pueden 

habitar los espacios inter- o intracelulares e interaccionar con el hospedador. 

 Pese a que la microbiota asociada a las raíces se encuentra compuesta por 

diferentes tipos de microorganismos , de aquí en adelante se va a profundizar 

exclusivamente en el dominio Bacteria dada su elevada abundancia en la mayoría de 

suelos, sin exceptuar los forestales. Así, cabe destacar que aunque las plantas son 

capaces de proporcionarles a las bacterias endo- y rizosféricas diferentes tipos de 

nutrientes e incluso un nicho ecológico único como es el interior de la planta, estas 

pueden ejercer un efecto neutro, perjudicial o beneficioso sobre su hospedador. En el 

caso particular de las interacciones positivas, gran parte de la influencia bacteriana 

sobre las plantas tiene su origen en el papel que las bacterias desempeñan en los ciclos 

biogeoquímicos de los elementos, teniendo consecuencias directas sobre la nutrición 

vegetal. Así, muchas de ellas son capaces de movilizar nutrientes para las plantas 

mediante degradación de la materia orgánica o erosión de minerales. En ambos casos, 

las consecuencias no solo resultan positivas para las plantas sino también para un 

ecosistema como el forestal, característico por los suelos típicamente pobres en 

nutrientes y para los cuales apenas existen enmiendas (Uroz et al., 2016). 

 Teniendo en cuenta todo lo anterior, aquellas bacterias que afectan 

positivamente y no ocasionan enfermedad en las plantas son habitualmente conocidas 

como bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (Plant Growth Promoting 

Bacteria). Las PGPB pueden encontrarse tanto en la rizosfera como en la endosfera, 
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estableciendo una relación simbiótica con los hospedadores, o siendo bacterias de vida 

libre (Glick, 2012). En cualquier caso, se trata de bacterias cuya actividad lleva asociada 

una mejora de la nutrición vegetal, de la adaptación a condiciones de estrés o la 

protección frente a organismos fitopatógenos. Todo ello resulta en última instancia en 

un mayor crecimiento y mejor fitness del hospedador (Tabassum et al., 2017).  

2.2.2. Participación de las bacterias asociadas a las raíces en los ciclos 

del carbono (C), nitrógeno (N) y fósforo (P) 

 En los suelos forestales, las bacterias participan en la descomposición de la 

materia orgánica de origen vegetal y fúngica fundamentalmente, tanto en la rizosfera, 

como en el suelo suelto, la hojarasca o la madera muerta en la que habitan. Como se 

ha avanzado anteriormente, su contribución con la erosión de minerales del suelo o 

rocas es también frecuente. Así, su papel en diversos procesos de los ciclos 

biogeoquímicos de los elementos se encuentra lejos de ser despreciable. Debe 

destacarse que el rol de las bacterias en los ciclos biogeoquímicos de los elementos es 

dinámico, no siendo siempre la tasa de degradación de las biomoléculas estable. 

Además, la descomposición de la materia orgánica depende de su composición, siendo 

determinante la presencia de polímeros recalcitrantes como los de naturaleza fenólica. 

Por lo tanto, debe tenerse en cuenta que a lo largo del proceso de descomposición de 

la materia orgánica tiene lugar una sucesión de los microorganismos y enzimas 

implicados (Šnajdr et al., 2011). La Figura 3 resume de forma esquemática los 

principales procesos de reciclado de nutrientes en los que las bacterias asociadas a las 

raíces participan4. 

                                                           
4 Dada la interconexión existente entre los procesos que atañen al C, P y N (reflejada en el 
concepto de ciclo de los elementos), resulta dificultoso analizar los mismos de manera lineal. Así 
pues, el lector debe tener una perspectiva holística de cada uno de los procesos que se comentan 
a continuación, en lugar de considerar cada uno de ellos como etapas independientes. 
Igualmente debe tenerse presente que en un ecosistema como el forestal, coexisten abundantes 
compuestos de naturaleza orgánica e inorgánica sobre los cuales los microorganismos – y en el 
caso que aquí ocupa, las bacterias – actúan también de forma interdependiente. En la presente 
sección se pretende analizar los procesos de los ciclos de los elementos en los que participan 
las bacterias, haciendo especial énfasis en todo lo referente a la materia orgánica. Aquellas 
etapas en las que participan las bacterias y tienen un efecto más directo sobre la salud general 
de las plantas se abordan con más detalle en las sucesivas secciones (Apartado 2.2.2.2.1.1.). 
Es por tanto, una percepción de conjunto la más recomendada para interpretar adecuadamente 
la contribución neta de las bacterias a los ciclos del C, P y N. 
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Figura 3. Interconexión de los ciclos biogeoquímicos del carbono (C), nitrógeno (N) y fósforo (P) en 
los ecosistemas forestales. Las fechas apuntan hacia la transferencia de C (rosa), P (azul) y N (verde) 

entre los distintos componentes ecosistémicos. Los procesos en los que participan las bacterias se resaltan 
en negrita. Las etapas relacionadas con la generación y descomposición de la biomasa bacteriana, animal 
y fúngica no se representan para una mejor interpretación (a excepción de lo referente a las ectomicorrizas, 
ECM [Ectomicorrhiza]). Adaptado de Lladó et al., 2017.  

2.2.2.1. Contribución bacteriana al ciclo del carbono 

 Dado que los suelos forestales almacenan dos tercios del C del planeta (Batjes, 

1996), el reciclado de este elemento en el ecosistema forestal es esencial a nivel global. 

En líneas generales, tras la fijación fotosintética del CO2 atmosférico y translocación de 

los fotoasimilados a lo largo de toda la planta, los compuestos vegetales recalcitrantes 

y los más sencillos llegan al suelo mediante deposición de la producción primaria y 

exudación radicular, respectivamente. Una vez en el suelo, la biomasa vegetal y la de 

origen fúngico son degradadas y metabolizadas por las bacterias, para retornar en 

última instancia el C a la atmósfera mediante la respiración bacteriana (Figura 3).   

2.2.2.1.1. Descomposición de la materia orgánica 

 

2.2.2.1.1.1. Descomposición de la biomasa vegetal  

 Si bien históricamente se ha atribuido la capacidad de descomponer la materia 

vegetal muerta a los hongos fundamentalmente, varios estudios demuestran que las 

bacterias contribuyen activamente a este proceso, tanto en la hojarasca como en el 

suelo (Štursová et al., 2012; López-Mondéjar et al., 2016a). Así, se conocen especies 

bacterianas capaces de degradar, en mayor o menor medida, los diferentes 

constituyentes de la lignocelulosa, el principal componente de la biomasa vegetal (Van 

Dyk y Pletschke, 2012). Bien por la abundancia de dicho compuesto en los ecosistemas 

forestales o bien por la dificultad que desentraña la degradación de alguno de sus 
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constituyentes, las bacterias que participan en la descomposición de este elemento, son 

claves en el ciclo del C. 

La lignocelulosa se encuentra compuesta principalmente por lignina, celulosa y 

hemicelulosa, además de por pectina, proteínas, sales y minerales (Van Dyk y 

Pletschke, 2012). La celulosa es un polisacárido constituido por unidades de 

β-D-glucosa unidas mediante enlaces β-1,4 que forman cadenas lineales, las cuales a 

su vez se ven interconectadas mediante puentes de hidrógeno, formando microfribrillas 

de celulosa. Estas son las responsables de la naturaleza cristalina de este polisacárido, 

confiriéndole un carácter altamente recalcitrante (Van Dyk y Pletschke, 2012). Una parte 

de la celulosa tiene estructura amorfa, y es por tanto más fácil de degradar. Puesto que 

la celulosa se encuentra integrada en una matriz compleja de hemicelulosa, pectina y 

lignina y es el polisacárido más accesible de todos, su degradación representa un paso 

clave del ciclo del C (Lladó et al., 2017). Los enzimas que catalizan este proceso son 

endoglucanasas, exocelulasas (celobiohidrolasas) y β-glucosidasas, actuando, 

respectivamente, sobre la parte interna de la celulosa, sobre los extremos, y sobre la 

celobiosa generada previamente a consecuencia de la actividad de la celobiohidrolasa. 

Los detalles sobre el modo de acción de cada uno de los enzimas pueden consultarse 

en el trabajo de Rytioja y colaboradores (2014). La participación de las bacterias en la 

descomposición de este polímero es un hecho incuestionable, y aparentemente una 

propiedad ampliamente distribuida en el dominio Bacteria. Así lo sugieren Berlemont y 

Martiny (2013), quienes detectaron que aproximadamente un 24% de los genomas 

secuenciados hasta aquel momento albergaban genes que codifican enzimas 

implicados en la hidrólisis de celulosa. 

Otro constituyente de la lignocelulosa es la hemicelulosa, heteropolímero más 

versátil que la celulosa en términos de estructura y composición. Existen diferentes tipos 

de hemicelulosas, encontrándose formadas por polímeros de xilano, manano, galactano 

o arabinano, y caracterizadas los diferentes grados de ramificación (Beg et al., 2001). 

Destacan los mananos y los azúcares que los componen (manosa, galactosa y glucosa) 

por ser los principales constituyentes de la hemicelulosa, si bien su abundancia depende 

del tipo de material vegetal considerado (Van Dyk y Pletschke, 2012). Las hemicelulosas 

son más fácilmente degradables que la celulosa, encontrándose implicados en su 

hidrólisis principalmente diferentes tipos de glicosil hidrolasas como endoxilanasas, 

xilosidasas, xiloglucanasas, endomananasas, fucosidasas o arabinosidasas, algunas de 

las cuales participan en la ruptura de las ramificaciones (Rytioja et al., 2014). Puesto 

que las hemicelulosas son polímeros muy diversos, las bacterias que sintetizan los 

distintos enzimas que las degradan desempeñan también un importante papel en el 

reciclado de nutrientes en el suelo, como se detallará más adelante. 

La lignina es el constituyente fenólico de la lignocelulosa, el cual aporta rigidez y 

cierta impermeabilidad a la pared celular vegetal, confiriendo por tanto un efecto 

protector a las mismas frente al ataque de organismos patógenos (Van Dyk y Pletschke, 

2012). Así, se trata del componente lignocelulósico más resistente a la degradación 

bacteriana, si bien diversos estudios demuestran la existencia de bacterias capaces de 

degradar este compuesto fenólico. Entre las bacterias ligninolíticas se identifican 

diversos géneros como Sphingomonas, Burkholderia, Enterobacter, Ochrobactrium, 

Pseudomonas, Bacillus, Penibacillus, Rhodococcus, Mycobacterium, Microbacterium, y 
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Streptomyces, entre otros (Bandounas et al., 2011; Tian et al., 2014). Las bacterias son 

capaces de degradar la lignina gracias a la actividad del enzima lacasa y peroxidasas 

ligninolíticas, aunque la eficiencia de las bacterias en este proceso se considera muy 

inferior a la reportada para los hongos (Větrovský et al., 2014). Sin embargo, la 

resistencia y el alto contenido en lignina de las plantas más adultas y más leñosas, 

hacen que las bacterias que participan en la descomposición de este compuesto fenólico 

sean piezas clave para completar el ciclo del C. 

2.2.2.1.1.2. Descomposición del micelio fúngico 

Los hongos representan una importante fracción de la biomasa microbiana total 

presente en la hojarasca y el suelo de los bosques, siendo por tanto el micelio fúngico 

un importante reservorio de materia orgánica (Baldrian et al., 2013). La pared celular 

fúngica se encuentra compuesta fundamentalmente por polisacáridos, siendo el resto 

de componentes lípidos y proteínas. En ocasiones también pueden estar presentes 

pigmentos de naturaleza fenólica como melanina, o bien polifosfatos o iones inorgánicos 

(Bartnicki-Garcia, 1968). Entre los polisacáridos destaca principalmente la quitina 

(polímero formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina), pudiéndose detectar 

también varios tipos de glucanos, glucomananos y otros polisacáridos que contienen 

galactosa, galactosamina, fucosa y otros componentes. Sin embargo, la cantidad de 

cada uno de ellos puede variar enormemente entre organismos (Bartnicki-Garcia, 1968). 

La biomasa fúngica es más fácilmente degradable que la lignocelulosa, si bien 

la presencia de melanina en la pared celular fúngica puede dificultar el proceso 

degradativo (Fernandez y Koide, 2014). En cualquier caso, la descomposición de la 

biomasa fúngica es mediada por hongos y bacterias, siendo la contribución de estas 

últimas mayor que la documentada para los hongos (Brabcová et al., 2016). En el caso 

particular de la quitina se ha demostrado que en el suelo, la tasa de hidrólisis de este 

polímero nitrogenado se encuentra correlacionada con la abundancia bacteriana, 

sugiriendo así la importancia de estos microorganismos en la degradación del polímero 

(Kielak et al., 2013). 

La degradación bacteriana de la quitina es llevada a cabo por glicosil hidrolasas 

como las quitinasas (endoenzimas que hidrolizan los enlaces (1→4)-β-D-glicosídicos de 

forma aleatoria), o β-N-acetil-hexosaminidasas, enzimas que actúan sobre los extremos 

no reductores de los productos generados por las quitinasas (Beier y Bertilsson, 2013). 

Así, el proceso mediado por las quitinasas es conocido como quitinolisis. Sin embargo, 

este polímero puede ser transformado sin que tenga lugar su disolución completa, dando 

lugar a la formación de moléculas más sencillas (N-acetilglucosamina, glucosamina, 

acetato o glucosa) que pueden ser directamente incorporadas a la biomasa bacteriana, 

o bien mineralizadas. Cabe destacar que tanto la quitinolisis como la transformación del 

polímero son llevadas a cabo fundamentalmente por bacterias, quedando de nuevo 

patente su importante papel en el ciclo del C y también del N (Beier y Bertilsson, 2013). 

Los genes que codifican ambos enzimas quitinolíticos se encuentran distribuidos 

en los genomas de bacterias taxonómicamente divergentes, entre los que destacan 

aquellos pertenecientes a los géneros Cytophaga, Flavobacterium, Actinomyces, Vibrio, 

Serratia entre otros adscritos a los phyla Proteobacteria y Firmicutes, y especialmente 

Actinobacteria (Berlemont y Martiny, 2013). 
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No debe olvidarse que los procesos de descomposición de la biomasa vegetal y 

fúngica mediados por bacterias de ecosistemas como los forestales suponen también la 

degradación de biomoléculas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, contribuyendo 

también así con los ciclos del P y N. 

2.2.2.1.1.3. Metabolización de los exudados radiculares 

 Si bien los procesos anteriormente señalados ocurren principalmente en el suelo 

o la hojarasca, la rizosfera es considerada un punto caliente de gran relevancia en 

cuanto al flujo de C en los ecosistemas forestales. Se estima que hasta un 40% del C 

recién fijado mediante la fotosíntesis se transloca al suelo a través de las raíces, donde 

es asimilado o transformado nuevamente a CO2 mediante la respiración bacteriana 

(Kuzyakov y Cheng, 2001). Además de la rizosfera, la micorrizosfera (zona de la raíz 

influida por la simbiosis micorrícica) cobra un especial interés dada la dominancia de los 

hongos ectomicorrícicos en los ecosistemas forestales, y la consecuente área de 

extensión de las ectomicorrizas. De forma similar a lo que sucede con las raíces, los 

hongos ectomicorrícicos excretan compuestos de bajo peso molecular que pueden ser 

utilizados para el desarrollo bacteriano, lo cual hace que la micorrizosfera sea 

considerada también como una zona de abundancia de nutrientes para las bacterias y 

otros microorganismos (Uroz et al., 2013). 

2.2.2.1.1.4. Otros procesos 

 En los suelos forestales las bacterias participan en el ciclo del C no solo mediante 

descomposición de la materia orgánica, sino también a través de otros procesos. Las 

bacterias metanotrofas son capaces de oxidar el metano en condiciones aeróbicas, 

encontrándose este tipo de metabolismo metilotrófico adscrito principalmente a los phyla 

Proteobacteria (especialmente a las clases Alpha- y Gammaproteobacteria) y 

Verrucomicrobia (acidófilas) (Ho et al., 2013). 

Inversamente, la fijación de CO2 mediada por bacterias autótrofas supone una 

entrada de C en los ecosistemas forestales. Así, se ha demostrado que bacterias 

pertenecientes al género Bradyrhizobium (frecuentemente detectado en los suelos 

forestales), poseen genes en su genoma relacionados con los procesos fotosintéticos 

(Okubo et al., 2012), siendo conocido también el papel fotosintético del phylum 

Cyanobacteria. Sin embargo, debe remarcarse que la entrada de C en los suelos 

forestales mediante fijación de CO2 resulta simbólica (Žifčáková et al., 2016). 

2.2.2.1.2. Contribución bacteriana al ciclo del N 

 Tal y como se ha mencionado anteriormente, la degradación del micelio fúngico 

es una de las principales entradas de N al correspondiente ciclo. Adicionalmente, las 

bacterias son capaces de obtener N a partir de una amplia variedad de compuestos 

orgánicos presentes en los suelos de los bosques, principalmente proteínas y 

aminoácidos (Lladó et al., 2017), así como a través de la fijación de N2 atmosférico. 

Sin embargo, en los ecosistemas forestales las bacterias se encuentran 

igualmente implicadas en el recambio del N mineral. Así, en los bosques destacan los 

procesos de nitrificación y desnitrificación, principalmente. La oxidación de amonio hacia 

nitrato, conocida como nitrificación, es un proceso gobernado por bacterias y arqueas 
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que implica múltiples enzimas. Entre los procariotas oxidadores de amonio destacan las 

bacterias, concretamente los géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus y Nitrospira, siendo 

este último el más abundante en suelos ácidos de bosques con bajo contenido en 

amonio. Por otro lado, la desnitrificación o reducción desasimilatoria de nitrato – proceso 

mediante el cual se generan compuestos gaseosos de N (NO, N2O o N2) a partir de la 

reducción de nitrito o nitrato – es también frecuente en los suelos de los bosques. Dicha 

desnitrificación es llevada a cabo por bacterias que pertenecen a los phyla 

Acidobacteria, Proteobacteria y Firmicutes, entre otros, y que se encuentran 

ampliamente distribuidos en los suelos forestales (Lladó et al., 2017).  

2.2.2.1.3. Contribución bacteriana al ciclo del fósforo 

 La materia orgánica constituye una importante fuente de fósforo inmovilizado en 

los ecosistemas forestales, siendo ejemplos de ello el inositol fosfato (fitato) presente en 

las semillas, o los fosfo(mono-, di-, tri-)ésteres típicos de la biomoléculas (Glick, 2012). 

Las bacterias son capaces de mediar la mineralización de fosfato orgánico mediante la 

síntesis y actividad de diferentes enzimas. Por un lado son conocidas las 

fosfomonoesterasas o fosfatasas, la cuales catalizan la hidrólisis de ésteres o anhídridos 

de ácido fosfórico, siendo clasificadas en ácidas o alcalinas según su pH óptimo 

(Nannipieri et al., 2011). Por otro lado, el P contenido en el fitato puede ser liberado 

gracias a la actividad de fitasas, mientras que las fosfonatasas y las liasas C-P son 

aquellas implicadas en la ruptura de los enlaces C-P de los organofosfonatos (Rodríguez 

et al., 2006).  

En tanto, la solubilización bacteriana del fósforo mineral constituye una de las 

principales formas de contribución al ciclo de este elemento, la cual es descrita en mayor 

detalle más adelante (Apartado 2.2.2.2.1.1.2.). 

Así, en suelos forestales de naturaleza ácida se ha demostrado que los 

principales órdenes bacterianos involucrados en la movilización del P son Rhizobiales, 

Actinomycetales, Acidobacteriales y Solibacterales (Bergkemper et al., 2016).  

2.2.2.2. PGPB: mecanismos implicados en la promoción del 

crecimiento vegetal 

 A pesar de que un amplio rango de bacterias filogenéticamente divergentes 

puede considerarse PGPB y su modo de vida o nicho ecológico que habitan (endosfera 

radicular o rizosfera) puede ser radicalmente diferente, todas ellas ejercen un efecto 

positivo sobre los hospedadores vegetales mediante los mismos modos de actuación 

(Santoyo et al., 2016). De forma generalizada se ha establecido que las PGPB pueden 

actuar de forma directa sobre las plantas facilitando o mejorando la adquisición de 

macro- y micronutrientes, y modulando el crecimiento vegetal. La supresión o 

disminución del efecto perjudicial ocasionado por organismos fitopatógenos (hongos, 

oomicetos, nematodos, insectos), por contra, se considera un modo indirecto de 

actuación. No debe olvidarse que algunos de los procesos abordados anteriormente 

(Apartado 2.2.2.) contribuyen en última instancia a la mejora de la salud de la planta, 

por ejemplo, la mineralización del P orgánico. 
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2.2.2.2.1. Mecanismos directos  

 

2.2.2.2.1.1. Mejora de la biodisponibilidad de nutrientes 

Una gran diversidad de leguminosas tanto herbáceas como arbustivas (Vicia 

lathyroides, Genista versicolor, Ulex parviflorus, Adenocarpus decorticans, entre otras) 

forman parte del paisaje típico de los bosques mediterráneos de montaña, al menos en 

el Espacio Natural de Sierra Nevada (Fernández González, 2014). Su potencial relación 

simbiótica con bacterias capaces de fijar N2 atmosférico supone una importante entrada 

de N asimilable en este tipo de ecosistemas. Por otro lado, los bosques se caracterizan 

por ser importantes reservorios de elementos inorgánicos atrapados en los minerales 

del suelo, y que por ende no son fácilmente accesibles para las raíces de los árboles y 

resto de plantas. En algunos tipos de bosque como los de naturaleza acídica, donde la 

entrada de enmiendas externas no ha sido intensiva, los minerales constituyen la 

principal fuente para la nutrición vegetal. Así pues, especialmente en estos ecosistemas 

la erosión de los minerales es un proceso clave en la nutrición de las plantas (Uroz et 

al., 2009). Algunas especies arbóreas son capaces de acidificar el suelo rizosférico 

logrando la liberación de nutrientes a partir de las partículas minerales, sin embargo este 

no es el caso de las quercíneas (Augusto et al., 1998). Es por ello, que el papel que 

desempeñan las bacterias en este tipo de procesos se considera de suma relevancia en 

los mencionados ecosistemas.  

2.2.2.2.1.1.1. Fijación de nitrógeno 

 El nitrógeno es el principal macronutriente esencial de las plantas, ya que forma 

parte de biomoléculas como proteínas, ácidos nucleicos o pigmentos fotosintéticos 

como la clorofila (Sadava et al., 2009). De toda la biosfera, la atmósfera es el principal 

reservorio de este elemento, sin embargo, a pesar de su abundancia, el N2 no puede 

ser directamente adquirido y metabolizado por las plantas, convirtiéndose por tanto en 

el principal nutriente limitante de la nutrición vegetal. Para que las plantas no muestren 

carencias nutricionales por falta de N, el N2 debe ser reducido a amonio. Dicho proceso 

es llevado a cabo exclusivamente por organismos procariotas denominados diazotrofos, 

conociéndose este como fijación biológica de nitrógeno y encontrándose mediado por 

el enzima nitrogenasa. 

 Existe una gran diversidad taxonómica de organismos procariotas que son 

capaces de fijar el N2 atmosférico, y estos son clasificados en dos categorías en función 

de su capacidad o incapacidad de formar estructuras de tipo nodular. Los diazotrofos 

que no forman nódulos pueden encontrarse en vida libre sin interaccionar físicamente 

con las raíces de las plantas, sino habitando zonas del suelo próximas a las raíces de 

tal forma que el N2 fijado pueda ser fácilmente absorbido por las plantas (Tabassum et 

al., 2017). Entre este tipo de organismos fijadores en vida libre se encuentran algunos 

procariotas anaerobios como los pertenecientes a los géneros Clostridium o 

Desulfovibrio y algunas arqueas metanógenas. También se conocen bacterias 

anaerobias facultativas (Klebsiella spp. y ciertas especies del género Bacillus), así como 

aerobias, véase algunos géneros como Azospirillum, Azotobacter y Beijerinckia. A su 

vez, ciertas bacterias fotosintéticas aerobias (Anabaena cylindrica y Nostoc commune) 

y anaerobias (Rhodospirillum spp. y Chlorobium spp.) contribuyen a la reducción del N2 

en vida libre (Franche et al., 2009). 
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 Algunos endófitos son capaces de fijar N2 de forma intercelular pero sin 

necesidad de formar nódulos en las raíces de los hospedadores. Este es el caso de 

algunas especies de los géneros Azoarcus, Azospirillum, Brevundimonas, Burkholderia, 

Herbaspirillum, Pantoea, Pseudomonas, Rhanella, y Rhizobium, entre otros (Franche et 

al., 2009; Montañez et al., 2009). 

 Otro tipo de bacterias capaces de reducir el nitrógeno atmosférico son aquellas 

que forman nódulos en las raíces de sus hospedadores, en cuyo interior tiene lugar el 

proceso diazotrófico. La formación de este tipo de estructuras ha sido observada para 

árboles y arbustos de más de 200 especies distintas distribuidas mundialmente. Las 

bacterias responsables de este fenómeno pertenecen al género Frankia del phylum 

Actinobacteria, por lo que este tipo de simbiosis – que supone un importante aporte de 

N en ecosistemas forestales – es conocida como actinorrícica (Velázquez et al., 2010). 

 Sin embargo, el proceso de fijación de N2 cuantitativamente más relevante es el 

que tiene lugar en el interior de los nódulos radiculares formados en las raíces de plantas 

leguminosas (Velázquez et al., 2010). A las bacterias que llevan a cabo este proceso 

tradicionalmente se les ha denominado rizobios, siendo bacterias pertenecientes al 

phylum Proteobacteria, concretamente a la clase Alphaproteobacteria. Sin embargo, la 

fijación simbiótica de N2 atmosférico en el interior de nódulos radiculares no se 

encuentra restringida exclusivamente a géneros adscritos a dicha clase sino que varias 

especies de los géneros Burkholderia o Cupriavidus (clase Betaproteobacteria) son 

capaces de llevar a cabo este proceso (Velázquez et al., 2010). 

 Atendiendo al modelo clásico rizobio-leguminosa, la fijación de N2 en el interior 

de los nódulos se considera un proceso complejo que se sucede en múltiples etapas. 

En síntesis, es primordial que inicialmente tenga lugar un intercambio de señales 

químicas entre los rizobios y las leguminosas para que estos sean mutuamente 

reconocidos y se produzca consecuentemente la atracción y posterior adhesión de los 

rizobios a las raíces. Una vez adheridos tiene lugar el inicio de la organogénesis de los 

nódulos induciéndose cambios estructurales en la raíz que conducen a la penetración 

bacteriana en el interior de las mismas. Los rizobios acceden hasta las células del córtex 

de la raíz donde tras multiplicarse y formar los nódulos tiene lugar su diferenciación en 

bacteroides, estructuras bacterianas especializadas. Rodeados los bacteroides por una 

membrana que los aísla, se crean las unidades simbióticas mínimas o simbiosomas. 

Así, en condiciones de microanaerobiosis tiene lugar la fijación del N2 atmosférico 

mediada por la nitrogenasa bacteriana. La reducción de N2 a amonio es un proceso que 

conlleva un alto coste energético, siendo por lo tanto fundamental que la planta aporte 

parte de sus fotoasimilados a los bacteroides para que obtengan la energía necesaria 

para la fijación. En sentido inverso, los rizobios le proporcionan a la leguminosa amonio 

que será asimilado por estas e incorporado en aminoácidos (Sadava et al., 2009). 

2.2.2.2.1.1.2. Solubilización de fosfato 

Tras el nitrógeno, el fósforo es el macronutriente más importante de la nutrición 

vegetal, encontrándose implicado en prácticamente todos los procesos metabólicos 

principales de las plantas. A pesar de que la cantidad de este elemento en el suelo es 

generalmente muy elevada, la proporción soluble frecuentemente suele ser 

considerablemente baja. La gran reactividad del anión fosfato hace que este enseguida 
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precipite en presencia de cationes como Ca2+, Fe3+, Al3+, Co2+ o Zn2+, dando lugar a la 

formación de especies altamente insolubles. Estas a su vez son difícilmente accesibles 

para las plantas, pues fundamentalmente son los aniones monobásico (H2PO
4

-
) y 

dibásico (HPO4
2-

) los que las plantas absorben (Bhattacharyya y Jha 2012). En el suelo, 

la mayoría del fósforo se encuentra en forma inorgánica y se atribuye a minerales 

insolubles (e.g., apatita y otras sales de fosfato), muchos de los cuales son formados 

inmediatamente después de la aplicación de fertilizantes químicos basados en formas 

de fósforo soluble, en el caso de los agroecosistemas (Glick, 2012). Tal y como se ha 

mencionado anteriormente, la materia orgánica presente en el suelo también constituye 

una importante fuente de fósforo poco soluble (Apartado 2.2.2.1.3.). En cualquier caso, 

algunos autores estiman que tan solo un 1% del P del suelo es asimilado por las plantas 

en cada ciclo de crecimiento (Borie y Barea, 1981), quedando por tanto demostrada la 

baja disponibilidad de este elemento para la absorción por las mismas. 

 En ecosistemas forestales, la implicación bacteriana en el ciclo biogeoquímico 

del P dista de ser desdeñable. Mediante diferentes mecanismos las bacterias logran 

mejorar la solubilidad de los fosfatos y en consecuencia les proporcionan P a las plantas 

que de otra forma estaría disponible en muy bajas cantidades.  

En el caso de la solubilización de P inorgánico, el mecanismo más extendido 

entre las bacterias del suelo se basa en la producción de ácidos orgánicos (e.g., ácido 

glucónico, cetoglucónico, cítrico, láctico o málico, entre otros). Como consecuencia de 

la producción y excreción de los mismos al entorno extracelular, el medio circundante 

se acidifica, teniendo lugar la quelación del catión unido al fosfato y la consecuente 

liberación de las formas solubles del mismo (Tabassum et al., 2017). Sin embargo, la 

solubilización de algunos fosfatos como el cálcico también puede tener lugar en 

ausencia de ácidos orgánicos, siendo necesaria la liberación de protones durante 

procesos respiratorios o tras la asimilación de NH4
+
 (Illmer y Schinner, 1995), o incluso 

teniendo lugar la síntesis bacteriana de HCl, HNO3 o H2SO4. 

Numerosos estudios demuestran la gran diversidad de bacterias capaces de 

solubilizar fósforo inorgánico en los agroecosistemas, sin embargo, dicha habilidad en 

bacterias que habitan los bosques no ha sido tan estudiada. Aun así, se conocen 

géneros como Arthrobacter, Burkholderia, Collimonas, Pseudomonas, Sphingomonas, 

entre otros, aislados de la rizosfera o micorrizosfera de quercíneas capaces de 

solubilizar fosfato (Calvaruso et al., 2007; Uroz et al., 2007; Fernández-González et al., 

2017). 

2.2.2.2.1.1.3. Movilización de hierro 

 En la corteza terrestre, el hierro (Fe) es el cuarto elemento químico más 

abundante, encontrándose implicado en procesos biológicos de gran relevancia tanto 

enzimáticos (actuando como cofactor) como no enzimáticos (Dimkpa, 2016). A pesar de 

su elevada abundancia, en ambientes aerobios la forma predominante de este elemento 

(Fe3+) frecuentemente forma hidróxidos y/u oxihidroxidos altamente insolubles y por 

tanto poco disponibles para los organismos vivos (Ahemad y Kibret, 2014). Los 

microorganismos y las plantas requieren considerables cantidades de este elemento 

para su desarrollo, lo cual puede llegar a suponer un problema en ecosistemas como el 

rizosférico dada la gran competencia por el hierro entre los diferentes microorganismos. 
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Para superar dicho obstáculo, muchas PGPB sintetizan sideróforos, esto es, moléculas 

de bajo peso molecular y de extremada afinidad por Fe3+ (Dimkpa, 2016). Estos actúan 

como agentes quelantes de dicho metal, secuestrándolo de minerales o compuestos 

orgánicos, especialmente en condiciones de limitación de hierro. Una vez los sideróforos 

alcanzan la membrana bacteriana, el Fe3+ es reducido a la forma biológicamente 

relevante (Fe2+), siendo este último introducido en el interior celular, y degradado el 

sideróforo libre (Ahemad y Kibret, 2014 y Dimkpa, 2016). En cuanto a la movilización 

bacteriana del hierro en pro de las plantas, estas son capaces de asimilar dicho 

elemento a partir de los sideróforos bacterianos mediante mecanismos cuyo detalle 

excede los objetivos de esta Tesis Doctoral. 

Cabe destacar que estructuralmente existen diferentes tipos de sideróforos 

bacterianos, pudiéndose clasificar en hidroxamatos, catecolatos, o los de tipo 

hidroxicarboxilato (Khan et al., 2018). La producción de sideróforos ha sido 

documentada para multitud de especies e incluso géneros bacterianos que 

interaccionan con plantas de interés agrícola, sin embargo, esta capacidad ha sido 

menos estudiada para bacterias que habitan en los ecosistemas forestales. Así, 

Arthrobacter, Burkholderia, Collimonas, Pseudomonas y Sphingomonas son algunos de 

los géneros frecuentes en el suelo de diferentes bosques y de los que se tiene 

constancia de su producción de sideróforos (Calvaruso et al., 2007; Uroz et al., 2007; 

Fernández-González et al., 2017).  

2.2.2.2.1.1.4. Solubilización de potasio  

 El potasio (K) es el tercer macronutriente esencial para las plantas. Este participa 

en procesos vegetales tan relevantes como la regulación del funcionamiento de los 

estomas o la activación de numerosos enzimas. Su papel en la planta es fundamental 

ya que el transporte de agua y nutrientes a lo largo del xilema es uno de los procesos 

en los que este elemento también se encuentra implicado. En el suelo, el K se encuentra 

fundamentalmente en su forma inorgánica insoluble, formando parte de algunos 

minerales como las micas (e.g., moscovita, biotita) o los feldespatos (e.g., ortoclasa). 

Sin embargo, las plantas absorben este elemento fundamentalmente en su forma 

catiónica, por lo que en muchos suelos la cantidad de potasio fitodisponible se encuentra 

por debajo de los requerimientos de algunas plantas. Tal y como ocurre con otros 

elementos químicos, es conocida la existencia de ciertos microorganismos en el suelo 

capaces de solubilizar la fracción mineral insoluble de K. En este sentido, las bacterias 

desempeñan un papel central en dicho proceso, siendo capaces de movilizar dicho 

elemento de sus fuentes minerales mediante reacciones de oxido-reducción en las que 

interviene la producción de moléculas quelantes, o mediante la producción de ácidos 

orgánicos (Sattar et al., 2019). Así, se ha demostrado que diferentes especies 

pertenecientes a los géneros Acidothiobacillus, Aminobacter, Arthrobacter, Bacillus, 

Burkholderia, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium o Sphingomonas tienen la 

habilidad de solubilizar minerales que contienen K, en formas adecuadas para su 

absorción vegetal. 
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2.2.2.2.1.2. Modulación del nivel de reguladores del 

crecimiento vegetal 

 Algunas bacterias son capaces de producir reguladores del crecimiento de las 

plantas o modificar el balance hormonal de las mismas, afectando por tanto a diferentes 

procesos fisiológicos vegetales como el crecimiento, desarrollo radicular o la respuesta 

de las plantas a diferentes tipos de estrés. 

2.2.2.2.1.2.1. Síntesis de reguladores del crecimiento 

vegetal 

 

2.2.2.2.1.2.1.1. Citoquininas y giberelinas 

Citoquininas y giberelinas son algunos de los reguladores del crecimiento vegetal 

que son producidos por diferentes bacterias que interaccionan con las plantas. Las 

primeras se hallan implicadas en el proceso de división celular, desarrollo radicular, 

dominancia apical, así como en la regulación de la senescencia de las hojas, siendo la 

zeatina y la kinetina las más comúnmente producidas por las PGPB (Tabassum et al., 

2017). Por otro lado, las giberelinas pertenecen al grupo de reguladores del crecimiento 

vegetal que participan en procesos relacionados con la germinación de las semillas, 

elongación del tallo, floración o desarrollo de frutos (Saleem et al., 2015).  

Varios estudios han demostrado que la inoculación de diferentes tipos de plantas 

con bacterias capaces de producir uno, otro o ambos reguladores conlleva en última 

instancia una mejora del crecimiento vegetal. Los fenotipos observados incluyen un 

aumento del peso fresco del tallo y las raíces de plantas de tomate (Joo et al., 2005), o 

un incremento del número de raíces laterales y superficie radicular, y por tanto una mejor 

nutrición de la planta (Sokolova et al., 2011). Sin embargo, el papel que estos 

desempeñan y la regulación de la síntesis bacteriana son, a día de hoy, poco conocidos 

(Glick, 2012). Igualmente poco conocidas son las bacterias asociadas a las raíces de 

los árboles, capaces de sintetizar este tipo de fitohormonas.  

2.2.2.2.1.2.1.2. IAA, indole-3-acetic acid (ácido 

indol-3-acético) 

 El ácido indol-3-acético es un regulador del crecimiento vegetal del grupo de las 

auxinas. Participa en una gran cantidad de procesos relacionados con el crecimiento de 

las plantas, así como por ejemplo en las respuestas de defensa a condiciones de estrés. 

Dicha auxina de tipo indólico estimula la división y la diferenciación celular, la 

germinación de las semillas, promueve el desarrollo del sistema radicular 

encontrándose implicada en la formación de raíces laterales y adventicias, participa en 

la mediación de la respuesta de las plantas a la luz o a la gravedad, entre otros procesos 

(Spaepen y Vanderleyden, 2011).  

 La síntesis bacteriana de este tipo de auxina ha sido ampliamente estudiada, 

conociéndose a día de hoy una multitud de especies adscritas a diferentes géneros 

(tanto endosféricas como rizosféricas), capaces de producir IAA. Entre estos destacan 

algunos como Azorhizobium, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Rhizobium y 

Pseudomonas, habiéndose aislado bacterias de este último género a partir de la 

rizosfera de especies leñosas (Olea europea, olivo) con capacidad de sintetizar esta 
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auxina (Gómez-Lama Cabanás et al., 2018a). Generalmente se considera que el IAA 

producido y excretado por las bacterias puede modular diferentes procesos fisiológicos 

vegetales debido principalmente a una alteración de los niveles endógenos de esta 

auxina en las plantas (Glick, 2012). En líneas generales, la inoculación de hospedadores 

vegetales con bacterias capaces de sintetizar in vitro IAA lleva asociada un cambio en 

la estructura de las raíces. Principalmente tiene lugar un aumento en la cantidad de 

pelos radiculares y raíces laterales formadas, lo cual a su vez supone una mayor 

superficie del sistema radicular, y por ende que las plantas tengan un mayor acceso a 

los nutrientes del suelo. La síntesis de IAA además hace que la exudación radicular se 

vea estimulada, lo cual a su vez supone un incremento de la colonización de las raíces 

por las PGPB (Spaepen y Vanderleyden, 2011).  

Sin embargo, debe destacarse que el efecto de este regulador sobre la fisiología 

de las plantas generalmente varía en función de la concentración del mismo. Así, se ha 

documentado que la inoculación de una cepa de P. putida sobre semillas de judía 

supone la inducción de la formación de raíces considerablemente más largas que las 

correspondientes a las plantas control, mientras que raíces más cortas fueron obtenidas 

en el caso de las plantas inoculadas con una cepa sobreproductora de IAA (Xie et al., 

1996; Mayak et al., 1999). Además, la respuesta de las plantas al IAA bacteriano puede 

depender también el tejido en cuestión, así como del estado de desarrollo de la planta 

(Glick, 2012).  

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las auxinas desempeñan un papel 

importante en la fitopatogénesis bacteriana. La aplicación exógena de este tipo de 

reguladores supone un aumento de la sensibilidad de las plantas a los patógenos, 

fomentando además la aparición de los síntomas de las enfermedades que causan 

(Chen et al., 2007). Algunas bacterias fitopatógenas son capaces de producir IAA, 

posiblemente como parte de una estrategia desarrollada para superar los mecanismos 

de defensa de los hospedadores (Spaepen y Vanderleyden, 2011). Así pues, 

organismos fitopatógenos y PGPB comparten algunas habilidades como la síntesis de 

este tipo de reguladores, sin embargo los mecanismos que subyacen tras el efecto 

negativo y positivo ejercido sobre los hospedadores, respectivamente, son en la 

actualidad una incógnita. Todo ello pone de manifiesto la importancia del ácido-3-

indolacético como molécula efectora en la interacción planta-microorganismo, tanto en 

caso de la fitopatogénesis como de la fitoestimulación. 

2.2.2.2.1.2.1.3. Otros compuestos 

 Algunos compuestos volátiles de bajo peso molecular como terpenos o 

jasmonato y sus derivados son generalmente considerados moléculas de señalización 

en plantas y otros organismos, sin embargo el papel que desempeñan los compuestos 

volátiles de síntesis bacteriana en el desarrollo vegetal no ha sido tan estudiado. En el 

caso de varias cepas de las especies Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens y 

Enterobacter cloacae, se ha demostrado que la producción y emisión de acetoína y el 

2,3-butanodiol puede desencadenar la mejora del crecimiento de plantas de Arabidopsis 

thaliana (Ryu et al., 2003). Sin embargo, en la actualidad poco se conoce sobre la 

síntesis de dichos compuestos volátiles en el caso de bacterias que habitan la rizo- o 

endosfera de especies leñosas. 
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2.2.2.2.1.2.2. Modulación de los niveles de etileno en 

la planta 

El etileno es un regulador del crecimiento vegetal capaz de afectar el crecimiento 

de las plantas de múltiples maneras. A la concentración óptima dicho compuesto es 

capaz de mediar algunos procesos como la maduración de los frutos, la ruptura de la 

dormancia, la germinación de las semillas, la abscisión de las hojas, activar la síntesis 

de otras fitohormonas, así como de mediar la respuesta a diferentes tipos de estrés o 

participar en la formación de raíces secundarias y raíces adventicias (Abeles et al., 

1992). Sin embargo, en respuesta a diferentes tipos de estrés (tanto bióticos como 

abióticos), las plantas son capaces de modular los niveles de hormonas como el etileno. 

Este, por ejemplo, induce la síntesis de proteínas necesarias para la protección de la 

planta frente a los efectos negativos asociados a dichas condiciones de estrés. En 

cambio, cuando el etileno es producido a concentraciones elevadas, se convierte en 

etileno de estrés, induciendo entonces la defoliación, inhibiendo la elongación de las 

raíces y la formación de nódulos en las raíces de plantas leguminosas, regulando el tipo 

de nódulo que se forma (Fernández-López et al., 1998), participando en la senescencia 

y abscisión de las hojas o en la destrucción de la clorofila (Singh et al., 2015).  

Algunas bacterias asociadas a las raíces de las plantas son capaces de reducir 

los efectos del etileno de estrés. Dichas bacterias degradan el precursor inmediato del 

etileno, esto es, ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate o ácido 

1-aminociclopropano-1-carboxílico) gracias a la actividad del enzima ACC deaminasa. 

Dicho enzima actúa sobre el ACC produciendo amonio y α-cetobutirato, reduciendo en 

consecuencia los niveles de etileno en la planta. Por consiguiente, las PGPB que 

sintetizan el mencionado enzima son capaces de reducir el efecto inhibitorio que 

grandes cantidades de etileno – producidas a raíz de situaciones de estrés – ejercen 

sobre el crecimiento vegetal (Glick, 2014).  

2.2.2.2.2. Mecanismos indirectos  

 La mejora del crecimiento de las plantas puede ser lograda también como 

consecuencia de la actividad antagónica de las PGPB sobre organismos patógenos que 

afectan a la salud de los hospedadores vegetales Así, algunas bacterias tienen 

capacidad de inhibir el crecimiento de organismos patógenos (hongos, oomicetos, 

nematodos, insectos), pudiendo suprimir o reducir la enfermedad ocasionada por estos 

en la planta hospedadora. En este contexto se define el concepto control biológico como 

“el control o la supresión de las enfermedades que afectan a las plantas debido a una 

reducción en el número y la actividad de un organismo fitopatógeno mediante el uso de 

uno o varios organismos, o mediante el uso de un producto resultante de un proceso 

biológico” (Sindhu et al., 2001). A las bacterias con dichas capacidades positivas se les 

denomina agentes de control biológico o BCAs (Biological Control Agents), siendo 

capaces de ejercer su efecto protector mediante las estrategias expuestas a 

continuación. 
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2.2.2.2.2.1. Metabolitos secundarios con actividad 

antagónica 

 La producción de metabolitos secundarios como antibióticos, biosurfactantes, 

bacteriocinas o toxinas es uno de los principales mecanismos vinculados al control 

biólogico de organismos patógenos (Sindhu et al., 2001). Si bien una amplia diversidad 

de bacterias asociadas a las raíces son capaces de producir este tipo de compuestos, 

los géneros Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas y Streptomyces son algunos de 

los más estudiados por su amplio espectro de moléculas producidas con efecto 

antibiótico, e.g., anfisina, 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG, 2,3-diacetylphloroglucinol), 

pirrolnitrina, HCN, oomicina A, fenazina, tensina, pioluterina, tropolona, oligomicina A, 

kanosamina, zwittermicina A o xanthobaccina, entre muchas otras (Keel et al., 1992; 

Milner et al., 1996; Laville et al., 1998; Hashidoko et al., 1999; Kim et al., 1999; 

Nakayama et al., 1999; Nowak-Thompson et al., 1999; Dikin et al., 2007; Mavrodi et al., 

2013). Debe destacarse que mientras algunas bacterias solo son capaces de producir 

un único tipo de sustancia, otras por contra sintetizan y excretan múltiples compuestos. 

Los mecanismos de actuación de los metabolitos antimicrobianos son también 

muy diversos, existiendo algunos como las fenacinas o la pirrolnitrina que actúan sobre 

la cadena de transporte electrónico fúngica (Tripathi y Gottlieb, 1969), otros que afectan 

negativamente a la citocromo C oxidasa (HCN) (Blumer y Haas, 2000) y algunos que 

comprometen la integridad de la membrana plasmática de zoosporas, véase DAPG y 

algunos biosurfactantes (Stanghellini y Miller, 1997). Debe puntualizarse que la revisión 

de los aspectos relativos a los compuestos con efecto antagónico merece una mención 

extensa y aparte, dada la gran diversidad de taxones que muestran habilidad para 

sintetizar estos metabolitos secundarios, la inmensa diversidad de compuestos 

producidos, así como los diversos modos de acción de estas sustancias. 

2.2.2.2.2.2. Enzimas líticos 

 Otra estrategia de gran relevancia ecológica seguida por una gran variedad de 

bacterias que se asocian a las raíces es la síntesis de enzimas extracelulares con 

actividad lítica. Tal y como se ha mencionado anteriormente (Apartado 2.2.2.1.1.2.), en 

los suelos forestales las bacterias desempeñan un importante papel en la 

descomposición del micelio fúngico muerto gracias a la producción de diversos enzimas 

como quitinasas fundamentalmente, así como otras glicosil hidrolasas, proteasas y 

lipasas. La producción de este tipo de enzimas extracelulares ha sido igualmente 

documentada para bacterias que son capaces de inhibir el crecimiento de hongos y 

oomicetos, suponiendo por tanto una estrategia igualmente válida para la degradación 

de la pared celular de organismos tanto vivos como ya muertos.  

 Cabe destacar que la síntesis de enzimas líticos puede considerarse 

simultáneamente como un mecanismo de parasitismo. Algunos autores sugieren que la 

colonización bacteriana de las hifas fúngicas y la posterior síntesis de enzimas líticos 

podría suponer un mecanismo de biocontrol. Así, las cepas Pseudomonas fluorescens 

WCS365 y P. chlororaphis PCL1391 capaces de controlar el hongo Fusarium 

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici causante de la podredumbre de las raíces de tomate, 

son capaces de colonizar las hifas del hongo activamente (Bolwerk et al., 2003), 
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sugiriendo los autores que la colonización podría ser el paso previo a la producción de 

enzimas extracelulares con los que antagonizar dicho patógeno. 

2.2.2.2.2.3. Degradación de toxinas o factores de 

virulencia 

 Un mecanismo implicado en el biocontrol de ciertos microorganismos 

fitopatógenos es la degradación de toxinas o factores de virulencia producidos por los 

mismos. 

 La bacteria Xhantomonas albilineans produce el factor de virulencia albicidina, 

encontrándose este patógeno implicado en la escaldadura foliar de la caña de azúcar 

(Zhang y Birch, 1997). Sin embargo, algunas especies como Klebsiella oxytoca (Walker 

et al., 1988) y Alcaligenes denitrificans (Basnayake y Birch, 1995) son capaces de 

producir una proteína que se une a dicha toxina y la inactiva, si bien otras como Pantoea 

dispersa son capaces de detoxificar la albicidina gracias a la actividad de una esterasa 

(Zhang y Birch, 1997). 

 Por otro lado, diferentes especies fúngicas del género Fusarium producen ácido 

fusárico (ácido 5,2-butilpiridin-2-carboxílico), compuesto implicado en el marchitamiento 

y podredumbre de una amplia variedad de cultivos (Pegg, 1981). Mediante mecanismos 

aún no conocidos, la cepa Burkholderia ambifaria T16 es capaz de degradar dicha 

micotoxina en plántulas de cebada e incluso de inhibir el crecimiento de diversas 

especies del género Fusarium, pudiendo ser la degradación del ácido fusárico uno de 

los mecanismos antagónicos de dichos hongos fitopatógenos (Simonetti et al., 2018). 

 Otros hongos como Sclerotinia sclerotiorum y Botrytis cinerea o el oomiceto 

Phytophthora infestans producen ácido oxálico como factor de virulencia, favoreciendo 

la desestructuración de la pared celular vegetal e inhibiendo la respuesta defensiva de 

los hospedadores vegetales (Cessna et al., 2000). Sin embargo, cuando plantas de 

Arabidopsis thaliana, pepino, tomate o incluso vid son inoculadas con una cepa 

degradadora de ácido oxálico de la especie Cupriavidus campinensis, estas se muestran 

protegidas frente a B. cinerea (Schoonbeek et al., 2007). 

2.2.2.2.2.4. Mecanismos de competición 

 

2.2.2.2.2.4.1. Competición por nutrientes 

 La rizosfera es un ambiente rico en nutrientes, sin embargo, algunos de ellos 

resultan limitantes para el crecimiento bacteriano. Así, en este ecosistema muchos 

microorganismos compiten por nutrientes esenciales de baja biodisponibilidad como el 

Fe (Apartado 2.2.2.2.1.1.3.). Generalmente se estima que las bacterias requieren una 

concentración aproximada de este elemento de 10-6 M para su correcto desarrollo, 

siendo la concentración de la forma soluble del hierro en muchos suelos dos órdenes 

de magnitud inferior (Shindu et al., 2009 y Tabassum et al., 2017). Para superar dicha 

limitación, las bacterias sintetizan sideróforos tal y como se ha mencionado 

anteriormente, los cuales destacan por su mayor afinidad por el hierro en comparación 

con los de origen fúngico. De esta manera, el secuestro del hierro mediado por los 

sideróforos bacterianos hace que este elemento se encuentre menos disponible para 

algunos hongos fitopatógenos, viéndose así limitada su capacidad de proliferación en la 
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rizosfera (O’Sullivan y O‘Gara, 1992). Debe mencionarse que en este contexto, 

generalmente el crecimiento de la planta no se ve afectado por una disminución del nivel 

de hierro causada por los sideróforos bacterianos, dado que las plantas son capaces de 

crecer a concentraciones de hierro inferiores que los microorganismos (O’Sullivan y 

O‘Gara, 1992). 

2.2.2.2.2.4.2. Competición por el nicho ecológico 

 Además de la producción de sideróforos, muchos BCAs se distinguen por sus 

rápidos movimientos quimiotácticos sobre la superficie de las raíces en crecimiento 

hacia los nutrientes procedentes de los exudados radiculares. Dichas bacterias son 

capaces de colonizar rápida e intensamente las raíces y utilizar los nutrientes allí 

disponibles, siendo por tanto muy difícil la supervivencia de otros microorganismos en 

dicho nicho ecológico que no tengan tales capacidades (Glick, 2012). Así, aspectos 

como el movimiento flagelar, la quimiotaxis, la adhesión a la superficie de las raíces 

mediada por el O-antígeno o fimbrias, entre otros, son clave para la colonización y la 

subsecuente ocupación de nichos como la raíz de las plantas (Prashar et al., 2013). 

2.2.2.2.2.5. Inducción de la resistencia sistémica 

 Se conoce como resistencia sistémica inducida (ISR, Induced Systemic 

Resistance) al estado de resistencia de las plantas frente a organismos fitopatógenos 

desencadenado por estímulos bióticos o abióticos específicos. Entre los 

desencadenantes de origen biótico se encuentran tanto estructuras bacterianas (flagelo, 

lipopolisacárido) como diferentes metabolitos sintetizados por bacterias, sideróforos, 

compuestos orgánicos volátiles, metabolitos con actividad antimicrobiana de diversa 

índole, o ácido salicílico (van Loon et al., 1998). En respuesta a dichos estímulos, se 

activa la expresión en las plantas de genes implicados en la defensa de las mismas 

frente a organismos patógenos, sin que tenga necesariamente que ocurrir una infección 

localizada por uno de ellos. La ISR permite que estas respondan a un diverso rango de 

patógenos gracias a cambios estructurales, fisiológicos y metabólicos. Entre ellos 

destaca el engrosamiento de la pared celular vegetal, la producción de metabolitos de 

defensa, la acumulación de proteínas y enzimas de defensa (proteínas PR, quitinasas, 

catalasa, fitoalexinas, polifenol oxidasa, etc.). Cabe destacar que la inducción de este 

tipo de respuesta defensiva no causa síntomas visibles en la planta hospedadora (Glick, 

2012). 

 Así, diversos estudios han demostrado que algunas bacterias podrían ser 

empleadas como BCAs ya que pueden actuar como elicitores de la ISR, resultando en 

la protección de las plantas frente a diferentes tipos de patógenos, incluyendo hongos, 

otras bacterias, virus, insectos y nematodos (Sikora, 1988; Maurhofer et al., 1998). 

Existen evidencias de este mecanismo de biocontrol tanto en plantas agrícolas como 

forestales, destacando la protección de Quercus virginiana frente al hongo Ceratocystis 

fagacearum al ser pre-inoculado con una cepa endófita de la especie P. putida (Brooks 

et al., 1994).  
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 Debe tenerse en consideración que en la mayoría de los casos las PGPB y los 

BCAs son capaces de promover el crecimiento vegetal mediante varios de los 

mecanismos mencionados. Por otro lado, el efecto que una bacteria ejerce sobre una 

planta puede variar conforme se producen cambios en las condiciones ambientales o 

los parámetros fisiológicos vegetales. Por ejemplo, en una situación de limitación de 

algunos nutrientes como N o P, las PGPB pueden proporcionarles a las plantas dichos 

elementos mediante los mecanismos aquí resumidos. Sin embargo, este fenómeno 

puede verse limitado o incluso cesado si se aplican externamente cantidades 

significativas de fertilizantes (Glick, 2012).  

2.2.2.3. Bioformulaciones basadas en PGPB y/o BCAs 

 En el ámbito agrícola, el interés por el uso de biofertilizantes y biopesticidas ha 

crecido exponencialmente en las últimas décadas. El progresivo descubrimiento de los 

mecanismos implicados en la promoción del crecimiento vegetal (tanto directos como 

indirectos) así como de sus múltiples beneficios sobre las plantas, ha hecho que este 

tipo de bacterias se muestre como una herramienta con gran potencial en la agricultura. 

Históricamente los agricultores han empleado fertilizantes, pesticidas e insecticidas 

químicos con los que mejorar el crecimiento y rendimiento de los cultivos, así como para 

controlar las enfermedades y plagas que causan importantes pérdidas económicas 

anuales (Tabassum et al., 2017). Sin embargo, son bien conocidas las consecuencias 

perjudiciales para el medioambiente del uso extendido e intensivo de este tipo de 

compuestos químicos. Así, la inoculación de las plantas de interés agrícola con PGPB 

y/o BCAs autóctonos (aquellos aislados de los propios tejidos de la planta en la que 

posteriormente serán aplicados, o del ecosistema inmediato en el que habitan dichos 

hospedadores) se ha mostrado como una alternativa prometedora al uso de 

agroquímicos, dada su seguridad medioambiental, entre otros aspectos. Tal es así que 

la cantidad de trabajos que abordan el efecto de la inoculación bacteriana sobre 

especies agrícolas es innumerable, existiendo además en el mercado cuantiosas 

bioformulaciones basadas en PGPB y/o BCAs (Tabassum et al., 2017). 

 Sin embargo, el mayor crecimiento y mejor fitness de las plantas también es 

objeto de estudio en el caso de cultivos arbóreos y en ecosistemas forestales. La 

producción vegetal en los viveros forestales se encuentra principalmente orientada 

hacia los programas de repoblación y/o recuperación, si bien parte del material vegetal 

también se destina hacia el uso particular o doméstico, así como para la exportación. 

Así, generalmente se ha considerado que gran parte del éxito de las tareas de 

repoblación radica en la calidad del material vegetal de los viveros, lo cual requiere que 

los plantones no tengan ningún tipo de carencia nutricional. Por otro lado, debe tenerse 

en cuenta el impacto sufrido por los mismos cuando son trasplantados a campo, donde 

deben adaptarse a nuevas condiciones ambientales que en muchos casos son hostiles. 

Si bien diferentes factores condicionan la adaptación a la nueva situación, el vigor de la 

planta y un rápido desarrollo del sistema radicular son cruciales en este punto (Chanway 

y Holl, 1991). Dado el importante papel de las PGPB, en las últimas décadas se ha 

planteado la posibilidad de incorporar en los viveros la inoculación de plantones con 

PGPB como estrategia para la obtención de material vegetal de calidad con el que 

realizar tareas de repoblación (Chanway, 1997; Karličić et al., 2016).  
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Al igual que en el ámbito agrícola, la utilización de bioformulaciones basadas en 

PGPB y/o BCAs se considera una herramienta no muy costosa económicamente, 

respetuosa con el medioambiente y fácilmente aplicable en los viveros forestales 

(Chanway, 1997). Algunos autores se muestran firmes defensores de la utilización de 

BCAs a nivel de vivero, como estrategia de pretratamiento para el control de hongos 

patógenos que afectan a especies leñosas (Gómez-Lama Cabanás et al., 2018b). La 

inoculación de plantones antes de ser transferidos a campo resultaría más rentable en 

cuestión de tiempo invertido, más económica y sencilla que los tratamientos a gran 

escala (en campo), según los mencionados autores. En este contexto, aunque las 

especies arbóreas no han reclamado tanta atención como las plantas agrícolas, ya se 

dispone de evidencias que demuestran que la inoculación de plantas de interés silvícola 

puede igualmente tener efectos positivos sobre las mismas. Algunos autores además 

defienden que la inoculación bacteriana de plantones podría ser una estrategia positiva 

para afrontar las condiciones extremas a las que se enfrentan tras su trasplante 

(Chanway, 1997).  

Así, en la Tabla 1 se recogen algunas de las evidencias científicas del efecto 

positivo de las PGPB sobre especies forestales documentadas en el siglo XXI. 
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Tabla 1. Resumen de los trabajos realizados en el siglo XXI en los que se inoculan especies forestales con microorganismos promotores del crecimiento vegetal. 

Inoculante bacterianoa Planta hospedadora Efecto sobre la plantab,c Referencia 

Bacillus licheniformis + Pisolithus tintorious Pinus pinea 
Incremento de la superficie de la parte aérea y 
sistema radicular; Incremento de la  longitud de las 
raíces y del peso seco de la planta 

Probanza et al., 2001 

Bacillus licheniformis; B. pumilus; 
Combinación de ambas 

P. pinea 
Incremento de la superficie de la parte aérea, de la 
altura tallo y del peso seco de la planta 

Probanza et al., 2002 

Pseudomonas fluorescens Quercus ilex subsp. ballota 
Incremento de la altura, peso seco del tallo y del 
diámetro del cuello de raíz 

Lucas-García et al., 2004 

Stenotrophomonas maltophilia; Rhizobium sp. P. taeda; P. elliottii 
Incremento de la altura del tallo, longitud, peso y 
área del sistema radicular 
Algunas cepas disminuyen la longitud del tallo 

Enebak, 2005 

Pseudomonas fluorescens + Suillus 
granulatus 

P. halepensis 
Incremento del número de raíces laterales, de la 
cantidad de acículas y del peso seco del tallo 

Rincón et al., 2005 

Bacillus sp.; Curtobacterium sp.; Arthrobacter 
sp.; Staphylococcus sp.; Burkholderia sp. 

P. pinea 
Incremento de la altura y del peso seco del tallo; 
incremento del peso seco y del diámetro del cuello 
de raíz 

Barriuso et al., 2008 

Pseudomonas fluorescens P. halepensis; Q. coccifera Incremento de la altura y del peso seco Rincón et al., 2008 
Pseudomonas spp.;  
Stenotrophomonas maltophilia;  
Bacillus subtilis 

Eucalyptus spp. 
Mejora del porcentaje de germinación; Incremento 
de la altura del tallo y del peso seco de raíces y tallo 

Mafia et al., 2009 

Azospirillum brasilense  Eucalyptus globulus 
Incremento de la tasa de germinación, de la altura 
de la planta, del peso seco de parte aérea y raíces 

Puente et al., 2010 

Agrobacterium tumefaciens Robinia pseudoacacia Incremento de la biomasa Hao et al., 2012 
Paenibacillus polymyxa Thuja plicata Incremento biomasa de las raíces Anand et al., 2013a 

Paenibacillus polymyxa P. contorta var. latifolia 
Disminución de la mortalidad de plantones; 
Incremento de la concentración de N foliar y de la 
biomasa de la planta 

Anand et al., 2013b 

Azotobacter chroococcum; Streptomyces sp. 
Ulmus pumila; R. pseudoacacia; 

Acer dasycarpum 
Incremento de la altura de plantones Hajnal-Jafari et al., 2014 

Bacillus licheniformis; Aeromonas hydrophila; 
Pseudomonas putida; Burkholderia cepacia 

R. pseudoacacia; P. sylvestris 
Incremento de la altura y del diámetro del cuello de 
la raíz 

Karličić et al., 2015 

Mesorhizobium sp. Betula pubescens Incremento del peso seco de la raíz y tallo Sousa et al., 2015 
a En aquellos casos en los que se analizaron varias cepas bacterianas de la misma especie o incluso varias especies del mismo género, se muestran los rangos taxonómicos 

inmediatamente superiores comunes. 
b En el caso de que se observaran distintos efectos ocasionados por diferentes bacterias o sobre diferentes hospedadores, se indican todos ellos con independencia de la bacteria u 

hospedador considerado. 
c Por norma general, las comparaciones se refieren a un control no inoculado. Los detalles específicos del diseño experimental pueden consultarse en los trabajos citados. 
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 Tal es el potencial de las PGPB y de los BCAs sobre plantas de interés agrícola 

y también sobre las de tipo forestal, que en la actualidad se dispone en el mercado de 

bioformulaciones que pueden resultar efectivas sobre el fitness de algunas especies 

forestales. Concretamente, el producto SonataTM ASO, el cual incluye esporas de la 

cepa Bacillus pumilus QST 2808 es comercializado al objeto de controlar diversos 

organismos patógenos, algunos de los cuales afectan a quercíneas (Armillaria mellea, 

Phytophthora spp.), tal y como se recoge en la base de datos BPDB (Bio-Pesticides 

DataBase; Lewis et al., 2016). 

 

A la vista de los diversos efectos positivos ejercidos sobre las distintas especies 

forestales, la inoculación de las mismas se muestra como una estrategia prometedora. 

Sin embargo, se trata de un área de conocimiento que aún está por desarrollar, y que 

presenta múltiples retos. La mayoría de los trabajos han sido llevados a cabo en 

condiciones controladas, y no demasiados han sido realizados en campo. Tampoco es 

conocida la persistencia de los inoculantes bacterianos una vez los plantones tratados 

son transferidos a campo, ni el efecto que dichos inoculantes pueden ejercer sobre las 

comunidades microbianas nativas. Aspectos, todos ellos, que deberían ser evaluados 

para poder consolidar las estrategias basadas en PGPB y/o BCAs en el ámbito silvícola. 
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La imagen muestra parte del singular tronco de un individuo de Quercus pyrenaica. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  



Objetivos 

 

43 
 

Los ecosistemas de montaña, y especialmente los bosques mediterráneos, se 

encuentran profundamente alterados por el cambio global, siendo las principales 

amenazas a las que se enfrentan el incremento de las temperaturas y la disminución de 

las precipitaciones, y como consecuencia el aumento de la frecuencia e intensidad de 

los incendios forestales. Las bacterias son esenciales en el funcionamiento de los 

bosques gracias al papel que en ellos desempeñan. Su contribución en los ciclos 

biogeoquímicos de los elementos resulta primordial en el mantenimiento de los 

ecosistemas forestales, al tiempo que favorecen el aporte de nutrientes a las plantas e 

incluso las protegen frente a organismos patógenos. La caracterización de las bacterias 

implicadas en la funcionalidad de estos ecosistemas resulta esencial para el desarrollo 

de estrategias como la formulación de bioinoculantes que permitan mitigar los efectos 

del cambio global y la degradación de los bosques mediterráneos. Así pues, el objetivo 

principal de la presente Tesis Doctoral es la caracterización, a diferentes niveles, de 

bacterias asociadas a la raíz de plantas leguminosas y de la leñosa Quercus pyrenaica 

Willd. (roble melojo) con las que realizar tareas de mantenimiento o mejora de las masas 

boscosas del Espacio Natural de Sierra Nevada. Para lograr este objetivo general se 

han establecido los siguientes objetivos específicos:  

 Aislamiento, caracterización genotípica e identificación de rizobios noduladores 

de plantas leguminosas que podrían emplearse como parte del forraje en áreas 

pasto-cortafuegos. 

 

 Estudio de la diversidad, composición, estructura, y descripción del core-

procarioma total y potencialmente activo de la rizosfera de Quercus pyrenaica 

Willd. 

 

 Estudio de las diferencias en la composición, estructura y potencial funcional 

entre las comunidades procariotas que habitan la rizosfera de plantones de roble 

melojo no inoculados e inoculados con un consorcio bacteriano. 

 

 Aislamiento, caracterización genotípica e identificación de bacterias de la 

endosfera radicular y rizosfera de Q. pyrenaica. 

 

 Caracterización enzimática de bacterias asociadas a la raíz de Q. pyrenaica, y 

estudio de la localización extracelular de los enzimas producidos. 

 

 Caracterización de las actividades promotoras del crecimiento vegetal, directas 

e indirectas, de bacterias asociadas a la raíz de roble melojo. 
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La imagen muestra el procedimiento para la toma de muestras de suelo rizosférico de Quercus pyrenaica. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  
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M.1. Descripción de las zonas de estudio y demarcación de parcelas 

 Las zonas estudiadas se encuentran situadas en el sector occidental del Parque 

Nacional y Natural de Sierra Nevada, en la provincia de Granada, sureste de España. 

Concretamente, los diferentes puntos de muestreo se localizan en dos áreas 

montañosas ubicadas en los términos municipales de Cáñar y Lanjarón (Figura M.1). La 

posición de todos los puntos de muestreo fue registrada con el Sistema de 

Posicionamiento Global (en inglés, GPS; Global Positioning System), y todas ellas se 

encuentran recogidas en la Tabla M.1. 

 

 M.1.1.Término municipal de Cáñar 

El área montañosa en estudio se halla en la cara sur de Sierra Nevada, 

específicamente en la ladera del término municipal de Cáñar, próxima al río Chico. A su 

vez, en dicha zona se seleccionaron diferentes áreas de muestreo:  

a) Cáñar alto (HAF, Highest Altitudinal limit of the Forest): dicho sitio se encuentra 

ubicado en el límite altitudinal superior en el que de forma natural puede 

desarrollarse la especie Q. pyrenaica. Así pues, este sitio se caracteriza por estar 

Figura M.1. Imagen aérea de los 
sitios de muestreo. A) Mapa de la 
Península Ibérica. En color fucsia se 
señala la localización en el sureste 
peninsular del Parque Nacional y 
Natural de Sierra Nevada. B) 
Localización del Parque Nacional de 
Sierra Nevada, cuyos límites se 
remarcan en color verde dentro del 
recuadro rosa. En turquesa se 
encuadra la región en la que se ubican 
los municipios Lanjarón y Cáñar. C) 
Detalle de los sitios de muestreo. Por 
claridad de la imagen, tan solo se 
muestra la localización de una de las 
tres subáreas correspondientes a cada 
uno de los sitios. Todas las imágenes 
que componen esta figura son de 
elaboración propia y fueron obtenidas 
con el software Google Earth Pro en 
fecha 14/12/2015. 



Materiales y Métodos 
 

48 
 

cubierto por melojares maduros, bien desarrollados, de gran densidad de pies y 

abundante cobertura vegetal. En los puntos temporales de muestreo (años 2013 

y 2015) dichos robledales no mostraban signos de alteraciones, enfermedad, 

invasión por otras especies leñosas u otros aspectos negativos para las 

formaciones boscosas de esta especie.  

 

b) Cáñar expansión (XZF, eXpansion Zone of the Forest): a una altitud superior a 

la que frecuentemente se desarrolla el roble melojo (ver Tabla M.1) se seleccionó 

una zona históricamente empleada para el cultivo de sorgo (Sorghum vulgare 

L.), hasta que en el año 1965 dicha práctica fue abandonada definitivamente (Dr. 

Javier Cano-Manuel, comunicación personal). Por ende, en los momentos de 

muestreo (2013 y 2015) fue posible encontrar en dicha zona pies sueltos de roble 

melojo, de no más de 50 años de edad, que no constituían una formación 

boscosa ni tan siquiera abierta5. La zona se caracteriza por estar cubierta por un 

denso piornal dominado por la leguminosa arbustiva Genista versicolor, y 

matorral almohadillado. 

 

c) Cáñar fuego (BRF, Burned and Reforested Forest): se trata de una zona que se 

encontraba cubierta por un bosque de pino silvestre (Pinus sylvestris) el cual fue 

arrasado por el fuego durante un incendio en el año 1995. Un año después, este 

área fue reforestada con roble melojo, no superando por tanto la edad de los 

árboles los 20 años en el momento de muestreo. Así pues, esta zona es 

considerada como una zona de segunda repoblación6, y en el momento de 

muestreo (años 2013 y 2015) se encontraba cubierta por un pequeño bosque 

mixto abierto. 

 

d) Cáñar Pinar (NPF, Naturalized Pine Forest): zona historicámente cubierta por 

formaciones boscosas de roble melojo hasta la década de los 50, momento en 

el que  se deforestó y se repobló con pino silvestre. En primavera del año 2013 

se realizó un clareo en el pinar ya consolidado reforestando subsecuentemente 

con plantones de Q. pyrenaica (inoculados y control; Apartado M.8.2.6. y 

Capítulo III) con el objetivo de naturalizar la zona. Así pues, se trata de una zona 

de segunda repoblación. 

 

e) Cañar Reforestación (AZC, Afforested Zone in Cáñar): se trata de una zona 

muy próxima a XZF (Figura M.1C), la cual se encuentra intensamente cubierta 

por un piornal dominado por G. versicolor. En el año 2013 se llevó a cabo una 

forestación piloto del área mediante introducción de plantones de roble melojo 

inoculados y sin inocular (Apartado M.8.2.6. y Capítulo III). 

 

 

                                                           
5 Considerando el término formación boscosa abierta propuesto por la FAO (1998).  
6 Siguiendo la definición propuesta para el término segunda repoblación según el Ministerio de 
Agricultura, Pesca y Alimentación (2018). 
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M.1.2. Término municipal de Lanjarón 

En el término municipal de Lanjarón, correspondiente a la cara sur de Sierra Nevada, 

se seleccionaron dos áreas de muestreo: 

a) Lanjarón Reforestación (AZL, Afforested Zone in Lanjarón): se trata del área 

del Cortijo de Tello, ubicada en la ribera del río Lanjarón, la cual sufrió un incendio 

en septiembre de 2005. Tras el incendio proliferaron abundantes leguminosas 

arbustivas y germinaron algunas bellotas de encina (Quercus ilex subsp. ballota). 

En el año 2013 la zona fue forestada con plantones de roble melojo (inoculados 

y control), pasando a tratarse de una zona de primera repoblación.  

 

b) Parcela Semillas Leguminosas (LSP, Legume Seed Plot): esta parcela se 

encuentra próxima a Cortijo Quemado, ubicado en el término municipal de 

Lanjarón. Aquí se muestreó en una parcela experimental próxima a un área 

pasto-cortafuegos, que fue establecida por el grupo de investigación sobre 

Pastos y Sistemas Silvopastorales Mediterráneos liderado por el Dr. D. José Luis 

González-Rebollar para hacer ensayos de vegetación autóctona y su 

aplicabilidad en prevención de incendios forestales. Dicha zona montañosa se 

caracteriza por ser rica de forma natural en determinadas especies leguminosas 

que forman parte del forraje ganadero. 

Cabe destacar que en todas las zonas de muestreo (a excepción de LSP), se 

seleccionaron tres subáreas cuya localización, altitud y características se resumen en la 

Tabla M.1.  
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Tabla M.1. Localización y características principales de las zonas de estudio. 

Zona 
Sitio de 

muestreo 
Subárea Coordenadas 

Altitud 
(msnm)a 

Características principales 

Cáñar 

HAF 

1 
N 36º 57’ 11.2’’, 
W 03º 26’ 21.0’’ 

1778 

Melojar maduro, establecido, 
bien desarrollado 

2 
N 36º 57’ 39.3’’, 
W 03º 25’ 13.6’’ 

1796 

3 
N 36º 57’ 55.9’’, 
W 03º 25’ 18.4’’ 

1883 

XZF 

1 
N 36º 57’ 19.5’’, 
W 03º 26’ 35.0’’ 

1887 

Pies aislados de roble melojo 
(edad inferior a 50 años) 

2 
N 36º 57’ 52.0’’, 
W 03º 25’ 49.3’’ 

1972 

3 
N 36º 58’ 05.9’’, 
W 03º 25’ 18.9’’ 

1975 

BRF 

1 
N 36º 58’ 42.7’’, 
W 03º 24’ 33.3’’ 

2017 

Zona reforestada con pies de 
roble melojo en 1995 (edad 

inferior a 20 años) 
2 

N 36º 58’ 40.3’’, 
W 03º 24’ 35.4’’ 

2016 

3 
N 36º 58’ 41.6’’, 
W 03º 24’ 39.0’’ 

2052 

NPF 

1 
N 36º 58’ 23.4’’, 
W 03º 24’ 36.4’’ 

1887 

Pinar naturalizado (año 2013) 
con plantones de roble melojo 

inoculados y control 
2 

N 36º 58’ 22.8’’, 
W 03º 24’ 44.5’’ 

1917 

3 
N 36º 58’ 15.2’’, 
W 03º 24’ 47.0’’ 

1883 

AZC 

1 
N 36º 57’ 20.3’’, 
W 03º 26’ 38.5’’ 

1889 

Piornal forestado con plantones 
de roble melojo inoculados y 

control (año 2013) 
2 

N 36º 57’ 38.1’’, 
W 03º 26’ 15.5’’ 

1944 

3 
N 36º 57’ 59.0’’, 
W 03º 25’ 34.5’’ 

1982 

Lanjarón 

AZL 

1 
N 36º 57’ 42.9’’, 
W 03º 27’ 43.0’’ 

1651 
Zona arrasada por un incendio 
y forestada con plantones de 

roble melojo inoculados y 
control (año 2013) 

2 
N 36º 57’ 36.0’’, 
W 03º 27’ 46.2’’ 

1610 

3 
N 36º 57’ 32.5’’, 
W 03º 27’ 43.7’’ 

1568 

LSP  
N 36º 56’ 38.2’’, 
W 03º 29’ 43.5 

1320 

Zona próxima a un área pasto-
cortafuegos, abundantes 

leguminosas constituyentes del 
pasto del ganado 

a msnm, metros sobre el nivel del mar 

 

En NPF, AZC y AZL, las correspondientes tres subáreas en estudio fueron cercadas 

mediante la colocación de alambrado metálico de aproximadamente 2 m de altura. Con 

ello se pretendió evitar la irrupción de animales – especialmente ungulados y suidos – y 

proteger de esta manera las zonas en estudio. Así pues, en cada uno de los sitios 

mencionados se delimitaron tres parcelas de 10 x 10 m. 
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M.2. Toma de muestras en campo 

 M.2.1. Muestreo de suelo rizosférico de Q. pyrenaica 

El diseño experimental del presente estudio supuso la toma de muestras de 

suelo de la rizosfera de roble melojo en tres momentos diferentes. En la primavera de 

2013 se muestrearon exclusivamente los sitios HAF, BRF y XZF, repitiéndose el 

muestreo de dichos sitios y tomando muestras de NPF, AZC y AZL dos años después 

durante la misma estación. Cabe destacar que en otoño de 2014 se tomaron muestras 

de suelo rizosférico exclusivamente de tres árboles de la parcela 1 de HAF. 

En cada una de las tres subáreas ubicadas en los sitios mencionados se tomaron 

muestras del suelo de la rizosfera de tres árboles, obteniéndose por lo tanto nueve 

muestras de cada uno de los sitios considerados. Los árboles seleccionados se 

encontraban separados entre sí a una distancia igual o superior a 5 m, siendo el 

diámetro del tronco a la altura del pecho inferior a 15 cm en el caso de los árboles 

situados en XZF y BRF, o a 30 cm si estos se hallaban en HAF. Por el contrario, durante 

el muestreo de 2015 en cada una de las parcelas delimitadas en las zonas NPF, AZC y 

AZL se seleccionaron aleatoriamente tres árboles inoculados y tres sin inocular de año 

y medio de edad, y por consiguiente, de menor diámetro de tronco. En todos los casos, 

la muestra del suelo de la rizosfera de cada uno de los árboles en estudio fue tomada 

de forma individualizada e independiente. Más adelante se detallan los experimentos de 

inoculación y siembra en campo de los plantones de roble (Apartado M.8.2.6 y Capítulo 

III). 

La toma de muestras fue realizada siguiendo el procedimiento descrito 

previamente por Cobo-Díaz y colaboradores (2015). Concretamente, las muestras de 

suelo rizosférico fueron tomadas a una distancia inferior a 50 cm del tronco. Inicialmente 

la hojarasca y los primeros 5 cm de profundidad del suelo fueron descartados con el 

objetivo de eliminar la fracción superficial frecuentemente dominada por hongos así 

como las raíces de plantas herbáceas. Así pues, a una profundidad de 5-25 cm, se 

siguieron las raíces principales del árbol hasta hallar raíces laterales jóvenes no 

suberificadas. Con ayuda de una pala limpia, se tomaron aproximadamente 300 g de 

suelo influenciado por las raíces, separando estas del propio suelo.  

Por un lado, dicha fracción de suelo fue reservada y almacenada a 4 ºC hasta su 

procesamiento en el laboratorio. Una vez allí, las muestras obtenidas de diferentes 

árboles procedentes de la misma subárea fueron mezcladas obteniéndose así tres 

muestras compuestas representativas de cada sitio en estudio, de aproximadamente 

0.9-1 kg. Posteriormente, dichas muestras compuestas fueron tamizadas haciéndolas 

pasar a través de tamices de malla de 2 mm de diámetro de poro, con el objetivo de 

eliminar los agregados de suelo más groseros y restos de material vegetal. Las muestras 

tamizadas se almacenaron a 4 ºC hasta la determinación de los paramétros 

fisicoquímicos del suelo (Apartado M.3), o bien a -80 ºC hasta proceder al aislamiento 

bacteriano detallado en el Apartado M.6.3.1. 

Por otro lado, las raíces recuperadas fueron sacudidas manualmente de forma 

vigorosa con el objetivo de eliminar las partículas de suelo más groseras. A continuación 

se aplicó fricción de forma manual sobre las raíces hasta obtener al menos 2 g del suelo 
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fuertemente adherido a las mismas, el cual, a su vez, fue mezclado con 5 mL de la 

solución LifeGuardTM Soil Preservation Solution (MoBio Laboratories Inc., EEUU). Pese 

a que dicha solución permite mantener la viabilidad de las células bacterianas, la 

estabilidad de los ácidos nucleicos así como los perfiles de expresión y la estructura de 

la comunidad microbiana, las muestras fueron almacenadas inmediatamente a 4 ºC y 

posteriormente a -20 ºC hasta la extracción de ácidos nucleicos, que se realizó en las 

48 horas posteriores.  

M.2.2. Muestreo de suelo no rizosférico y semillas de plantas 

leguminosas 

En primavera de 2013 se tomaron tres muestras de suelo en el interior de la 

parcela LSP. En este caso, se retiró la fracción superficial de suelo con el objeto de 

eliminar gran parte de las herbáceas allí presentes, y con ayuda de una pala limpia se 

tomaron 30 kg de suelo suelto o no rizosférico. Las muestras fueron mezcladas e 

inmediatamente conservadas a 4 ºC. 

A su vez, en la misma zona las Dras. Dña. Ana Belén Robles Cruz y María 

Eugenia Ramos Font del Servicio de Evaluación, Recuperación y Protección de 

Agrosistemas Mediterráneos recolectaron, entre otras muchas, semillas de las 

leguminosas  Lathyrus cicera, L. intrincatus (actualmente L. sphaericus)7, Vicia sativa 

subsp. angustifolia (actualmente V. amphicarpa), V. disperma, Trifolium cherleri o T. 

glomeratum. 

 M.2.3. Muestreo de individuos jóvenes de roble melojo 

 Durante la primavera de 2015, en cada una de las parcelas delineadas en la 

zona NPF se descuajaron tres de los robles inoculados que fueron plantados en 2013, 

así como tres individuos sin inocular. Gracias al uso de palas limpias, los individuos 

fueron descuajados tratando de conservar la integridad de la mayor parte posible del 

sistema radicular de cada uno de los robles. Inmediatamente después, los individuos 

fueron introducidos en bolsas plásticas limpias y almacenados a 4 ºC hasta su 

procesamiento en el laboratorio. 

M.3. Determinación de las propiedades fisicoquímicas del suelo bajo la 

influencia de la raíz de Q. pyrenaica 

Los análisis fisicoquímicos de los suelos fueron realizados en el Laboratorio 

Agroalimentario de Atarfe, Granada (Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo 

Rural, Junta de Andalucía) siguiendo métodos estandarizados. En síntesis, la textura de 

los suelos fue medida mediante el método de Bouyoucos (Bouyoucos, 1962); el pH fue 

determinado mediante métodos potenciométricos (Willard et al., 1974; Bates, 1983), y 

el contenido en agua disponible fue medido por gravimetría tras secar las muestras de 

suelo a 105 ºC (Gardner, 1986). La salinidad de los suelos fue determinada 

indirectamente midiendo la conductividad eléctrica de los mismos, mientras que el 

fósforo y potasio soluble fueron medidos por el método de Bray (Bray y Kurtz, 1945), 

                                                           
7 Puesto que la taxonomía botánica está sometida a incesantes revisiones y cambios (Rapini, 
2014), en lo sucesivo se empleará el nombre de las especies válidamente aceptado en el 
momento de muestreo (año 2013). 
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cuantificando mediante colorimetría. Para determinar cuantitativamente el contenido en 

materia orgánica se aplicaron técnicas volumétricas por vía húmeda, basadas en la 

oxidación de la materia orgánica a temperatura controlada (Mebius, 1960), mientras que 

el contenido total de nitrógeno fue determinado por el método de Kjeldahl (Bremner, 

1965). Finalmente, la relación carbono:nitrógeno (C:N) fue calculada a partir de ambos 

parámetros, teniendo en cuenta la Ecuación 1. 

 

C:N = 
Contenido en materia orgánica (%)

1.74 · Contenido total de N (%)
                    (Ecuación 1) 

 

M.4. Técnicas de biología molecular 

M.4.1. Extracción de ácidos nucleicos 

M.4.1.1. Extracción de DNA y RNA de suelo rizosférico 

Para obtener los perfiles taxonómicos de la comunidad procariota total y 

potencialmente activa que habita la rizosfera de Q. pyrenaica, el DNA y RNA totales, 

respectivamente, fueron co-extraidos de forma conjunta a partir de cada una de las 

muestras de suelo individuales. Así pues, el RNA y DNA rizosféricos fueron extraidos 

simultáneamente y posteriormente fraccionados empleando los kits RNA Power Soil® 

Total RNA Isolation Kit y RNA Power Soil® DNA Elution accessory kit MoBio Laboratories 

Inc., EEUU), respectivamente. 

Concretamente, los tubos conteniendo 2 g de suelo rizosférico preservados en 

5 mL de la solución LifeGuardTM Soil Preservation Solution (Apartado M.2.1.) fueron 

centrifugados durante 10 min a 6000 rpm, descartando a posteriori la solución. A cada 

tubo se le añadió 1.5 g de bolitas con las que lisar las células procarióticas 

(proporcionadas por el fabricante), así como 2.5, 0.25 y 0.8 mL de las soluciones Bead 

Solution, SR1 y SR2, respectivamente. Dichas soluciones contribuyen a la lisis celular 

así como a la degradación de lípidos, ácidos grasos y proteínas gracias a un tampón 

específico, SDS (dodecil sulfato sódico) y a un reactivo que precipita las partículas 

inorgánicas y orgánicas (a excepción de los ácidos nucleicos). Dichos reactivos se 

encuentran incluidos en la composición de las soluciones Bead Solution, SR1 y SR2, 

respectivamente. A su vez se añadieron 3.5 mL de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico (25:24:1, pH 6.7-8.0) y se aplicó vórtex manualmente hasta que las dos fases 

formadas desaparecieron. Para lograr una lisis celular homogénea y uniforme, todos los 

tubos fueron colocados en un mismo adaptador de vórtex y agitados simultáneamente 

durante 15 min. 

Posteriormente se centrifugaron los tubos a 6000 rpm durante 10 min, logrando 

así la separación de tres fases: la inferior o fenólica (en la cual se hallaban las proteínas 

y el debris celular), la interfase conteniendo los ácidos húmicos propios del suelo así 

como otros componentes de la materia orgánica e inorgánica, y la fase superior de 

naturaleza acuosa en la que se hallaban los ácidos nucleicos. Así pues, la fase superior 

fue transferida cuidadosamente a nuevos tubos limpios, adicionando a cada uno de ellos 

1.5 mL de la solución SR3 incluida en el kit. Se aplicó vórtex a cada tubo brevemente, y 

todos los tubos fueron incubados a 4 °C durante 10 min para lograr que precipitaran los 

restos celulares y las proteínas remanentes gracias a la solución de precipitación SR3. 



Materiales y Métodos 
 

54 
 

Los tubos fueron centrifugados a 6000 rpm durante 10 min, y el sobrenadante 

fue transferido cuidadosamente por decantación a nuevos tubos. Sobre los mismos se 

añadió 5 mL de la solución SR4, se aplicó vórtex para su mezcla, y se procedió a una 

incubación durante 30 min a temperatura ambiente para que tuviera lugar la 

precipitación de los ácidos nucleicos gracias al isopropanol contenido en la solución 

SR4. Transcurrido dicho periodo, se centrifugaron los tubos a 6000 rpm durante 30 min 

eliminando a continuación el sobrenadante mediante decantación. Los tubos fueron 

colocados de forma invertida sobre papel de filtro por un periodo de 5 min. 

A continuación, se añadió 1 mL de la solución salina SR5 a cada tubo y se 

pipeteó repetidamente para resuspender el pellet que contenía los ácidos nucleicos 

precipitados en el fondo de cada tubo. De forma paralela, las columnas de captura de 

RNA proporcionadas por el fabricante fueron colocadas en tubos nuevos y equilibradas 

con 2 mL de la solución SR5, dejando fluir completamente la solución a lo largo de las 

columnas por efecto de la gravedad. Inmediatamente después, las muestras que 

contenían los ácidos nucleicos resuspendidos fueron cargadas en dichas columnas, 

dejando que fluyeran completamente por gravedad. De esta manera, los ácidos 

nucleicos quedan retenidos en la matriz de la columna. 

Tras descartar los eluidos, las columnas fueron lavadas con 1 mL de solución 

SR5, dejando nuevamente que dicha solución fluyera por gravedad a lo largo de las 

mismas. Al tratar las columnas con dicha solución, los contaminantes no retenidos en la 

matriz son eliminados, por lo que a continuación se transfirieron todas las columnas a 

tubos nuevos, para proceder a continuación con la elución de los ácidos nucleicos. 

Así pues, se añadió 1 mL de las solución SR6 a cada columna y se dejó fluir por 

gravedad a lo largo de las mismas. Puesto que la solución SR6 proporcionada por el 

fabricante es un tampón que permite eluir selectivamente el RNA de la matriz de las 

columnas y deja el DNA y posibles contaminantes retenidos en la misma, se recuperó 

el eluido en cada caso (conteniendo el RNA), y se transfirió cada columna (conteniendo 

el DNA retenido) a un tubo nuevo. 

Por un lado, cada eluido recuperado – en el que se hallaba el RNA – fue 

transferido a un nuevo tubo y reservado. 

Por otro lado, para lograr la elución del DNA retenido en la matriz de las columnas 

se adicionó 1 mL de la solución SR8 a cada una de ellas, dejando que la solución fluyera 

completamente por gravedad. El eluido fue por lo tanto recuperado en cada tubo, 

descartando las columnas definitivamente. 

En ambos casos, se añadió 1 mL de la solución SR4 a todos los tubos, 

inviertiendo los mismos repetidamente y conservándolos a -20 °C durante 10 min. Todos 

los tubos fueron a continuación centrifugados durante 15 min a 12,000 rpm para lograr 

la precipitación de ambos ácidos nucleicos. El sobrenadante de todos los tubos fue 

eliminado por decantación, y estos fueron colocados de forma invertida sobre papel de 

filtro durante 10 min con el objetivo de eliminar el exceso de líquido. 

Finalmente, se añadió 100 µL de la solución SR7 (agua destilada libre de DNasas 

y RNasas) a cada tubo para resuspender los ácidos nucleicos, y los tubos fueron 

almacenados a -20 °C hasta su uso. 
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M.4.1.2. Extracción de DNA total bacteriano a partir de cultivos líquidos 

Para la extracción de DNA total a partir de cultivos líquidos bacterianos, se empleó 

el kit RealPure genomic DNA extraction kit (Durviz, S.L.U., España) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

Inicialmente las cepas bacterianas fueron crecidas overnight (de 12 a 16 horas) en 

las condiciones y medios de cultivo indicados en el Apartado M.6.4.1., y posteriormente 

se recuperó 1 mL de cada cultivo en tubos eppendorfs. Estos fueron centrifugados a 

12,000 rpm durante 30 s siendo el pellet celular resuspendido en 600 µL de la Solución 

de lisis proporcionada por el fabricante. Los tubos fueron entonces incubados a 80 °C 

durante 5 min para lograr la lisis celular. 

A continuación, se añadió 3 µL de RNasa proporcionada por el fabricante 

(10 mg/mL) a cada tubo, y estos fueron mezclados por inversión e incubados a 37 °C 

durante 1 h para lograr la degradación del RNA. Transcurrido dicho periodo, se añadió 

Solución de precipitación de proteínas (300 µL) incluida en el kit y se agitaron los tubos 

vigorosamente. Estos fueron centrifugados a 12,000 rpm durante 5 min, momento en el 

cual se pudo apreciar el precipitado proteico en el fondo de los tubos.  

Por el contrario, el sobrenadante – en el que se halla el DNA – fue transferido a 

tubos eppendorf que contenían 600 µL de isopropanol frío (4 °C), y estos fueron 

mezclados cuidadosamente por inversión. Nuevamente los tubos fueron centrifugados 

a 12,000 rpm durante 3 min, y el pellet de DNA fue lavado con 600 µL de etanol frío al 

70% (v/v) y mediante inversión de los tubos. 

Para eliminar el etanol, se centrifugaron a 12,000 rpm los tubos durante 2 min y 

este fue eliminado cuidadosamente por decantación. El DNA fue secado completamente 

en un desecador termoestático a vacío Vacuo-Temp (JP Selecta®, España) durante 10 

min a 70 °C, y finalmente se hidrató en 200 µL de Solución de hidratación. 

M.4.2. Síntesis de ds-cDNA (double stranded complementary DNA, DNA 

complementario de doble cadena) a partir de RNA total 

M.4.2.1. Digestión de DNA 

 Para eliminar el posible DNA contaminante presente en muestras de RNA, se 

llevó a cabo una digestión empleado la DNasa I DNase I recombinant RNase-free y el 

correspondiente tampón de incubación proporcionados por Roche (Alemania). La 

reacción fue llevada a cabo en un volumen final de 150 µL, empleando la mezcla de 

reacción detallada en la Tabla M.2. Cabe destacar que en la mezcla se incluyó un 

inhibidor de las RNasas de tipo A, B y C para evitar en gran medida la degradación del 

RNA durante la digestión del DNA (RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease Inhibitor; 

Invitrogen, EEUU). 
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Tabla M.2. Composición de la mezcla de reacción empleada para la digestión de DNA en muestras 

de RNA total. 

Componente 
Cantidad, concentración o 

volumen final 

RNA total 100 µL 

RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease 

Inhibitor (40 U/µL) 
160 Ua 

DNase I recombinant RNase-free (10 U/µL) 10 Ua 

Tampón de incubación (10x) 
1x (Tris-HCl 40 mM, NaCl 10 mM, 

MgCl2 6 mM, CaCl2 1 mM, pH 7.9) 

Agua milliQ Hasta 150 µL 
a Se indica la cantidad final añadida 

 Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 45 min para que tuviera lugar 

la reacción. Posteriormente, a cada muestra se le añadió 150 µL de la mezcla 

fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1, pH 6.7-8), se aplicó vórtex y se procedió a 

la incubación de las muestras durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, 

los tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 5 min, y el sobrenadante fue 

transferido a nuevos tubos. 

A cada uno de ellos se añadió 30 µL de NaCl (5 M) y 600 µL de etanol absoluto 

mantenido a 4 °C, y se procedió a una centrifugación a 14,000 rpm durante 10 min. Tras 

descartar el sobrenadante, los tubos fueron colocados de forma invertida sobre papel 

de filtro hasta el secado del pellet formado. Este fue posteriormente resuspendido en 

16 µL de agua milliQ libre de DNasas y RNasas. 

Así pues, los productos obtenidos fueron empleados como molde para la 

amplificación del gen rrs por PCR (ver Apartado M.4.3.1.) con el objetivo de verificar la 

eficiencia de la digestión del posible DNA contaminante. 

M.4.2.2. Síntesis de ss-cDNA (single stranded complementary DNA, DNA 

complementario de cadena sencilla) 

 La reacción de retrotranscripción a partir de RNA se llevó a cabo utilizando como 

primers una mezcla de random hexamers o hexámeros aleatorios de estructura 

5’- d(NNNNNN)-3’, siendo N cualquiera de los nucleótidos adenina (A), citosina (C), 

guanina (G) o timina (T). Para romper estructuras secundarias del RNA y realizar el 

anillamiento de los primers, a cada tubo conteniendo RNA libre de DNA contaminante 

se le añadió 5 µL de una mezcla 100 µM de random hexamer primers (Thermo Fisher 

Scientific, EEUU) y los tubos fueron incubados a 70 °C durante 10 min. Inmediatamente 

después, estos fueron introducidos en hielo durante 5 min. 

Tras darle un breve centrifugado (spin) a los tubos, se procedió a la reacción de 

retrotranscripción haciendo uso de la transcriptasa reversa SuperScriptTM II de Invitrogen 

(EEUU). El propio fabricante proporciona el tampón para la síntesis de la primera hebra 

de cDNA, así como DTT (1,4 Ditiotreitol) con el que romper posibles estructuras 

secundarias del RNA. La retrotranscripción se llevó a cabo en un volumen final de 30 µL, 

empleando la mezcla de reacción detallada en la Tabla M.3. 
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Tabla M.3. Composición de la mezcla de reacción para la síntesis de ss-cDNA. 

Componente 
Cantidad, concentración o 

volumen final 

Random hexamer primers anillados al RNA total 20 µL 

First-strand buffer (5x) 
1x (Tris-HCl 25 mM, KCl 37.5 mM, 

MgCl2 1.5 mM, pH 8.3) 

DTT (100 mM) 10 mM 

dNTPs (25 mM cada uno) 0.5 mM cada uno 

RNaseOUTTM Recombinant Ribonuclease 

Inhibitor (40 U/µL) (Invitrogen, EEUU) 
20 Ua 

SuperScriptTM II (200 U/µL) 300 Ua 

a Se indica la cantidad final añadida 

La mezcla fue incubada a 42 °C, y al cabo de 1 h se añadió 200 U de 

SuperScriptTM II, incubando nuevamente 1 h a la misma temperatura. 

M.4.2.3. Síntesis de ds-cDNA  

 La síntesis de cDNA de doble cadena requiere la degradación previa de la hebra 

de RNA del dúplex o híbrido DNA-RNA formado durante una reacción de transcripción 

reversa, gracias a enzimas con actividad RNasa H. Una vez eliminado el RNA es preciso 

sintetizar la hebra complementaria al DNA, por ejemplo, mediante una polimerasa de 

DNA de tipo I. Enzimas como la DNA ligasa catalizan la formación de enlaces 

fosfodiester entre los extremos 3’ hidroxilo y 5’ fosfato de fragmentos de DNA de doble 

cadena, ligando los posibles nicks generados. 

Por lo tanto, para la síntesis de ds-cDNA se emplearon, respectivamente, los 

enzimas RNasa H (Roche, Alemania), DNA polimerasa I de Promega (EEUU), y DNA 

ligasa junto con su tampón de reacción, estos dos últimos proporcionados por Invitrogen 

(EEUU). La reacción tuvo lugar mediante incubación de los tubos conteniendo la mezcla 

de reacción indicada en la Tabla M.4 durante 2 h a 15 °C. 

Tabla M.4. Composición de la mezcla de reacción para la síntesis de ds-cDNA. 

Componente Concentración, cantidad o volumen final 

ss-cDNA 30 µL 

dNTPs (25 mM cada uno) 0.25 mM cada uno 

RNase H (10 U/µL) 2 Ua 

DNA polymerase I (10 U/µL) 30 Ua 

E. coli DNA Ligase (10 U/µL) 5 Ua 

Buffer DNA Ligase (10x) 

1 x (Tris-HCl 18.8 mM, KCl 90.6 mM, MgCl2 

4.6 mM, DTT 3.75 mM, λ-NAD 0.15 mM, 

(NH4)2SO4 10 mM, pH 8.3) 

Agua milliQ Hasta 75 µL 

a Se indica la cantidad final añadida 
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M.4.2.4. Obtención de ds-cDNA de extremos romos 

 La generación de fragmentos de DNA complementario de doble cadena con 

extremos romos fue lograda añadiendo 12 U de T4 DNA Ligasa (5 U/µL; Invitrogen, 

EEUU) a 75 µL del producto obtenido tras una reacción de síntesis de ss-DNA, e 

incubando la mezcla durante 30 min a 15 °C.  

M.4.3. Amplificación de DNA mediante PCR (Polymerase Chain Reaction, 

reacción en cadena de la polimerasa)  

Todas las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador 

Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Alemania), y empleando el kit comercial Master 

Taq® (5 PRIME GmbH, Alemania). Dicho kit incluye el enzima Taq DNA polimerasa, un 

tampón para dicho enzima, una solución de magnesio (Mg2+), y un tampón que mejora 

la estabilidad y actividad del enzima ya que contiene inhibidores de potenciales 

contaminantes de la PCR (TaqMaster PCR Enhancer). 

 La composición de la mezcla de PCR fue la misma en todos los casos (Tabla 

M.5), llevándose a cabo las reacciones siempre en un volumen final de 25 μL. 

Tabla M.5. Composición de la mezcla de reacción de PCR. 

Componente Cantidad, concentración o volumen final 

DNA molde 
(genómico, DNA rizosférico o ds-cDNA) 

2-20 nga 

Tampón del enzima (10x) 1x (Mg2+, 1.5 mM) 

Solución de magnesio (25 mM) 1 mMb 

TaqMaster PCR Enhancer (10x) 1x 

dNTPs (2.5 mM cada uno) 0.25 mM cada unoc 

Primer directo o forward (10 μM) 0.4 μM 

Primer reverso o reverse (10 μM)d 0.4 μM 

Taq DNA polimerasa (5 U/ μL) 0.75 Ue 

Agua milliQ Hasta 25 μL 

a En el caso de la amplificación de las regiones hipervariables V3-V4-V5 del gen rrs para la 

obtención de las librerías para pirosecuenciación, se añadió 10 ng. 
b Concentración final de Mg2+ en la mezcla de reacción, 2.5 mM. 
c En el caso de la amplificación de las regiones hipervariables V3-V4-V5 del gen rrs para la 

obtención de las librerías para pirosecuenciación, la concentración final de cada uno fue 0.1 mM. 
d Para la obtención de los perfiles RAPD la reacción de PCR fue llevada a cabo exclusivamente 

con un único primer (ver Tabla M.7.). 
e Se indica la cantidad final añadida. 

 

M.4.3.1. Amplificación de genes concretos 

Para la identificación taxonómica bacteriana se amplificaron diferentes genes 

mediante PCR, en función los organismos específicos en estudio. 

Por un lado, se amplificó el gen rrs que codifica el 16S rRNA de la subunidad 

pequeña (30S) del ribosoma procariota (Rajendhran y Gunasekaran, 2011), empleando 
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los primers 9bfm y 1512uR específicos para el dominio Bacteria, y Bacteria y Archaea, 

respectivamente (Tabla M.7). 

En determinados casos se amplificaron genes housekeeping, de copia única en 

los genomas bacterianos, altamente expresados y ciertamente conservados. 

Concretamente se estudiaron los genes recA (implicado en la síntesis de parte del 

sistema de recombinación y reparación del DNA procariota), atpD (codifica la subunidad 

β de la ATP sintetasa de membrana procariota), glnII (codifica la glutamina sintetasa de 

clase II) y rpoD que codifica el factor σ70 de la DNA polimerasa. 

Adicionalmente se amplificó el gen nodC que codifica la  

N-acetilglucosaminiltransferasa implicada en la síntesis de los factores de nodulación 

de los rizobios. 

La composición de la mezcla de reacción de PCR fue la misma para la amplificación 

de todos los genes (ver Tabla M.5), si bien las condiciones de PCR y la pareja de primers 

empleados fueron específicos para cada gen, tal y como se detalla en las Tablas M.6 y 

M.7, respectivamente. Cabe destacar que todas las reacciones se realizaron en un 

volumen final de 25 μL, y que en todos los casos se incluyó un control negativo de la 

amplificación en el que el DNA molde fue reemplazado por agua milliQ. 
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Tabla M.6. Condiciones de PCR para la amplificación de genes concretos, regiones génicas y 

secuencias genómicas aleatorias. 

Gen o secuencia diana 

a amplificar 
Nº ciclos 

Temperatura 

(°C) 
Tiempo Descripción 

rrs 

1 94 4 min Desnaturalización inicial 

25 

94 1 min Desnaturalización 

52 1 min Annealing primers 

72 1 min 30 s Extensión 

1 72 10 min Extensión final 

recA 

1 95 3 min 30 s Desnaturalización inicial 

25 

95 1 min Desnaturalización 

55 1 min Annealing primers 

72 1 min Extensión 

1 72 5 min Extensión final 

atpD 

1 95 3 min 30 s Desnaturalización inicial 

25 

95 1 min Desnaturalización 

59 1 min Annealing primers 

72 1 min Extensión 

1 72 5 min Extensión final 

glnII 

1 95 3 min 30 s Desnaturalización inicial 

25 

95 1 min Desnaturalización 

58 1 min Annealing primers 

72 1 min Extensión 

1 72 5 min Extensión final 

nodC 

1 95 5 min Desnaturalización inicial 

25 

95 45 s Desnaturalización 

58 1 min Annealing primers 

72 45 s Extensión 

1 72 5 min Extensión final 

rpoD 

1 94 5 min Desnaturalización inicial 

25 

94 1 min Desnaturalización 

63 1 min Annealing primers 

72 1 min 30 s Extensión 

1 72 10 min Extensión final 

Secuencia aleatorias 
(gen III del 

bacteriófago M13) 

1 95 9 min Desnaturalización inicial 

35 

95 1 min Desnaturalización 

45 1 min Annealing primer 

75 2 min Extensión 

1 72 7 min Extensión final 

Regiones 

hipervariables V3-V4-

V5 del gen rrs 

1 94 4 min Desnaturalización inicial 

25 

94 15 s Desnaturalización 

55 45 s Annealing primers 

72 1 min Extensión 

1 72 10 min Extensión final 
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Tabla M.7. Primers empleados para la amplificación de genes concretos y secuencias genómicas 

aleatorias. 

Diana a amplificar Primer Sentidoa Secuencia (5’- 3’)b 
Tamaño 
aprox. 

amplicón (pb) 

rrs 
9bfmc F GAGTTTGATYHTGGCTCAG 

1500 
1512uRc R ACGGHTACCTTGTTACGACT 

recA 
recA6e F CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA 

550 
recA555e R CRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT 

atpD 
atpD273e F SCTGGGSCGYATCMTGAACGT 

450 
atpD771e R GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG 

glnII 
glnII-12FPf F YAAGCTCGAGTACATYTGGCT 

700 
glnII-689Rf R TGCATGCCSGAGCCGTTCCA 

nodC 
nodCFg F AYGTHGTYGAYGACGGTTC 

900 
nodCIg R CGYGACAGCCANTCKCTATTG 

rpoD 
PsEG30Fh F ATYGAAATCGCCAARCG 

740 
PseEG790Rh R CGGTTGATKTCCTTGA 

Secuencia 
aleatorias (gen III 
del bacteriófago 

M13) 

M13i F GAGGGTGGCGGTTCT Desconocido 

a F, Forward (directo); R, Reverse (reverso) 
b Degeneraciones: Y (C o T); H (A o T o C); K (G o T); S (G o C); R (A o G); M (A o C); N (A o C o T o G). 
c Mühling et al., (2008) 
d Weisburg et al., (1991) 
e Gaunt et al., (2001) 
f Vinuesa et al., (2005) 

g Laguerre et al., (2001) 
h Mulet et al., (2009) 
i Huey y Hall (1989) 

 

Cabe destacar que todos los genes fueron amplificados parcialmente debido a 

la posición interna de los primers. 

M.4.3.2. Genotipado de cepas mediante marcadores moleculares RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA) 

La obtención de los perfiles RAPD habitualmente se logra empleando un primer 

de pequeño tamaño con el que se amplifican secuencias genómicas aleatorias. En este 

caso se seleccionó el primer M13 (Tabla M.7), el cual se caracteriza por ser una 

secuencia repetitiva de 15 pb incluida en el gen III del bacteriófago M13, y por ende, 

ampliamente distribuida en los genomas procariotas. 

Se llevó a cabo una amplificación mediante PCR de dichos fragmentos 

empleando para la reacción los componentes que se detallan en la Tabla M.5. En este 

caso, como único primer se seleccionó el citado M13, tal y como sugieren Rivas y 

colaboradores (2006). Las condiciones de PCR fueron las descritas en la Tabla M.6. 

M.4.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

La comprobación de la extracción del DNA total y el análisis de los productos de 

PCR se llevó a cabo mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa no 

desnaturalizantes. 
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En función del tamaño del fragmento de DNA a visualizar, se prepararon geles de 

agarosa al 0.8 ó 1.5% (p/v) en tampón TAE (Tris-HCl 40 mM; Na2EDTA·2H2O 2 mM; 

ácido acético glacial 0.114% (v/v); pH 8.5). Si bien habitualmente se cargó 5 μL de cada 

muestra en el gel junto con 1 μL de tampón de carga 6x (Glicerol 50% (v/v); Orange 

G 0.5% (p/v); EDTA 10 mM; pH 8), para la visualización de los perfiles RAPD se cargó 

un mayor volumen de muestra (10 μL) y tampón de carga (2 μL).  

Junto con las muestras, en el gel se cargaron marcadores de peso molecular en 

función del tamaño esperado del fragmento de DNA a visualizar. Concretamente se 

emplearon el marcador II (genoma del fago λ digerido con el enzima HindIII, cuyo perfil 

de restricción se compone de ocho fragmentos de entre 125 y 23,130 pb) y el marcador 

φ29 (genoma del fago φ29 digerido con HindIII, que resulta en fragmentos de tamaño 

de 72 a 4370 pb), ambos proporcionados por el Servicio de Fermentación del Centro de 

Biología Molecular, CSIC (Madrid, España). En la mayoría de los casos la electroforesis 

fue llevada a cabo en tampón TAE 1x a 10 V/cm (6 V/cm para la separación de los 

productos RAPD). 

El revelado de los geles fue realizado tras la inmersión de los mismos en solución 

acuosa de tinción de ácidos nucleicos GelRedTM (100 μL/L) de Biotium Incorporation 

(EEUU) durante 45-60 min y posterior exposición a luz ultravioleta de 365 nm de longitud 

de onda. La visualización de los geles y su fotografiado se realizaó con los sistemas de 

documentación de geles Gelprinter y Gelstation (Tecnología para Diagnóstico e 

Investigación TDI, España). 

M.4.5. Purificación de productos de PCR 

 El procedimiento seguido para la síntesis de determinados productos como ds-

cDNA o amplicones de DNA se fundamenta en reacciones enzimáticas en las que están 

implicados diferentes tampones, sales, enzimas y otros componentes que pueden 

interferir en posteriores reacciones como las de secuenciación. Es por ello que resulta 

necesario incluir un paso adicional de purificación hasta obtener un producto libre en su 

práctica totalidad de posibles contaminantes o impurezas. 

M.4.5.1. Método de purificación directa 

Las columnas comerciales IllustraTM MicroSpinTM S-300 HR Columns (GE 

Healthcare Life Sciences, Reino Unido), se encuentran especialmente indicadas para la 

eliminación de moléculas de gran tamaño (e.g., DNA molde empleado en las reacciones 

de PCR), así como aquellas de pequeño tamaño, e.g., primers y nucleótidos libres. Es 

por ello que fue el sistema elegido para purificar los productos de PCR en aquellos casos 

en los que en el gel de agarosa se observó una única banda del tamaño correspondiente 

al esperado. 

Concretamente, se resuspendió la resina contenida en el interior de las columnas 

mediante vórtex, y estas se dispusieron en tubos colectores proporcionados por el 

fabricante, los cuales fueron inmediatamente centrifugados durante 1 min a 2700 rpm. 

De forma paralela, se añadió agua milliQ (20 μL) a cada tubo de PCR conteniendo los 

productos de la amplificación, y estas muestras fueron cargadas en las columnas. 

Finalmente se llevó a cabo un paso de centrifugación a 2700 rpm durante 2 min, y se 

recuperó el eluido.  
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M.4.5.2. Método de purificación indirecta 

La presencia de varias bandas en el gel de agarosa en determinados casos hizo 

necesario el aislamiento de las bandas de interés directamente de los geles de 

electroforesis. A tal fin se empleó el kit IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido). Las fracciones del gel de 

agarosa en las que se visualizaban las bandas de un tamaño similar al esperado fueron 

cortadas con un bisturí limpio y estéril e introducidas en tubos eppendorf para 

posteriormente calcular su masa. Cabe destacar que durante el proceso de extracción 

de las bandas, la porción del gel de agarosa que no estaba siendo procesada fue 

cubierta con papel de aluminio para evitar las posibles alteraciones del DNA debidas a 

la exposición prolongada a luz ultravioleta. 

Por cada 10 mg de fragmento de agarosa, se añadió 10 μL del tampón de 

captura 3 (incluido en el mencionado kit) con el que desnaturalizar las proteínas y 

disolver la agarosa. Los tubos se agitaron por inversión y se incubaron a 60 °C hasta 

que la agarosa se había disuelto por completo (15-20 min).  

A continuación, por cada una de las muestras se colocó una columna GFX 

MicroSpin en un tubo colector y sobre esta se cargó hasta 800 μL de las muestras 

tratadas previamente con el tampón de captura 3. Se procedió a una incubación a 

temperatura ambiente durante 1 min para que tuviera lugar la unión del DNA a la resina 

de las columnas, y una vez estas estuvieron cargadas se centrifugaron a 14,000 rpm 

durante 30 s descartando a continuación el eluido. 

Las columnas fueron nuevamente colocadas en el mismo tubo colector y sobre 

estas se añadió tampón de lavado 1 (500 μL) incluido en el kit para conseguir eliminar 

las sales presentes en las muestras. Posteriormente, los tubos con las columnas fueron 

centrifugados a 14,000 rpm durante 30 s, transfiriendo las columnas a tubos eppendorf 

limpios. Sobre estas se añadió tampón de elución 6 (30 μL) proporcionado por el 

fabricante (agua libre de DNasas). 

Tras incubar a temperatura ambiente durante 1 min los eppendorf con las 

columnas acopladas, estos fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 1 min y 

finalmente se recuperó el eluido en el que se hallaba el DNA de interés purificado. 

M.4.5.3. Método de purificación y ultraconcentración 

En aquellos casos en los que la aplicación posterior  requería un elevado nivel 

de pureza y la concentración de la muestra purificada era crítica, se hizo uso del sistema 

Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices Ultracell®-100K (Merck Millipore, Irlanda). 

En concreto, por cada una de las muestras a purificar se dispuso una columna en un 

tubo colector (ambos proporcionados por el fabricante) y se cargaron las muestras 

(previamente diluidas en agua milliQ hasta alcanzar un volumen total de 500 µL). Los 

tubos fueron centrifugados a 14,000 rpm durante 10 min, descartando el filtrado y 

colocando nuevamente en el mismo tubo la columna en la que se hallaban retenidos los 

ácidos nucleicos a purificar. La centrifugación fue repetida dos ocasiones más. 

Inmediatamente después, cada columna se colocó de forma invertida en un tubo 

nuevo, y se procedió a la centrifugación de los mismos en esta posición a 3300 rpm 
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durante 2 min para que tuviera lugar la transferencia de los ácidos nucleicos de la 

membrana al tubo. 

M.4.6. Determinación de la concentración de ácidos nucleicos 

M.4.6.1. Método espectrofotométrico 

Mediante la medición de la absorbancia de muestras acuosas a una longitud de 

onda de 260 nm es posible determinar la concentración de los ácidos nucleicos en 

solución. A tal fin se hizo uso del espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 

Spectrophotometer de Thermo Fisher Scientific (EEUU) gracias al cual es posible 

determinar la concentración de diferentes tipos de ácidos nucleicos utilizando 1 μL de 

muestra. Como blanco se empleó el mismo volumen del diluyente en el que se 

encuentra disuelta la muestra. 

M.4.6.2. Método fluorimétrico 

 En aquellos casos en los que fue necesario determinar la concentración de DNA 

de doble cadena con un alto nivel de sensibilidad, se empleó el fluorímetro Qubit® 3.0 y 

el kit comercial Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay kit de Invitrogen-Life 

technologies (EEUU). Este sistema permite cuantificar con gran sensibilidad la 

intensidad de la fluorescencia emitida por un fluoróforo cuando este se halla unido 

selectivamente al DNA de doble cadena. 

En primer lugar, se preparó la solución de trabajo diluyendo el fluoróforo 

proporcionado por el fabricante (Qubit dsDNA HS Reagent) en el tampón incluido en el 

propio kit (Qubit dsDNA buffer). Ambos fueron mezclados en una proporción 1:200 y un 

volumen final de la mezcla de 200 µL por cada muestra.  

Los patrones de referencia fueron preparados diluyendo 10 µL de cada patrón 

(proporcionados por el fabricante y de concentración predefinida) en 190 µL de la 

solución de trabajo recién preparada. Ambos componentes fueron mezclados mediante 

vórtex durante 2-3 s. 

Finalmente, las muestras a cuantificar fueron mezcladas en proporción 1:200 con 

la solución de trabajo que incluye el fluoróforo, y en un volumen final de 200 µL, siendo 

homogeneizadas mediante vórtex durante 2-3 s. Tras 2 min de incubación en oscuridad 

a temperatura ambiente, se procedió a la cuantificación de la concentración de los 

ácidos nucleicos tomando como referencia los patrones preparados. 

M.4.7. Secuenciación de fragmentos de DNA 

M.4.7.1. Secuenciación Sanger de amplicones de DNA 

La secuenciación de los amplicones obtenidos por PCR se realizó en todos los 

casos de forma bidireccional (de 5’ a 3’ y de 3’ a 5’). Para poder obtener la secuencia 

prácticamente completa de los genes en estudio, se realizaron al menos dos reacciones 

de secuenciación de cada producto de PCR individualizadas e independientes, esto es, 

en cada una se empleó un primer específico (Forward y Reverse). Así pues, por cada 

primer se preparó una reacción de secuenciación la cual incluía 40 ng del producto de 

PCR purificado (previamente cuantificado según se describe en el Apartado M.4.6.1), el 

primer correspondiente (0.5 μM) y agua milliQ hasta un volumen final de 12 μL.  
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Los primers empleados para las reacciones de secuenciación fueron los mismos 

que con los que se llevaron a cabo las reacciones de PCR (Tabla M.7). Cabe destacar 

que para la secuenciación del gen rrs se emplearon adicionalmente dos primers 

internos, concretamente los denominados Z4 (5’ CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 3’) y 

X11 (5’ GAGGAAGGTGGGGATGACGTC 3’) descritos por Rivas y colaboradores 

(2006). Ambos fueron empleados para obtener las secuencias de las regiones distales 

de los extremos 5’ y 3’ de los amplicones, respectivamente, y así lograr secuencias del 

mayor tamaño y calidad posible. En la Figura M.2 se muestra la estrategia empleada 

para secuenciar el gen rrs.  

 

 
Figura M.2. Esquema de la localización de los primers empleados para la secuenciación del gen 

rrs. Los números representan las posiciones de los primers en el correspondiente gen de E. coli (pb). 

Todas las reacciones de secuenciación fueron llevadas a cabo por el Servicio de 

Secuenciación de la Estación Experimental del Zaidín (Granada, España) mediante 

electroforesis capilar y tecnología Sanger en un secuenciador automático ABI Prism 

3130XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y utilizando el kit BigDye® 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, EEUU), tal y como 

recomienda el fabricante. 

M.4.7.2. Secuenciación masiva de alta calidad de regiones hipervariables 

del gen rrs 

 En el presente trabajo se emplearon dos tecnologías diferentes de secuenciación 

de segunda generación, atendiendo a la clasificación realizada por Knief (2014). 

Concretamente se llevó a cabo la secuenciación de diferentes regiones hipervariables 

del gen rrs por síntesis, mediante tecnología 454 de Roche y la plataforma MiSeq de 

Illumina. 

 Pese a las diferencias inherentes a cada tecnología, ambas plataformas 

coinciden en ciertos aspectos relativos a la preparación de las librerías. En ambos casos 

es necesario añadir adaptadores específicos de DNA al DNA molde para permitir la 

unión de los fragmentos a secuenciar a una superficie (microbolitas en el caso de la 

tecnología 454 y una placa de cristal si se trata de la tecnología de Illumina). Además, 

dichos adaptadores permiten la amplificación de los fragmentos de la librería mediante 

PCR en emulsión (pirosecuenciación) o PCR puente (Illumina) (Knief, 2014). 

 Por otro lado, estas tecnologías permiten juntar diferentes librerías y 

secuenciarlas simultáneamente en la misma fracción de una placa picotituladora de 454 

o en una misma línea de una placa Illumina, gracias la inclusión de una secuencia 

específica de DNA en los primers empleados. Dichas secuencias son denominadas 
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MIDs (Multiplex Identifiers; Molecular Identifiers), también conocidas como códigos de 

barras. Se trata de fragmentos de 5-10 nucleótidos, poco frecuentes en la naturaleza, y 

suficientemente diferentes como para ser distinguidos entre sí incluso en caso de que 

la DNA polimerasa cometa errores durante la amplificación por PCR. Puesto que la 

secuencia de los MIDs puede ser elegida por el usuario, durante el tratamiento 

bioinformático de los datos es posible identificar e individualizar las lecturas procedentes 

de cada una de las muestras, llevando a cabo la secuenciaciación de múltiples muestras 

al mismo tiempo (Knief, 2014). 

M.4.7.2.1. Preparación y secuenciación de librerías mediante 

tecnología 454 (Roche)  

Mediante la tecnología 454 de Roche fue posible llevar a cabo la secuenciación 

de las regiones hipervariables V3-V4-V5 del gen rrs, empleando como molde el DNA y 

ds-cDNA extraído de la rizosfera de cada uno de los robles muestreados en 2013. Para 

ello, en primer lugar fue necesario obtener los amplicones de dichas regiones con 

primers diseñados especialmente para este tipo de secuenciación. 

Los primers de pirosecuenciación se diseñaron modificando la pareja de primers 

U341F y U926R (Baker et al. 2003), universales para los dominios Bacteria y Archaea. 

Estos fueron modificados de tal forma que los adaptadores A y B necesarios para la 

pirosecuenciación (Tabla M.8) fueron adicionados a la secuencia del primer Forward y 

del Reverse, respectivamente. Por otro lado, se seleccionaron nueve códigos de barras 

de los diseñados por Parameswaran y colaboradores (2007), descartando los dos 

primeros nucleótidos en posición 5’ con el objeto de emplear primers funcionales del 

menor tamaño posible (ocho nucleótidos en el presente caso).  

Puesto que la secuenciación fue unidireccional – únicamente se empleó un 

primer complementario a uno de los adaptadores (adaptador B) para llevar a cabo la 

secuenciación por síntesis – tan solo fue necesario incluir el MID en los primers Reverse. 

La estructura definitiva de los primers empleados para la pirosecuenciación puede 

observarse en la Figura M.3, mientras que las secuencias de los adaptadores, los 

códigos de barras y los primers U341F y U926R se recogen en la Tabla M.8. 

 

Figura M.3. Representación gráfica de la estructura de la pareja de primers empleados para la 

pirosecuenciación de amplicones de las regiones V3-V4-V5 del gen rrs. La secuencia de ambos 

adaptadores, MIDs y primers figura en la Tabla M.8. 

 

 



Materiales y Métodos 
 

67 
 

Tabla M.8. Secuencia de los adaptadores, MIDs y primers empleados para la pirosecuenciación de 

amplicones de las regiones V3-V4-V5 del gen rrs. La secuencia de los tres elementos mencionados fue 

la misma en el caso de secuenciar tanto DNA como ds-cDNA. 

Elemento Muestra Secuencia (5’- 3’)a 

Adaptador A 
HAF1-3; BRF1-3; XZF1-3 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG 

Adaptador B CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG 

Primer U341Fb 
HAF1-3; BRF1-3; XZF1-3 

CCTACGGGRSGCAGCAG 

Primer U926Rb CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 

 MIDc 

HAF1 CCTCCTGA 

HAF2 TTAGGTAC 

HAF3 AAGAACGT 

BRF1 CCGTTACG 

BRF2 CCTGGCAT 

BRF3 TTCAAGTC 

XZF1 GGCAATGC 

XZF2 CCATTGCA 

XZF3 GGCTTCAG 

a Degeneraciones: R (A o G); S (G o C).  
b Baker et al. (2003) 
c Modificado de Parameswaran y colaboradores (2007) 

Una vez diseñados los primers específicos, se procedió a la obtención de los 

amplicones correspondientes mediante amplificación por PCR de las regiones 

hipervariables V3-V4-V5 del gen rrs en un termociclador Mastercycler® Gradient 

(Eppendorf, Alemania). Para la amplificación se empleó el kit comercial Master Taq® 

(5 PRIME, Alemania), realizando las reacciones en un volumen final de 25 µL y 

empleando la mezcla de reacción que se encuentra detallada en la Tabla M.5. Cabe 

destacar que para cada muestra se realizaron las reacciones de PCR por triplicado. 

Las condiciones de la PCR fueron las indicadas en la Tabla M.6, destacando la 

programación de 25 ciclos de desnaturalización, anillamiento de primers y extensión 

para reducir la aparición de quimeras, ya que la cantidad de estas aumenta 

considerablemente tras 24-25 ciclos (Acinas et al., 2005).  

Comprobado el éxito de la amplificación mediante electroforesis en gel de 

agarosa (ver Apartado M.4.4.), y siguiendo el diseño experimental que se detalla más 

adelante, los productos de PCR que poseían el mismo código de barras fueron 

mezclados. Dichas mezclas compuestas fueron purificadas individualmente empleando 

el sistema descrito en el Apartado M.4.5.3. y seguidamente cuantificadas siguiendo el 

método fluorimétrico detallado en el Apartado M.4.6.2. A continuación, las mezclas 

compuestas purificadas fueron mezcladas equimolecularmente, obteniéndose de esta 

forma una muestra para los amplicones del DNA y otra para los derivados del RNA.  

La secuenciación de las mismas fue llevada a cabo por el Servicio de 

Secuenciación de DNA de la Estación Experimental del Zaidín (Granada, España) 

mediante la plataforma de pirosecuenación 454 Genome Sequencer FLX de Roche y 

los reactivos específicos para la secuenciación unidireccional. 
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M.4.7.2.2. Secuenciación mediante tecnología MiSeq (Illumina) 

Las regiones hipervariables V4-V5 del gen rrs fueron secuenciadas tomando 

como molde el DNA extraído de la rizosfera de los individuos de Q. pyrenaica 

muestreados en el año 2015 (ver Apartado M.1). Sólo se amplificaron estas dos regiones 

hipervariables ya que con la tecnología Illumina es posible secuenciar fragmentos de no 

más de 300 pb. 

Para la secuenciación mediante Illumina, se empleó el primer Forward U519F 

descrito por Suzuki y Giovannoni (1996) (5’ CAGCMGCCGCGGTAATWC 3’, donde M 

equivale a los nucleótidos A o C, y W a A o T) y el Reverse U926R de Baker et 

al.,   (2003), cuya secuencia figura en la Tabla M.7. En este caso, la preparación de las 

librerías fue realizada íntegramente por la empresa responsable de la secuenciación 

(Macrogen Incorporated, Corea), quien adicionó los MIDs y adaptadores a los primers 

de secuenciación definitivos. 

Así pues, el DNA molde fue directamente enviado a dicha empresa según los 

requerimientos de la misma, y secuenciado en la plataforma MiSeq gracias al uso del 

MiSeq Reagent Kit. Dado que el tamaño máximo de las lecturas obtenidas con la 

plataforma MiSeq se halla sobre 300 pb, es necesario secuenciar separadamente los 

extremos 5’ y 3’ del fragmento correspondiente a las regiones V4-V5 (paired reads, 

lecturas pareadas) para posteriormente ensamblar las mismas durante el 

procesamiento bioinformático de las secuencias, y obtener lecturas de más de 400 pb. 

Así pues, por cada una de las muestras secuenciadas se obtuvieron dos tipos de 

lecturas. 

A su vez cabe destacar que con la tecnología Illumina fue posible secuenciar 

individualmente las muestras obtenidas de cada uno de los árboles localizados en NPF, 

AZC y AZL, aumentando de esta forma en nivel de replicación (nueve árboles por 

tratamiento y sitio). 

M.5. Análisis bioinformático 

M.5.1. Procesamiento de secuencias 

M.5.1.1. Procesamiento de secuencias obtenidas mediante tecnología 

Sanger 

La calidad de las secuencias génicas obtenidas mediante tecnología Sanger (ver 

Apartado M.4.7.1) fue evaluada a través del software informático Sequence Scanner 

v1.0 (Applied Biosystems, EEUU) a partir de los electroferogramas generados para cada 

lectura. El extremo inicial y final de las mismas fue eliminado dada la baja calidad 

asociada a los nucleótidos en estas regiones, y además, se corrigieron manualmente 

los posibles errores de secuenciación. 

A continuación, en aquellos casos en los que los genes fueros secuenciados con 

dos primers (rrs, nodC y rpoD) se alinearon las secuencias correspondientes a una 

misma cepa obtenidas con los diferentes primers. Para ello, se empleó la herramienta 

informática Clon Manager Professional Suite v6.0 (Scientific & Educational Software, 

EEUU), ensamblando los fragmentos parciales correspondiente a una misma cepa 
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hasta obtener secuencias de mayor tamaño de cada gen. Las secuencias de calidad 

obtenidas se compararon con aquellas presentes en la base de datos GenBank® 

(Benson et al., 2013) mediante la herramienta informática BLASTn (Altschul et al., 1990), 

y con aquellas de la base de datos EzTaxon (Yoon et al., 2017). 

M.5.1.2. Procesamiento de secuencias obtenidas mediante 

secuenciación masiva 

M.5.1.2.1. Procesamiento de datos obtenidos mediante tecnología 454 

Los datos generados mediante pirosecuenciación fueron procesados haciendo 

uso del software Mothur version 1.33.3 (Schloss et al., 2009), conforme describen 

Schloss y colaboradores (2011). Para poder optimizar el rendimiento computacional, 

dicho software fue implementado en la distribución Ubuntu 16.04.5 LTS basada en el 

sistema operativo Linux. 

En primer lugar, gracias al comando sffinfo se extrajeron los flowgramas8, el 

archivo de calidad y el archivo en formato fasta a partir del archivo binario en formato sff 

(standard flowgram format) proporcionado por el servicio que llevó a cabo la 

secuenciación. Las lecturas fueron separadas en función de la muestra de origen 

teniendo en cuenta la combinación del código de barras y los primers empleados para 

la pirosecuenciación (proceso de demultiplex). Para ello, se empleó el comando 

trim.flows de tal forma que a partir de cada flowgrama se separaron y recuperaron las 

lecturas de entre 360 y 720 flows, permitiendo dos y tres mismatches (discordancias) en 

la secuencia del código de barras y primer, respectivamente. 

Tras eliminar el ruido de los flowgramas con el comando shhh.flows y reducir así 

los posibles errores originados en la reacción de secuenciación, se procedió a la 

limpieza de las lecturas mediante el comando trim.seqs. Para ello, de cada lectura se 

eliminaron las secuencias de los códigos de barras y primer permitiendo nuevamente 

dos y tres mismatches, respectivamente. A su vez se descartaron todas aquellas 

secuencias de menos de 390 pb así como las que incluían homopolímeros de ocho o 

más nucleótidos. Adicionalmente se obtuvieron las secuencias reversas 

complementarias debido al sentido reverso de la secuenciación, para lo cual se empleó 

la opción flip incluida en el propio comando.  

Los archivos procedentes de los dos run de secuenciación fueron fusionados 

una vez limpias las secuencias, gracias al comando merge.files. Debido al gran volumen 

de datos fue necesario disminuir la redundancia de secuencias y procesar 

exclusivamente aquellas que eran únicas, reteniendo tan sólo una copia de todas 

aquellas que eran idénticas (comando: unique.seqs). Una vez simplificado el conjunto 

                                                           
8 El término flow hace referencia al flujo de los cuatros nucleótidos (A, T, G o C) durante la 
reacción de pirosecuenciación. Por las características de la química de la reacción, cada flow o 
flujo de nucleótidos conduce a la emisión de luz durante el proceso. La correspondiente 
intensidad de señal es cuantificada mediante el flow value o valor de flujo, el cual es proporcional 
al número de nucleótidos incorporados durante cada ciclo de pirosecuenciación (excepto en el 
caso de homopolímeros largos). Así pues, los términos flow (intensidad de señal luminosa 
asociada a cada flujo de cuatro nucleótidos) y flowgrama (combinación de flows asociados a una 
determinada lectura) son empleados especialmente durante las etapas tempranas del 
procesamiento de datos procedentes de pirosecuenciación (Quince et al., 2009; Balzer et al., 
2011). 
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de datos, las secuencias fueron alineadas frente a la base de datos SILVA 119 (Quast 

et al., 2013) mediante el comando de Mothur align.seqs. Dicha base de datos fue 

seleccionada ya que contiene secuencias curadas y de calidad del gen rrs procariótico, 

además de tener en cuenta la estructura secundaria de la molécula.  

El alineamiento de las secuencias en estudio frente a aquellas de referencia 

presentes en las bases de datos en ocasiones conduce a la inserción de gaps y a que 

ciertas secuecias no se encuentren entre los márgenes deseados del alineamiento. Por 

ello, se fijaron las coordenadas del alineamiento gracias al comando screen.seqs de tal 

manera que se seleccionaron únicamente aquellas secuencias que alineaban en una 

región concreta. La posición final del alineamiento fue fijada teniendo en cuenta que la 

inmensa mayoría de las secuencias alineadas tenían su fin en la misma posición dada 

la naturaleza reversa de la pirosecuenciación. Por el contrario, se optimizó la posición 

de inicio seleccionando aquella para la cual el 95% de las secuencias en estudio 

comenzaran antes de dicho punto. A continuación, los gaps fueron eliminados del 

alineamiento mediante el comando filter.seqs y nuevamente fue necesario retener las 

secuencias únicas con el comando unique.seqs. 

Con objeto de reducir el esfuerzo computacional posterior al construir OTUs 

(Operational Taxonomic Units, unidades taxononómicas operacionales), mediante el 

comando pre.cluster se hizo un pre-agrupamiento de las secuencias. Gracias a este 

comando se agruparon todas las secuencias similares en al menos un 99% a las más 

abundantes, eliminando aquellas que no cumplían dicho criterio. 

Posteriormente se procedió a la búsqueda de quimeras a través del comando 

chimera.uchime, el cual a su vez llama al programa UCHIME descrito por Edgar y 

colaboradores (2011). El algoritmo desarrollado por estos autores se basa en la división 

de cada una de las secuencias en estudio en cuatro fragmentos no solapantes, cada 

uno de los cuales es alineado contra una base de datos libre de quimeras. Para cada 

uno de estos fragmentos se retienen las dos secuencias parentales con las que 

muestran mayor porcentaje de identidad. Posteriormente el algoritmo realiza un 

alineamiento de tres vías, es decir, alinea cada secuencia completa en estudio y las dos 

mejores secuencias parentales seleccionadas para cada fragmento. Si las parejas de 

secuencias parentales muestran en el alineamiento regiones con un porcentaje de 

identidad igual o superior al 80% respecto a la secuencia en estudio y son más próximas 

que si se alinearan de forma independiente, entonces se calcula una puntuación para 

dicho alineamiento. Por tanto, si la puntuación del alineamiento de la secuencia en 

estudio es superior a un determinado valor de punto de corte, dicha secuencia es 

considerada quimérica. Es decir, el algoritmo finalmente es capaz de detectar si 

diferentes fragmentos de una misma secuencia en estudio proceden de organismos 

distintos. En este caso se empleó como referencia la base de datos Gold de SILVA para 

detectar las quimeras (Quast et al., 2013), las cuales fueron eliminadas una vez 

identificadas gracias al comando remove.seqs. 

Las secuencias restantes fueron seguidamente clasificadas utilizando el método 

bayesiano-naïve descrito por Wang y colaboradores (2007). Mediante este método, la 
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secuencia en estudio se divide en k-meros9 de unos 6-8 nucleótidos y compara todos 

ellos con las secuencias presentes en una base de datos determinada. Posteriormente 

calcula la probabilidad de que una secuencia de la base de datos (con una taxonomía 

específica asignada) contenga un k-mero concreto. En base a los k-meros que 

conforman la secuencia en estudio, el algoritmo determina la probabilidad de que dicha 

secuencia se encuentre asignada a un taxón concreto. Finalmente, la secuencia en 

estudio es asignada al taxón para el cual el nivel de probabilidad determinado es mayor. 

En este caso, mediante el empleo del comando de Mothur classify.seqs se ajustó el 

tamaño de los k-meros a ocho nucleótidos y estos fueron comparados con las 

secuencias presentes en la base de datos del RDP, version 10 08_20_14 (Cole et al., 

2014). Las secuencias en estudio fueron clasificadas y fueron asignadas a un taxón 

concreto en caso de que el 80% o más de los k-meros en los que fueron divididas 

alinearan con secuencias de la base de datos con dicha taxonomía asignada. 

Puesto que las muestras a partir de las que se extrajeron los ácidos nucleicos 

eran de origen rizosférico, a continuación se eliminaron todas aquellas secuencias 

correspondientes a mitocondrias, cloroplastos o a organismos eucariotas, para lo cual 

se empleó el comando remove.lineage. Cabe mencionar que las secuencias adscritas 

al dominio Archaea fueron mantenidas en el análisis debido al interés de estudiar la 

diversidad procariota de la rizosfera, tal y como refleja el uso de los primers universales 

empleados para la amplificación del gen 16S rRNA y consiguiente pirosecuenciación 

(Apartado  M.4.7.2.1). 

A partir del alineamiento de las secuencias procarióticas de alta calidad se 

construyó una matriz de distancias con el comando dist.seqs, empleando un punto de 

corte del 15% de distancia. Es decir, se calculó la distancia entre cada pareja de 

secuencias de tal forma que fueron retenidas únicamente aquellas que mostraban más 

de un 85% de identidad. El objetivo que subyace tras la construcción de dicha matriz es 

la reducción del esfuerzo computacional y el volumen de datos con el que construir a 

posteriori los OTUs a un nivel inferior de distancia. Por ello, dichas secuencias fueron 

seguidamente agrupadas en OTUs al 97% de similitud (utilizando el comando cluster y 

el algoritmo average-neighbor), punto de corte ampliamente utilizado en los estudios de 

diversidad procariota ya que se estima que especies diferentes tienen un nivel de 

divergencia del gen 16S rRNA del 3% (Stackebrandt y Goebel, 1994). 

Tal y como resumen Auer y colaboradores (2017), las técnicas de secuenciación 

masiva están sujetas a errores inherentes a la amplificación por PCR y/o a la propia 

reacción de secuenciación, los cuales pueden conducir en última instancia a la 

generación de secuencias únicas y OTUs representados por tan solo una secuencia. La 

presencia de dichos OTUs denominados singletons implica la sobreestimación de la 

diversidad α de las muestras, mientras que su eliminación del conjunto de datos tiene 

un bajo impacto en la diversidad β dada la relativa baja frecuencia de dichos OTUs 

(Edgar, 2013). Por ello, los OTUs representados por una única secuencia en el conjunto 

de todas las muestras en estudio fueron eliminados con el comando split.abund de 

Mothur. 

                                                           
9 El término k-mero hace referencia a fragmentos de tamaño k en los que se divide una secuencia 
de DNA. 
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Mediante el comando classify.otu se clasificó y asignó la taxonomía consenso de 

cada OTU. A continuación, se construyó una tabla en la se registra el número de veces 

que aparece cada OTU en cada una de las muestras estudiadas (también conocida 

como tabla de OTUs), gracias al comando make.shared. Finalmente, a partir de la tabla 

de OTUs y la taxonomía consenso correspondiente se obtuvo un archivo en formato 

biom con el comando make.biom. El archivo en formato fasta conteniendo la secuencia 

representativa de todos los OTUs del conjunto de datos fue también recuperado. 

M.5.1.2.2. Procesamiento de datos obtenidos mediante plataforma 

MiSeq (Illumina) 

Las lecturas generadas con la plataforma MiSeq de Illumina fueron procesadas 

mediante el uso de diversas herramientas bioinformáticas. 

La empresa que llevó a cabo la secuenciación masiva realizó el demultiplex de 

las muestras, por lo que proporcionó directamente las lecturas separadas según la 

muestra de la que procedían. Concretamente por cada una de las muestras 

secuenciadas, se recibieron dos archivos en formato fasq10 correspondientes a las dos 

lecturas pareadas (denominadas R1 y R2) características de esta plataforma de 

secuenciación. 

En primer lugar se analizó la calidad de las lecturas R1 y R2 de cada una de las 

muestras en estudio. Para ello, haciendo uso del software FastQC versión 0.11.5 

(Andrews, 2010) en la distribución Ubuntu se comprobó el valor de calidad Q score de 

cada uno de los nucleótidos que componen las lecturas, registrando para cada posición 

el valor medio de calidad de todas las secuencias. Dado que la calidad de las lecturas 

R1 y R2 tiende a descender conforme aumenta la longitud de las mismas, para poder 

solapar lecturas R1 y R2 de calidad fue necesario eliminar los fragmentos finales de 

todas las lecturas. Teniendo en cuenta los valores promedio de Q score registrados se 

procedió a eliminar aquellos fragmentos de menor calidad de las lecturas, procurando 

conservar las regiones con mayor valor Q score asociado con las que garantizar un 

solapamiento de al menos 40 nucleótidos. Para ello se empleó el software FASTX Tookit 

version 0.0.14 (FASTX-Toolkit, 2009) y se ejecutó el script fastx_trimmer (incluido en la 

propia herramienta) en la distribución Ubuntu de Linux, ajustando las opciones de cada 

argumento según los requerimientos específicos. Concretamente, se retuvieron los 

                                                           
10 El formato fastq es un formato de texto en el que se almacena toda la información generada 
por las plataformas de secuenciación de Illumina. Los archivos en formato fastq contienen la 
secuencia nucleotídica de la lectura en concreto, así como un valor de calidad de cada uno de 
los nucleótidos que la conforman, denominado Phred quality score o Q score (puntuación de 
calidad Phred o Q). Dichos valores de calidad se encuentran codificados en el sistema de 
codificación de caracteres ASCII (American Standard Code for Information Interchange, Código 
Americano Estándar para el Intercambio de Información) y son calculados conforme la siguiente 
definición: 

Q score = -10· log
10

P 

Donde P es la probabilidad de que un determinado nucleótido sea asignado erróneamente. Así, 
un valor Q30 supone una probabilidad de error de 0.001 (introducción de un nucleótido erróneo 
en una posición concreta de la secuencia por cada 1000 veces que dicha posición fuera leída). 
Así pues, en el procesamiento bioinformático de secuencias está generalmente aceptado un 
valor Q30 como punto de referencia de calidad (Illumina, 2011). 
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primeros 260 nucleótidos de las lecturas R1 y los 200 nucleótidos iniciales de las 

lecturas R2, asegurando valores de Q score superiores a 19 y 20, respectivamente. 

Las lecturas R1 y R2 obtenidas para cada muestra fueron entonces solapadas 

utilizando el script fastq-join (disponible en https://github.com/ExpressionAnalysis/ea-

utils/blob/wiki/FastqJoin.md). Se especificó la opción concreta de cada argumento de tal 

forma que se estableció un tamaño de solapamiento de 40 nucleótidos permitiéndose 

hasta un 15% de mismatches entre R1 y R2 en la zona solapante. 

Una vez solapadas las lecturas, los archivos generados en formato fastqjoin 

fueron procesados con el software SEED 2 desarrollado por Větrovský y 

colaboradores (2018). Se trata de una plataforma completa que reune múltiples 

herramientas bioinformáticas externas con las que procesar completamente datos de 

secuenciación de amplicones en un entorno gráfico. Dicho programa fue empleado en 

el sistema operativo Windows de 64 bits. 

Inicialmente se realizó un filtrado por calidad, comenzando por descartar todas 

aquellas secuencias cuyo valor promedio Q score era inferior a 30. Además, con objeto 

de reducir el volumen de datos, se eliminaron las secuencias de longitud 

considerablemente diferente a la esperada. Por otro lado, se descartaron las lecturas 

que contenían ambigüedades en la secuencia, es decir, caracteres que no corresponden 

con ninguno de los cuatro nucleótidos que componen el DNA. El proceso de filtrado 

además incluyó la eliminación de aquellas secuencias que contenían al menos un 

nucleótido con un Q score registrado inferior o igual a 10. 

Seguidamente se eliminaron las secuencias de los primers empleados para la 

secuenciación por síntesis, las cuales a su vez poseían ciertas degeneraciones. Cabe 

destacar que para la eliminación de cada uno de los primers se permitió como máximo 

la presencia de dos mismatches respecto a la secuencia de los mismos. 

Una vez limpias las secuencias y a partir del correspondiente archivo en formato 

fasta, se procedió a la obtención de secuencias únicas mediante el comando 

unique.seqs de Mothur, tal y como se describe en el Apartado M.5.1.2.1. Una vez 

reducido el volumen de datos, mediante la ejecución de la orden chimera.vsearch de 

Mothur se ejecutó el software externo VSEARCH version 2.8.0 (disponible en 

https://github.com/torognes/vsearch) para la detección de quimeras. Concretamente, las 

quimeras fueron detectadas utilizando como referencia la base de datos Gold de SILVA 

(Quast et al., 2013), y posteriormente eliminadas gracias al comando remove.seqs de 

Mothur. 

Cuando las quimeras fueron eliminadas, se ejecutó la orden deunique.seqs de 

Mothur, opuesta a la anteriormente citada unique.seqs. De esta forma, se incluyó en el 

conjunto total de datos aquellas secuencias idénticas a todas las no quiméricas. 

El clustering o agrupamiento en OTUs al 3% de distancia de las secuencias libres 

de quimeras se realizó con el software SEED 2. En concreto se hizo uso del algoritmo 

UPARSE que forma parte de la herramienta externa USEARCH versión 8.1.161 (Edgar, 

2013). Para formar los OTUs, dicho algoritmo se basa en la asunción de que la 

probabilidad de que las lecturas más abundantes correspondan a secuencias biológicas 



Materiales y Métodos 
 

74 
 

reales es mayor que la correspondiente probabilidad de las secuencias minoritarias 

(Huse et al., 2010; Edgar et al., 2011). 

Para poder clasificar los OTUs fue necesario previamente obtener la secuencia 

representativa de cada uno de ellos. Así pues, la secuencia más abundante de cada 

uno de los clusters (OTUs) fue considerada como la representante. Dichas secuencias 

fueron extraidas del conjunto de datos y se procedió a su clasificación empleando la 

herramienta Mothur (Schloss et al., 2009). Concretamente se ejecutó la orden 

classify.seqs empleando la base de datos del RDP version 16 02_20_16 (Cole et al., 

2014) y los parámetros descritos en el Apartado M.5.1.2.1. Una vez obtenida la 

clasificación taxonómica de los OTUs, se eliminaron todos aquellos clasificados como 

cloroplastos, mitocondrias u organismos eucariotas. La clasificación definitiva fue 

fusionada a la tabla de OTUs que se obtuvo en SEED 2 y de forma paralela se recuperó 

el archivo en formato fasta que contenía la secuencia representativa de cada uno de los 

OTUs. 

Según Bokulich y colaboradores (2013), para poder normalizar los errores per-

PCR y de secuenciación y reducir la subsecuente sobreestimación de diversidad, en los 

casos en lo que se utilizan las plataformas de Illumina es necesario realizar un paso 

adicional de filtrado. Dichos autores instan a incluir en los run de secuenciación mock 

communities, esto es, DNA de comunidades bacterianas de composición y estructura 

predefinidas que sirve como patrón interno de la secuenciación. En su defecto, los 

autores recomiendan eliminar aquellos OTUs que se encuentran representados por 

menos de un 0.005% de secuencias respecto al conjunto total de datos. Así pues, se 

procedió a aplicar el criterio de Bokulich y colaboradores (2013), eliminando además así 

los singletons. 

M.5.2. Construcción de árboles filogenéticos 

M.5.2.1. Árboles basados en un número reducido de secuencias 

Para la construcción de árboles filogenéticos basados en secuencias génicas 

obtenidas mediante tecnología Sanger, se incluyeron como referencia las secuencias 

correspondientes a las cepas tipo de las especies bacterianas filogenéticamente más 

próximas a las cepas en estudio, según el caso. Para ello, se realizó un alineamiento 

múltiple de todas ellas empleando el software informático CLUSTALW (Thompson et al., 

1997). Se calcularon las distancias nucleotídicas según el modelo de Kimura de dos 

parámetros (Kimura, 1980) y los árboles filogenéticos fueron inferidos a partir de estas 

utilizando el algoritmo Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) implementado en el paquete 

MEGA5 (Tamura et al., 2011). Los valores de confianza de los nodos se obtuvieron tras 

realizar 1000 réplicas de análisis bootstrap. 

M.5.2.2. Árboles basados en un número elevado de secuencias 

La construcción de árboles filogenéticos basados en las secuencias de los 

amplicones del gen rrs se fundamentó en primera instancia en la realización de un 

alineamiento múltiple de las mismas empleando la herramienta MAFFT v.7040 (Katoh y 

Standley, 2013). A continuación, el archivo en formato fasta del alineamiento obtenido 

fue introducido en el software FastTree v.2.1.3 (Price et al., 2010), el cual a su vez fue 

ejecutado en Ubuntu 16.04.5 LTS. El árbol filogenético fue inferido mediante el algoritmo 
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Maximum Likelihood. Concretamente se empleó el modelo GTR (Generalized Time-

Reversible model), y para optimizar el árbol se empleó la distribución gamma con la que 

explicar la tasa de evolución en cada posición del alineamiento (número de categorías 

discretas fijadas = 4) (Yang, 1994). 

M.5.3. Construcción de dendrogramas 

M.5.3.1. Dendrogramas elaborados a partir de perfiles RAPD 

Las imágenes relativas a los geles de electroforesis fueron procesadas con el 

software GelCompar II de la plataforma BioNumerics v.0 (Applied Maths NV, Bélgica). 

Posteriormente, empleando el mismo programa informático, se construyó un 

dendrograma utilizando el método de agrupamiento jerárquico aglomerativo UPGMA 

(Unweighted Pair Group with Arithmetic Mean; Sokal y Michener, 1958), y se calcularon 

los coeficientes de correlación de Pearson para el agrupamiento de los perfiles.  

M.5.3.2. Dendrogramas basados en datos numéricos 

Para la construcción de dendrogramas basados en datos numéricos, en primer 

lugar se calcularon las distancias euclídeas entre muestras en base a la variable 

considerada. Para ello, se empleó la función dist() del software R version 3.3.1 (R 

Development Core Team, 2016). Las muestras fueron seguidamente agrupadas en 

base a dichas distancias, empleando para ello la función hclust() de R, y el algoritmo de 

agrupamiento UPGMA. 

M.5.4. Análisis ecológico de comunidades procariotas 

 Todos los análisis relativos a las comunidades procariotas (datos procedentes 

de secuenciación masiva) fueron abordados a un nivel de distancia genética del 3%, es 

decir, a nivel de OTU. A su vez, todos los análisis fueron realizados en el software R 

version 3.3.1 (R Development Core Team, 2016) mediante el uso de los diferentes 

paquetes y funciones que se indican. Adicionalmente y en los casos en los que los 

paquetes desarrollados hasta la fecha del análisis no cubrían las necesidades 

específicas, se desarrollaron manualmente scripts en base a funciones base ya 

implementadas en R y a la llamada de funciones externas incluidas en diferentes 

paquetes. 

M.5.4.1. Curvas de rarefacción y cálculo de la Cobertura de Good 

Con el objetivo de saber si el esfuerzo de muestreo realizado fue suficiente para 

obtener muestras representativas de la comunidad procariota original, se representaron 

las curvas de rarefacción para cada muestra. Dichas curvas – también conocidas como 

curvas de esfuerzo – fueron obtenidas a partir de las correspondientes tablas de OTUs 

y mediante el empleo de la función rarecurve() implementada en el paquete vegan de R 

(Oksanen et al., 2016). Dicha función proporciona el valor de riqueza esperada [E(Sn)] 

para submuestras de un tamaño concreto realizadas aleatoriamente (Hurlbert, 1971), el 

cual a su vez es calculado conforme a la Ecuación 2: 

E(Sn) = ∑ [1- 
(
N-Ni

n
)

(
N
n

)
]                 (Ecuación 2)

N

i=1
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Donde N es el número de individuos de una muestra o comunidad concreta, Ni 

el número de individuos de la especie iª, y n el número de individuos seleccionados 

aleatoriamente de la submuestra generada aleatoriamente. 

Por otro lado, se calculó el parámetro de cobertura de Good (Good, 1953) para 

cada muestra. Este valor fue calculado manualmente en el programa informático R a 

partir de su definición (Ecuación 3) al no encontrarse incluido en ningún paquete 

específico, y expresado porcentualmente.  

Cobertura de Good  = [1- (
n

N
)] ·100               (Ecuación 3) 

Donde n hace referencia al número singletons y N al número de secuencias 

totales de la muestra en estudio. 

M.5.4.2. Estudio de la diversidad alfa (α) 

Puesto que las medidas de diversidad α son sensibles a la profundidad de 

muestreo (Ortiz-Álvarez et al., 2018), previamente se normalizó el tamaño de todas las 

muestras. Para ello, se realizó un submuestreo de las mismas mediante la función 

rarefy_even_depth() del paquete phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013), seleccionando 

N secuencias de cada una de ellas de forma aleatoria, siendo N el número de 

secuencias registrado para la muestra más pequeña. Una vez que el tamaño de las 

muestras era uniforme, se procedió al cálculo de los diferentes índices de diversidad α. 

En primer lugar se calculó el estimador de riqueza (número de especies) no paramétrico 

Chao1 (Chao, 1984) conforme a la Ecuación 4: 

Chao1 = S +
2a

2b
                   (Ecuación 4) 

Donde S representa el número de especies presentes en una muestra, a hace 

referencia al número de singletons y b al de doubletons (especies representadas por 

dos secuencias en dicha muestra). 

El estimador de Shannon (H’; Shannon y Weaver, 1949), el cual tiene en cuenta 

tanto la abundancia relativa de las especies como el número individuos de cada una de 

ellas, fue calculado en base a la Ecuación 5.  

H’ = - ∑ p
i
ln p

i

S

i=1

              (Ecuación 5) 

Donde pi es la abundancia relativa de la especie iª, y S el número de especies 

presentes en la muestra concreta. Este índice permite cuantificar el nivel de 

incertidumbre al predecir una especie cuando un individuo es seleccionado 

aleatoriamente de una comunidad concreta. Los autores defienden que cuanto mayor 

sea la riqueza de una comunidad y más equitativamente estén representados los 

individuos en la misma, más difícil es realizar correctamente dicha predicción. 

Para medir la proporción de la diversidad observada respecto a la diversidad 

máxima posible de una muestra, se calculó el índice de equidad de Pielou (J’; Pielou 
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1969, 1975). Teniendo en cuenta la definición del estimador H’ (Ecuación 5), el índice J’ 

se calculó siguiendo la Ecuación 6: 

J
' = 

H
'

ln S
                          (Ecuación 6) 

Este índice que fue calculado manualmente al no encontrarse incluido en el 

paquete de R mencionado, permite conocer la uniformidad de la distribución de las 

especies que componen una muestra.  

Por otro lado, teniendo en cuenta la definición del índice de Simpson original (D; 

Simpson, 1949; Magurran, 2004) detallada en la Ecuación 7 se calculó el Inverso de 

Simpson (1/D). 

D = ∑ p
i
2                        (Ecuación 7)

S

i=1

 

De esta forma, el índice de Simpson representa la probabilidad de seleccionar al 

azar dos individuos de una muestra que pertenezcan a la misma especie, siendo el 

Inverso de Simpson equivalente al número de especies igualmente comunes que 

producen el índice D observado. El Inverso de Simpson es un índice estable e 

indendiente del número de secuencias de las muestras. 

M.5.4.3. Estudio de la diversidad beta (β) 

M.5.4.3.1. Consideraciones previas 

McMurdie y Holmes (2014) destacan que la normalización de los datos al tamaño 

muestral más pequeño conduce a la pérdida de sensibilidad de los posteriores análisis 

estadísticos debido a la eliminación de una parte de los datos. Este mismo hecho lleva 

a un incremento del error de Tipo II, pero además supone un aumento de la tasa de 

falsos positivos (error de Tipo I) en los test destinados a detectar una abundancia 

diferencial de los taxones entre diferentes muestras. La normalización únicamente es 

útil en los casos en los que se dispone de muestras de pequeño tamaño 

(< 1000 secuencias por muestra) y conjuntos de datos de tamaño muy dispar, es decir, 

siendo el tamaño de la muestra más grande 10 veces superior a la de la muestra más 

pequeña (Weiss et al., 2017). Por lo tanto, para el resto de análisis de diversidad y 

estudio de los perfiles taxonómicos de las comunidades procariotas rizosféricas se 

emplearon todas las muestras en su totalidad y no los datos normalizados. 

Por otro lado, según Anderson y Willis (2003) los análisis ecológicos 

multivariantes deben abordan habitualmente cuatro aspectos fundamentales: es preciso 

llevar a cabo (i) una ordenación no restringida (unconstrained) de los datos mediante 

PCoA (Principal Coordinates Analysis, Análisis de coordenadas principales) o NMDS 

(Nonmetric MultiDimensional Scaling, escalamiento no métrico muldimensional); (ii) 

realizar un análisis de constricción (constrained) conforme a una hipótesis específica, 

por ejemplo mediante CAP (Canonical Analysis of Principal coordinates; Análisis 

canónico de coordinadas principales); (iii) contrastar estadísticamente y de forma 

rigurosa dicha hipótesis y (iv) caracterizar o identificar aquellos taxones responsables 
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de los efectos observados o de los patrones multivariantes obtenidos. Para que los 

resultados obtenidos sean interpretables, dichos autores recomiendan que los análisis 

de constricción y no restringidos sean realizados empleando en ambos casos la misma 

medida de distancia, método de transformación o estandarización. 

M.5.4.3.2. Cálculo de distancias entre muestras: distancia 

Weighted UniFrac 

El componente beta de la diversidad biológica puede definirse como la 

variabilidad encontrada entre las comunidades que componen diferentes muestras, la 

cual puede ser medida gracias a diferentes métricas. 

Entre las medidas de diversidad β usualmente empleadas en los estudios de 

ecología microbiana, se seleccionó la variante cuantitativa de la medida Unique Fraction 

o UniFrac  (Lozupone y Knight, 2005), es decir, Weighted UniFrac (Lozupone et al., 

2007). La métrica UniFrac mide la distancia entre las comunidades que caracterizan las 

diferentes muestras como la fracción de la longitud de las ramas de un árbol filogenético 

en las que se sitúan los taxones presentes de forma exclusiva en una muestra u otra, 

pero no de aquellos presentes en ambas. Es decir, esta medida de distancia muestra la 

proporción relativa de la evolución de las regiones hipervariables del gen rrs estudiadas 

que es única de cada muestra (y que por tanto probablemente represente una 

adaptación de los individuos a cada ambiente concreto). De forma aproximada, el 

cálculo de la distancia entre todas las parejas de muestras se calcula de la siguiente 

manera. En primer lugar se obtiene un árbol filogenético en el que se incluyen todos los 

taxones, considerándose aquellas ramas del árbol que conducen a taxones detectados 

en una sola muestra como ramas únicas (Unique Fraction), y aquellas en las que situan 

los taxones presentes en varias muestras como ramas compartidas. La distancia entre 

dos muestras es por tanto equivalente al cociente entre la suma de la longitud de las 

ramas únicas y la suma de la longitud de las ramas únicas y las ramas compartidas. 

Por el contrario, la variante cuantitativa Weighted UniFrac le otorga un peso a 

cada rama del árbol en función de la abundancia relativa de los correspondientes 

taxones. Así pues, se trata de una medida de distancia que tiene en cuenta tanto la 

relación filogenética de los taxones que componen las muestras como su abundancia 

relativa.  

A partir del árbol filogenético generado según se detalla en el Apartado M.5.2.2, 

la tabla de OTUs y la tabla de metadatos (tabla en la que se incluyen las características 

propias de cada muestra), se calculó la distancia entre muestras con la función UniFrac() 

del paquete phyloseq de R (McMurdie y Holmes, 2013). 

M.5.4.3.3. Métodos exploratorios: ordenación multivariante 

mediante análisis de coordenadas principales (PCoA, 

Principal Coordinates Analysis) 

Para poder visualizar la posible existencia de patrones multivariantes o 

agrupaciones de muestras en el conjunto de datos estudiado, se llevaron a cabo 

ordenaciones de los datos en el espacio multivariante.  
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El análisis de coordenadas principales (PCoA) o escalamiento multidimensional 

métrico es un método que permite visualizar posibles agrupaciones de muestras en base 

a una medida de disimilaridad entre las comunidades procariotas que caracterizan las 

muestras. Se trata de un método sin restricciones, por lo que no parte de una hipótesis 

previa ni proporciona una conexión directa entre las coordenadas y las variables 

originales. El algoritmo trata de reducir la dimensionalidad del conjunto de datos en el 

espacio de ordenación, procurando a su vez maximizar la varianza explicada por los 

ejes (Ramette, 2007). Si bien los ejes no son construidos teniendo en cuenta variables 

ambientales, los métodos exploratorios pueden mostrar gradientes ambientales 

subyacentes que determinan la separación de las muestras en el espacio de ordenación. 

Puesto que este algoritmo puede trabajar con cualquier tipo de matriz de 

distancia, la ordenación de las muestras fue calculada gracias a la función ordinate() del 

paquete phyloseq de R (McMurdie y Holmes, 2013) en base a las distancias Weighted 

UniFrac previamente calculadas (Apartado M.5.4.3.2.).  

M.5.4.3.4. Métodos intepretativos  

Las ordenaciones de constricción o restringidas (constrained ordinations) 

permiten identificar si existen gradientes en la ocurrencia de los individuos de la 

comunidad, debidas a una combinación de variables ambientales. Así pues, los métodos 

de constricción relacionan una matriz compuesta por variables respuesta o 

dependientes (e.g., la abundancia relativa de cada taxón) con variables explicativas, 

también conocidas como variables independientes o predictivas (e.g., variables 

ambientales). Es decir, dichos métodos permiten generar un gráfico de ordenación 

partiendo de una hipótesis previa, representada por un modelo matemático de 

combinación de variables ambientales. 

El objetivo perseguido por estos métodos es encontrar una función matemática 

que relacione la composición de las comunidades en estudio, con variables ambientales 

medidas. A continuación es preciso determinar estadísticamente si la relación 

encontratada es real o es producida únicamente por azar (Anderson y Willis, 2003; 

Ramette, 2007). En este trabajo se consideró como variables explicativas o ambientales 

los factores fisicoquímicos del suelo bajo la influencia de las raíces de roble melojo 

(Apartado M.3.), mientras que las variables dependientes correspondieron a la 

abundancia de los OTUs de las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. 

pyrenaica. 

M.5.4.3.4.1. Adaptación de variables ambientales para análisis 

de constricción 

En primer lugar, tal y como recomendaban Clarke y Ainsworth (1993), los valores 

de concentración de los minerales P y K expresados en partes por millón (ppm) fueron 

transformados aplicando el logaritmo neperiano. Además, se calculó la textura de cada 

suelo a partir del contenido de arena, arcilla y limo siguiendo la Ecuación 8 (Crowther et 

al., 2014). 

Textura = 
Arena (%)

Arcilla (%) + Limo (%)
                    (Ecuación 8) 
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M.5.4.3.4.2. Identificación de variables ambientales colineales 

 Cuando varias variables predictivas se encuentran correlacionadas y unas 

pueden ser predichas a partir de otras, se dice que se trata de variables colineales. El 

estudio de estas puede ser complejo ya que el efecto sobre las variables respuesta 

puede ser debido a una relación sinérgica real entre dichas variables, o bien verse 

enmascarado por falsas correlaciones (Graham, 2003). Puesto que las variables 

ecológicas con frecuencia son colineales, algunos autores sugieren eliminar de los 

análisis aquellas que pueden ser calculadas a partir de otras. Para ello, es posible 

determinar el valor del factor de inflación de la varianza (VIF, Variance Inflation Factor). 

Se trata de un parámetro que refleja qué parte de la varianza de una variable concreta 

es explicada por el resto de las variables independientes debido a la correlación entre 

ellas. Algunos autores consideran que cuando el valor VIF asociado a una variable es 

superior a 10 existe redundancia en las variables explicativas y esta puede calcularse 

mediante combinación de otras. Por lo tanto, las variables cuyo valor de VIF sea superior 

a 10 deben ser eliminadas de los modelos matemáticos (Neter et al., 1996; Chatterjee 

et al., 2000).  

Así pues, se siguió un procedimiento de selección escalonada de aquellas 

variables que presentaban baja o nula colinealidad. Para ello, inicialmente se calculó el 

valor VIF de todas las variables ambientales medidas, a través de la función vif.cca() 

implementada en el paquete vegan de R (Oksanen et al., 2016), y se eliminó aquella 

para la cual se registró el mayor valor VIF, si este era superior a 10. A continuación se 

recalcularon nuevamente los valores VIF para todas las variables explicativas restantes 

y se eliminaron sucesivamente aquellas colineales hasta que el mayor valor VIF 

registrado era inferior a 10.  

M.5.4.3.4.3. Análisis canónico de coordenadas principales 

(CAP, Canonical Analysis of Principal coordinates) 

Uno de los métodos que permiten analizar si existe relación entre la variabilidad 

observada en las variables respuesta y la correspondiente a las variables explicativas, 

es el análisis canónico de coordenadas principales (CAP; Anderson y Willis, 2003). Al 

igual que ocurre con otros métodos de constricción como el análisis de 

correspondencias canónicas (CCA, Canonical Correspondence Analysis), el análisis 

multivariante de las variables respuesta es restringido por las explicativas. De esta 

forma, la ordenación obtenida únicamente muestra la variación que puede ser explicada 

por las variables explicativas (Paliy y Shankar, 2016). Debido a las ventajas que el CAP 

presenta respecto a otras herramientas no canónicas tradicionalmente empleadas en 

los análisis de comunidades microbianas, se seleccionó esta alternativa como método 

interpretativo. A diferencia de otros análisis de constricción ampliamente utilizados en 

estudios ecológicos como el CCA, este método no se basa en una relación previamente 

fijada entre las variables dependientes e independientes y además permite utilizar 

cualquier medida de distancia entre muestras (Anderson y Willis, 2003). 

Para realizar el análisis CAP se empleó la función ordinate() del paquete 

phyloseq de R (McMurdie y Holmes, 2013) especificando el método de ordenación 

seleccionado y la medida de distancia a partir de la cual realizar la ordenación (Weighted 

UniFrac). En este caso además fue necesario indicar el modelo para constreñir las 
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variables respuesta, para lo cual se tuvieron en cuenta únicamente aquellas variables 

ambientales que previamente mostraron nula colinealidad (veáse Apartado 

M.5.4.3.4.2.). 

La significación estadística del modelo propuesto fue evaluada mediante un test 

de permutación similar a ANOVA con la función anova()11, especificando la opción terms 

en el argumento by cuando se determinó la significación de cada uno de los factores 

fisicoquímicos estudiados. En ambos casos los test se realizaron con 9999 

permutaciones. 

M.5.4.4. Análisis estadístico de la homogeneidad de la dispersión 

multivariante (PERMDISP2) 

Para poder inferir si existen diferencias estadísticamente significativas en cuanto 

a la dispersión multivariante entre las muestras, se aplicó el test estadístico PERMDISP2 

desarrollado por Anderson (2006). Se trata de un test permutacional con el que se 

pretende comprobar si la dispersion media de los grupos de puntos observados en el 

espacio multivariante (con respecto al centroide del grupo correspondiente) es 

equivalente entre todos los grupos de puntos. Por lo tanto, la hipótesis nula a contrastar 

es que existe homogeneidad en la dispersión multivariante. 

Se trata pues de una extensión multivariante del test de Levene de gran 

aplicabilidad en el análisis ecológico de comunidades. Ello es debido a que es un test 

robusto en el caso de conjuntos de datos donde el número de variables excede el 

número de observaciones, con abundantes ceros debido a la presencia de especies 

raras, y donde la distribución de la abundancia de especies es de marcada asimetría 

positiva, todas ellas propiedades que caracterizan a los datos relativos a comunidades 

microbianas de ecosistemas naturales. Además, con este método es posible utilizar 

cualquier tipo de medida de distancia (Anderson, 2006). 

La dispersión de las muestras fue calculadas empleando el test PERMDISP2 a 

través de la función betadisper() del paquete vegan (Oksanen et al., 2016), y en base a 

las distancias Weighted UniFrac calculadas anteriormente. Posteriomente se aplicó la 

función permutest() – que a su vez llama a la función anova() – para testar la 

significación del PERMDISP2 y comprobar la homogenidad de la dispersión de las 

muestras. 

M.5.4.5. Análisis multivariante no paramétrico permutacional de la 

varianza (PERMANOVA, non parametric Permutational 

Multivariate Analysis of Variance) 

Para determinar si las diferencias observadas en la distribución de las muestras 

en los gráficos de ordenación eran estadísticamente significativas se aplicó el test 

PERMANOVA. Este test no paramétrico es habitualmente empleado en los análisis de 

                                                           
11 Los autores del paquete vegan de R (Oksanen et al., 2016) no proporcionan el nombre exacto 
del test estadístico empleado, si bien aclaran que el nombre de la función anova() puede inducir 
a error. Concretamente Oksanen (2012) puntualiza que dicha función lleva a cabo “un test 
basado en permutaciones aunque los resultados son mostrados como en una tabla estándar de 
ANOVA”. Se trata de una variante de ANOVA, donde R automáticamente selecciona el tipo de 
variante según el resultado obtenido de la ordenación de constricción realizada. 
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datos ecológicos para determinar si existen diferencias significativas en el centroide de 

los grupos de puntos, para todos los grupos de muestras (Anderson, 2001; Anderson y 

Walsh, 2013). Mediante este método es posible descomponer la varianza en múltiples 

términos individuales y por ende conocer el efecto de diferentes factores en la 

separación de las muestras en el espacio multivariante. Por lo tanto, se trata de un test 

de especial utilidad en estudios en los que se miden simultáneamente múltiples 

variables potencialmente dependientes, como la abundancia de especies en una 

comunidad (Anderson, 2001). Otro de los aspectos que ponen de manifiesto el potencial 

de PERMANOVA en los estudios de ecología microbiana es el hecho de que este test 

puede ser aplicado a cualquier matriz de distancia y que la significación del mismo es 

calculada realizando múltiples permutaciones aleatorias de observaciones entre grupos.  

En este caso, se empleó la función adonis() incluida en el paquete vegan 

(Oksanen et al., 2016) para ejecutar los test PERMANOVA a partir de la medida de 

distancia Weighted UniFrac, y empleando 9999 permutaciones para el cálculo de los p-

valores. 

Dado que en el momento de escritura de esta Tesis no han sido desarrollados 

test estadísticos post-hoc específicos a aplicar tras los análisis PERMANOVA, en 

aquellos casos en los que el test permutacional resultó significativo fue necesario 

realizar comparaciones de muestras dos a dos para poder determinar qué parejas de 

muestras mostraban diferencias significativas. La función pairwise.adonis() 

implementada en el paquete pairwiseAdonis (Martinez-Arbizu, 2017) realiza este tipo de 

comparaciones, sin embargo, dicha función no acepta distancias Weighted UniFrac. 

Puesto que los test PERMANOVA fueron calculados en base a dicha medida de 

distancia, se creó manualmente una función en R basada en pairwise.adonis() capaz de 

aceptar cualquier tipo de matriz de distancias a partir de la cual realizar los cálculos. 

Cabe destacar que además se corrigieron los p-valores mediante método de Benjamini-

Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) para controlar la tasa de detección de falsos 

positivos (error de Tipo I). 

M.5.4.6. Definición del core procarioma de la rizosfera de roble melojo 

 Según Hernandez-Agreda y colaboradores (2017), el core microbioma se 

describe como el conjunto de microorganismos del microbioma de un hospedador que 

potencialmente le proporcionan funciones esenciales a este en el hábitat en el que se 

encuentra. Dichos autores remarcan que la consideración de un microorganismo como 

potencialmente transcendente no debe basarse exclusivamente en su abundancia 

relativa, sino que la ubicuidad del mismo y la persistencia de la asociación con el 

hospedador son factores clave en la identificación de microorganismos core. En este 

contexto, la persistencia de un taxón concreto se define como la proporción de muestras 

en las que dicho taxón se encuentra presente (Hernandez-Agreda et al., 2017). 

 A su vez, para la descripción del core procarioma asociado a un hospedador han 

de tenerse en consideración ciertos aspectos técnicos como la tecnología de 

secuenciación empleada y el nivel de replicación (entre otros) dado que la profundidad 

o esfuerzo de secuenciación influye en el número de taxones detectados. A la hora de 

asignar individuos al core microbioma, y en los casos en los que se emplea la plataforma 

454 de secuenciación masiva, se recomienda utilizar un nivel de persistencia algo 
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conservativo (50-80%) para disminuir el efecto del esfuerzo de secuenciación, 

especialmente en los estudios que adolecen de un bajo nivel de replicación (Hernandez-

Agreda et al., 2017). Por tanto, siguiendo las recomendaciones de dichos autores y de 

Delgado-Baquerizo y colaboradores (2018), en el presente estudio se consideraron 

OTUs del core procarioma rizosférico del roble melojo en condiciones naturales, todos 

aquellos OTUs que se encontraban en todos los sitios analizados (ubicuidad) y en al 

menos un 55.5% de las muestras (persistencia). Dicha asignación fue realizada tanto 

para las secuencias de DNA (core-DNA) como para las derivadas del RNA (core-RNA). 

Posteriormente, se comparó el core-DNA y el core-RNA y se designó el core-

compartido asignando al mismo aquellos OTUs que estaban presentes en ambos 

conjuntos. Para dichos OTUs, se calculó el ratio rRNA:rDNA como el cociente entre el 

porcentaje de secuencias derivadas del RNA (amplicones de las regiones hipervariables 

V3-V4-V5) y el porcentaje de las correspondientes secuencias detectadas en la librería 

de DNA. 

M.5.4.7. Predicción de funciones de las comunidades procariotas 

rizosféricas 

A partir de las tablas de OTUs y las correspondientes asignaciones taxonómicas 

es posible inferir las potenciales funciones desempeñadas por una comunidad 

procariota, por ejemplo, a través de la herramienta FAPROTAX (Functional Annotation 

of Prokaryotic Taxa; Louca et al., 2016). Este sistema ha sido desarrollado para obtener 

una aproximación del perfil funcional de una determinada comunidad procariota a partir 

de su correspondiente asignación taxonómica, contribuyendo así a la interpretación 

ecológica de los datos generados mediante técnicas de secuenciación masiva como las 

aquí empleadas. Dicho sistema incluye una base de datos con aproximadamente 80 

funciones relacionadas con el metabolismo, patogénesis vegetal y procesos ecológicos 

relevantes llevados a cabo por organismos procariotas, además de 7600 anotaciones 

funcionales que cubren aproximadamente 4600 taxones.  

Para realizar la inferencia funcional, se empleó el script collapse_table.py 

incluido en FAPROTAX v 1.1. Dicho script compara los perfiles taxonómicos de una 

comunidad procariota con aquellos presentes en la base de datos antes mencionada. A 

cada taxón de la comunidad en estudio le asigna entonces las funciones que se 

encuentran previamente descritas en la base datos para dicho taxón.  

Por lo tanto, como dato de entrada se emplearon las tablas de OTUs (Apartado 

M.5.1.2.) incluyendo una columna relativa a la asignación taxonómica correspondiente. 

El script – escrito en el lenguaje de programación Python – fue ejecutado en distribución 

Ubuntu 16.04.5 LTS de Linux. 

M.6. Técnicas microbiológicas 

M.6.1. Microorganismos 

Las cepas bacterianas, y del oomiceto y hongos empleados en este trabajo se 

indican en las Tablas M.9 y M.10, respectivamente. 
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Tabla M.9. Cepas bacterianas empleadas a lo largo de este trabajo.  

Cepas bacterianas Hospedador de origen Características Referencias 

Phyllobacterium endophyticum PEPV15T Phaseolus vulgaris 
Solubilización de fosfato cálcico; producción de 

sideróforos in vitro 

Flores-Félix et 

al., 2013 

Achromobacter sp. VPTA3 Capsicum annuum 
Producción de IAA y ACC-deaminasa in vitro; 

solubilización de sales de fosfato cálcico 

Cepa cedida por 

Vicente Pérez Tapiaa 

Paenibacillus polymyxa PIC73  

 
Olea europaea 

Producción de proteasas y catalasa. Inhibición 
in vitro del crecimiento de varios hongos y 

oomicetos fitopatógenos, como Phytophthora 
cinnamomi 

Gómez-Lama 

Cabanás et al., 2018b 

Rhizobium leguminosarum sv. viciae USDA 2370T Pisum sativum 
Nodulación de leguminosas de los géneros 

Vicia, Lathyrus, Pisum, Lens. 
Frank, 1889 

Rhizobium leguminosarum sv. trifolii ATCC 14480  Trifolium pratense 
Nodulación de leguminosas del género 

Trifolium. 
Dangeard, 1926 

Colección de aislados del género Rhizobium 

Lathyrus cicera, L. 

intrincatus, Vicia sativa 

subsp. angustifolia, V. 

disperma, Trifolium 

cherleri o T. glomeratum 

Aislados del interior de nódulos de los 
hospedadores originarios 

Cepas aisladas en 

este trabajo 

Colección de cepas del género Pseudomonas Quercus pyrenaica Willd. 
Aislados del suelo rizosférico del hospedador 

de origen 

Colección de  cepas del género Luteibacter Quercus pyrenaica Willd. 
Aislados del interior de la raíz del hospedador 

de origen 

b Departamento de Microbiología del Suelo y Sistemas Simbióticos, Estación Experimental del Zaidín, Granada. 
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Tabla M.10. Cepas de hongos y del oomiceto empleadas en este trabajo. 

Microorganismos 
Hospedador de 

origen 
Referencias 

Biscogniauxia mediterranea 5 Quercus suber Luque et al., 2000 

Biscogniauxia mediterranea 226 Quercus ilex 
Cepa proporcionada por el 

Dr. Jordi Luque Fonta 

Diplodia corticola 58 Quercus suber Luque et al., 2002 

Diplodia corticola 155 Quercus ilex 
Cepa proporcionada por el 

Dr. Jordi Luque Fonta 

Armillaria mellea 860 Prunus dulcis 
Cepa proporcionada por el 

Dr. Jordi Luque Fonta 

Phytophthora cinnamomi UEx1 Quercus ilex Corcobado et al., 2013 

a Programa Científico Protección Vegetal Sostenible, Institut de Recerca i Tecnologia 

Agroalimentàries (IRTA), Cabrils. 

 

M.6.2. Medios de cultivo 

Para el cultivo de los microorganismos se emplearon los medios12 indicados a 

continuación tras esterilizarlos en autoclave a 121 °C y 1 atmósfera de presión durante 

20 min, salvo las excepciones que se detallan.  

Tabla M.11. Composición del medio de cultivo LB. 

Medio LB (Luria-Bertani; Sambrook et al., 1989) 

Componentes Cantidad 

NaCl 5 g 

Triptona 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH fue ajustado a 7 

 

Tabla M.12. Composición del medio de cultivo TY. 

Medio TY (Triptone-Yeast; Beringer, 1974) 

Componentes Cantidad 

CaCl2·2H2O 0.5 g 

Triptona 5 g 

Extracto de levadura 3 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH fue ajustado a 6.8.  

 

 

                                                           
12 En los casos en los que el medio de cultivo correspondiente se empleó exclusivamente de 
manera sólida, se indica en la tabla la cantidad de agar añadida. Aquellos medios que fueron 
empleados tanto de forma líquida como sólida (según el ensayo considerado), no se detalla, y 
cuando hubo de solidificarse el medio, se añadió agar al 1.5% (p/v). 
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Tabla M.13. Composición del medio de cultivo YEM. 

Medio YEM (Yeast Extract Manitol; Vincent, 1970) 

Componentes Cantidad 

D-Manitol 10 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

NaCl 0.1 g 

Extracto de levadura 1 g 

K2HPO4 0.5 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH fue ajustado a 6.8 

 

Tabla M.14. Composición del medio de cultivo TSA. 

Medio TSA (Tryptic Soy Agar, Bacto DifcoTM BD biosciences) 

Componentes Cantidad 

Digerido pancreático de caseína 17 g 

Digerido enzimático de soja 3 g 

D-Glucosa 2.5 g 

NaCl 5 g 

K2HPO4 2.5 g 

Agar 18 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH del medio se encuentra ajustado a 7.3 por el fabricante 
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Tabla M.15. Composición del medio de cultivo mineral salino. 

Medio mineral salino (Eberspächer y Lingens, 2006) 

Componentes Cantidad 

Na2HPO4·12H2O 0.7 g 

KH2PO4 0.3 g 

(NH4)2HPO4 0.7 g 

(NH4)H2PO4 0.3 g 

(NH4)2SO4 0.1 g 

MgSO4·7H2O 0.25 g 

CaCl2·2H2O 0.033 g 

Solución de elementos traza 1 mL 

Vitamina B12 (0.03 mg/mL) 1 mL 

Agua destilada Hasta 1 L 

Solución de elementos traza  

MnSO4·4H2O 400 mg 

ZnSO4·7H2O 400 mg 

FeCl3·6H2O 200 mg 

CuSO4·5H2O 40 mg 

H3BO3 500 mg 

(NH4)6Mo7O24·4H2O  200 mg 

KI 100 mg 

Biotina 100 mg 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH fue ajustado a 7 

 

Tanto la solución de elementos traza como la solución acuosa de vitamina B12 

fueron esterilizadas previamente por filtración empleando unidades Whatman® (GE 

Healthcare Life Sciences, Reino Unido) de 0.2 μm de diámetro de poro. Ambas fueron 

añadidas al medio de cultivo una vez este fue esterilizado en autoclave y atemperado 

aproximadamente a 50 °C. 
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Tabla M.16. Composición del medio de cultivo DF modificado. 

Medio DF (Dworkin-Foster) (Dworkin y Foster, 1958) modificado 

Componentes Cantidad 

(NH4)2SO4 2 g 

KH2PO4 4 g 

Na2HPO4 6 g 

MgSO4·7H2O 0.2 g 

Solución de elementos traza 1 mL 

Agua destilada Hasta 1 L 

Solución de elementos traza  

FeSO4·7H2O 676 mg 

H3BO3 10 mg 

MnSO4·H2O 11 mg 

ZnSO4·7H2O 125 mg 

CuSO4·5H2O 78 mg 

NaMoO4·2H2O 17 mg 

Agua destilada Hasta 1 L 

El pH fue ajustado a 7 

 

La solución de elementos traza fue esterilizada previamente con unidades 

Whatman® (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido) de 0.2 μm de diámetro de poro, 

y añadida al medio de cultivo una vez este fue esterilizado en autoclave y atemperado 

a aproximadamente 50 °C. 

Medio CAS (Chrome Azurol S; Alexander y Zuberer, 1991) 

El medio CAS fue preparado a partir de las cuatro soluciones indicadas en las 

Tablas M.17-20. 

Tabla M.17. Composición de la Solución 1 constituyente del medio CAS. 

Solución 1  

Componentes Cantidad 

FeCl3·6H2O (1 mM)a 10 mL 

CASb (1.21 mg/ mL)c 50 mL 

HDTMAd  (1.82 mg/ mL)c 40 mL 
a Solución preparada en HCl 10 mM 
b CAS, Chrome Azurol S 
c HDTMA, Hexadecyltrimethylammonium bromide, bromuro de 

hexadecyltrimetilamonio 
d Solución preparada en agua destilada 
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Tabla M.18. Composición de la Solución 2 constituyente del medio CAS. 

Solución 2  

Componentes Cantidad 

KH2PO4 0.3 g 

NaCl 0.5 g 

NH4Cl 1 g 

PIPESa 30.24 g 

Agar 18 g 

Agua destilada Hasta 800 mL 
a PIPES, Piperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic) acid, ácido 

piperazina-N,N’-bis(2-etanosulfonico) 

El pH fue ajustado a 6.8 

 

Tabla M.19. Composición de la Solución 3 constituyente del medio CAS. 

Solución 3  

Componentes Cantidad 

D-Glucosa 2 g 

D-Manitol 2 g 

MgSO4·7H2O 493 mg 

CaCl2·2H2O 11 mg 

MnSO4·H2O 1.17 mg 

H3BO3 1.4 mg 

CuSO4·5H2O 0.04 mg 

ZnSO4·7H2O 1.2 mg 

Na2MoO4·2H2O 1.0 mg 

Agua destilada Hasta 70 mL 

 

Tabla M.20. Composición de la Solución 4 del medio CAS. 

Solución 4  

Componentes Cantidad 

Casaminoácidos  3 g 

Agua destilada 30 mL 

  

La Solución 4 fue esterilizada por filtración empleando unidades Whatman® (GE 

Healthcare Life Sciences, Reino Unido) de 0.2 μm de diámetro de poro. 

Una vez se esterilizaron y atemperaron todas las soluciones, se mezcló la 

Solución 3 con la 2. A la mezcla se le añadió la Solución 4, y finalmente se incorporó la 

Solución 1. 
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Tabla M.21. Composición del medio de cultivo NBRIP. 

Medio NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate 

growth medium; Nautiyal, 1999) 

Componentes Cantidad 

D-Glucosa 10 g 

Sal cálcica de fosfatoa 5 g 

MgCl2·6H2O 5 g 

MgSO4·7H2O 0.25 g 

KCl 0.2 g 

(NH4)2SO4 0.1 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 
a Se estudiaron dos fosfatos diferentes individualmente (CaHPO4 o 

Ca3(PO4)2), manteniendo el resto de componentes en idénticas 

concentraciones en ambos casos.   

El pH fue ajustado a 7 

Debido a la presencia de D-Glucosa en su composición, el medio NBRIP fue 

esterilizado en autoclave a 115 °C durante 30 min. 

Tabla M.22. Composición del medio de cultivo YED-P modificado. 

Medio YED-P (Yeast Extract Dextrose-tricalcium Phosphate)  

(Peix et al., 2001) modificado 

Componentes Cantidad 

Extracto de levadura 5 g 

D-Manitol 10 g 

Sal cálcica de fosfatoa 2 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 
a Se estudiaron dos fosfatos diferentes individualmente (CaHPO4 o 

Ca3(PO4)2), manteniendo el resto de componentes en idénticas 
concentraciones en ambos casos. 

Para evitar la reacción de Maillard, este medio fue esterilizado en autoclave a 

115 °C durante 30 min. 
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Tabla M.23. Composición del medio de cultivo YED-P doblemente modificado. 

Medio YED-P (Yeast Extract Dextrose-tricalcium Phosphate)  

(Peix et al., 2001) doblemente modificado 

Componentes Cantidad 

Extracto de levadura 0.5 g 

D-Manitol 10 g 

Sal cálcica de fosfatoa 2 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

a Se estudiaron dos fosfatos diferentes individualmente (CaHPO4 o Ca3(PO4)2), 

manteniendo el resto de componentes en idénticas concentraciones en ambos 
casos. 

Para evitar la reacción de Maillard, este medio fue esterilizado en autoclave a 

115 °C durante 30 min. 

Tabla M.24. Composición del medio de cultivo CMC. 

Medio CMC (CarboxyMethylCellulose; Kasana et al., 2008) 

Composición Cantidad 

NaNO3 2 g 

K2HPO4 1 g 

MgSO4·7H2O 0.5 g 

KCl 0.5 g 

CMC (sal sódica de carboximetilcelulosa) 2 g 

Peptona 0.2 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

Tabla M.25. Composición del medio de cultivo SMA modificado. 

Medio SMA (Skimmed Milk Agar; Naik et al., 2008) modificado 

Componentes Cantidad 

Leche en polvo desnatada 50 g 

Triptona 5 g 

Extracto de levadura 2.5 g 

D-Glucosa 1 g 

Agar 15 g 

Agua destilada 1 L 

 

Para evitar la coagulación de las proteínas de la leche, este medio fue 

esterilizado en autoclave a 115 °C durante 10 min. 
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Tabla M.26. Composición del medio de cultivo MEA. 

Medio MEA (Malt Extract Agar; Gutz y Doe, 1973) 

Componentes Cantidad 

Extracto de malta 30 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

Tabla M.27. Composición del medio de cultivo ME. 

Medio ME (Malt Extract; medio MEA modificado) 

Componentes Cantidad 

Extracto de malta 20 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

Tabla M.28. Composición del medio de cultivo PDA. 

Medio PDA (Potato Dextrose Agar; Tournas et al., 1998) 

Componentes Cantidad 

Almidón de patata 4 g 

D-Glucosa 20 g 

Agar 15 g 

Agua destilada Hasta 1 L 

 

M.6.3. Aislamiento bacteriano 

M.6.3.1. Aislamiento de bacterias del interior de nódulos de plantas 

leguminosas 

Las raíces de las plantas hospedadoras fueron lavadas cuidadosamente con 

agua destilada, y los fragmentos de raíz donde se hallaban los nódulos fueron 

seccionados con ayuda de una tijera. Cabe destacar que tan solo fueron recuperados 

aquellos nódulos de color rosáceo (aspecto indicativo de la presencia de 

leghemoglobina, y en consecuencia de la probable fijación activa de N atmosférico en 

el interior de los mismos; Wagner, 2011), descartando aquellos blanquecinos o 

senescentes. 

Los nódulos fueron esterilizados superficialmente siendo sumergidos en un 

volumen de solución acuosa de HgCl2 al 0.25% (p/v) tal que todos estuvieran cubiertos 

en su totalidad. Tras siete minutos, se procedió a lavarlos con agua destilada estéril 

cinco veces, y se depositaron separadamente en una placa Petri vacía. Allí, fueron 

triturados individualmente haciendo uso de varillas de vidrio previamente esterilizadas, 

y los lisados obtenidos fueron sembrados en medio de cultivo TY (Tabla M.12) con 

ayuda de las propias varillas.  

Para comprobar el éxito de la esterilización superficial de los nódulos aislados 

de cada especie vegetal, se friccionó, en cada caso, un nódulo esterilizado sin triturar 
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sobre la superficie del medio de cultivo anteriormente citado. Todas las placas fueron 

incubadas a 28 °C durante 24-48 h. 

M.6.3.2. Aislamiento de bacterias asociadas a la raíz de Q. pyrenaica 

M.6.3.2.1. Bacterias rizosféricas 

 El aislamiento de bacterias que habitan la rizosfera de roble melojo fue llevado a 

cabo a partir del suelo rizosférico de los tres árboles muestreados en la parcela 1 en el 

sitio HAF (Apartado M.1). 

Para ello, inicialmente se llevó a cabo un pre-enriquecimiento en el medio mineral 

salino descrito por Eberspächer y Lingens (2006) (Tabla M.15) y suplementado con 

diferentes fuentes de C. Se prepararon soluciones acuosas concentradas al 4% (p/v) de 

1,2-dihidro-1,5-dimetil-2-fenil-3H-pirazol-3-ona (conocido como fenazona o antipirina), 

4-dimetilamino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin-5-one (aminofenazona o piramidón), L-

fenilalanina y ácido tánico, todos ellos compuestos que incluyen al menos un anillo 

bencénico en su estructura. Las soluciones fueron posteriormente esterilizadas por 

filtración utilizando unidades Whatman® (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido) de 

0.2 μm de diámetro de poro y añadidas individualmente a matraces con 50 mL del medio 

citado, a una concentración final de 0.4% (p/v). A cada uno de los matraces se le añadió 

5 g de la mezcla de suelo rizosférico, y se procedió a la incubación de los mismos a 

30 °C en un agitador orbital (170 rpm) durante 7 días. 

Transcurrido este periodo, se dejaron los matraces estáticamente en reposo 

durante 15 min para conseguir la deposición de las partículas más groseras del suelo 

en el fondo de los matraces. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de cada 

suspensión de suelo rizosférico en solución salina estéril (NaCl 0.9%, p/v), hasta la 

dilución 10-5. A continuación se sembraron 100 µL de cada una de las diluciones y de 

las suspensiones sin diluir, en medio mineral salino sólido suplementado con fenazona 

(0.2%, p/v), aminofenazona (0.2%, p/v), L-fenilalanina (0.2%, p/v) o ácido tánico 

(0.1%, p/v). Cabe destacar que para evitar el crecimiento fúngico, en todos los casos se 

añadió cicloheximida a una concentración final del 0.01% (preparada en etanol al 

50%, v/v). 

Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 10 días. 

M.6.3.2.2. Bacterias endófitas de raíz de roble melojo 

 Las raíces de los árboles descuajados (ver Apartado M.2.3) fueron lavadas 

abundantemente con agua del grifo para eliminar el suelo adherido a las mismas, y 

posteriormente con agua destilada estéril. Con ayuda de una tijera se cortaron las raíces 

no suberificadas en fragmentos de aproximadamente 5 cm de longitud y se procedió a 

la esterilización en superficie de los mismos. Los fragmentos de raíz procedentes de los 

mismos árboles fueron esterilizados conjuntamente y de forma independiente a los 

fragmentos correspondientes al resto de árboles. 

Las raíces fueron sumergidas en etanol al 96% (v/v) durante 1 min y 

posteriormente en una solución acuosa de NaClO al 5% (v/v) por un periodo de 15 min, 

realizando agitaciones periódicas. Tras eliminar la solución de NaClO, las raíces fueron 

sumergidas nuevamente en etanol (96%, v/v) durante 30 s, y se realizaron cinco lavados 

con agua destilada estéril. Estas fueron cortadas en fragmentos más pequeños (5 mm 
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aproximadamente) con ayuda de un bisturí estéril, y algunos de ellos fueron friccionados 

por la superficie de los medios de cultivo TSA y YEM con el objetivo de comprobar el 

éxito de la esterilización superficial de las raíces. 

0.2 g de los fragmentos restantes de raíz correspondientes a cada árbol fueron 

introducidos en tubos eppendorf estériles y estos a su vez en N líquido durante un 

instante. A continuación, en cada tubo se introdujeron tres bolitas de acero inoxidable 

de 5 mm de diámetro (Qiagen, Países Bajos) previamente esterilizadas en horno 

(160 °C, 2 h) y se procedió a la molienda de las raíces en el molino mezclador MM 031 

(Retsch, Alemania), durante 6 min a 30 Hz. Una vez que el material vegetal se había 

convertido en un polvo fino, a cada tubo se le añadió 500 µL de tampón fosfato 100 mM 

pH 7.0 estéril (conteniendo KH2PO4 60 mM, K2HPO4 40 mM), y su contenido fue 

mezclado por inmersión. 

Los tubos fueron centrifugados a 8000 rpm durante 2 min y a continuación se 

hicieron diluciones seriadas del sobrenadante en tampón fosfato hasta la dilución 10-2. 

De cada dilución y del sobrenadante sin diluir se sembró por triplicado 100 µL en los 

medios de cultivo TSA y YEM. Todas las placas – incluidas aquellas destinadas a 

comprobar el éxito de la esterilización superficial de las raíces – fueron incubadas a 

30 °C hasta la aparición de colonias bacterianas. 

M.6.4. Mantenimiento y conservación a largo plazo de microorganismos 

M.6.4.1. Cepas bacterianas  

Para el crecimiento rutinario y mantenimiento de las cepas bacterianas que 

figuran en la Tabla M.9, se emplearon diferentes medios y condiciones de cultivo. 

Concretamente, para las cepas Achromobacter sp. VPTA3, P. polymyxa PIC73 y las 

cepas del género Pseudomonas se empleó el medio de cultivo LB. Por otro lado, las 

cepas del género Rhizobium y P. endophyticum PEPV15T fueron habitualmente crecidas 

en medio TY, mientras que para las endófitas adscritas al género Luteibacter se empleó 

el medio YEM.  

En las ocasiones en las que fue necesario obtener un cultivo líquido, las bacterias 

fueron crecidas en el correspondiente medio y mantenidas en oscuridad y agitación 

constante (170 ó 200 rpm, según el caso). El periodo de incubación se prolongó hasta 

alcanzar la densidad óptica medida a una longitud de onda de 600 nm (DO600) en el 

espectrofotómetro Novaspec II (Pharmacia Biotech, EEUU) específica según los 

requerimientos del experimento concreto. 

La temperatura habitual de crecimiento de todas las cepas tanto en medio sólido 

como líquido fue de 30 °C (salvo en las excepciones que se detallan), si bien aquellas 

pertenecientes al orden Rhizobiales fueron incubadas normalmente a 28 °C. Cabe 

mencionar que cuando fue necesario recuperar el pellet celular a partir de cultivos 

bacterianos de cepas productores de abundante exopolisacárido, este fue tratado con 

sal sódica de N-laurilsarcosina al 0.1% (p/v) preparada en tampón TE (Tris-HCl 10 mM; 

EDTA 1 mM; pH 8). El uso de dicho surfactante aniónico persigue la reducción de la 

mucosidad bacteriana y un aumento de la permeabilidad de las membranas 

plasmáticas. 

Para su conservación a largo plazo, todas las cepas bacterianas fueron crecidas 

en 3 mL del medio correspondiente tal y como se ha mencionado, hasta alcanzar un 
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valor de DO600 de 0.8 unidades. Posteriormente, se añadió en criotubos estériles 750 µL 

de cada cultivo bacteriano y 250 µL de glicerol previamente esterilizado, como agente 

crioprotector. La operación fue realizada por duplicado, y los dos criotubos de cada cepa 

fueron almacenados a -80 °C. 

M.6.4.2. Cepas de hongos y oomiceto 

Las cepas de las especies B. mediterranea, D. corticola y P. cinnamomi fueron 

crecidas de forma rutinaria en el medio PDA (Tabla M.28) e incubadas a 25 °C, mientras 

que para el crecimiento de la cepa correspondiente a la especie A. mellea se empleó el 

medio MEA (Tabla M.26) y la misma temperatura de incubación. 

Una vez que los hongos de las especies B. mediterranea y D. corticola habían 

esporulado, se procedió a la conservación a largo plazo de suspensiones de esporas 

obtenidas para cada uno de ellos. Para ello, se añadió 10 mL de agua destilada estéril 

sobre toda la superficie del medio de cultivo con crecimiento de cada uno de los hongos, 

y se friccionó el micelio cuidadosamente con ayuda de una espátula estéril. Las 

suspensiones de esporas obtenidas fueron filtradas en condiciones de esterilidad 

haciéndolas pasar por una capa de aproximadamente 0.5 cm de espesor de algodón 

estéril acoplado previamente en el fondo de una jeringa Injekt® de 12 mL (B. Braun, 

Alemania). De esta forma, las suspensiones de esporas fueron recogidas en tubos 

falcon, quedando el micelio fundamentalmente retenido en los filtros de algodón. A 

continuación, los filtrados fueron centrifugados durante 10 min a 6400 rpm y los pellet 

obtenidos fueron resuspendidos en 1 mL de agua destilada estéril. A las suspensiones 

acuosas de esporas se les añadió 1 mL de glicerol estéril (50%, v/v), y las alícuotas de 

200 μL en las que se fraccionaron las mezclas se almacenaron a -80 °C. 

Para la conservación a largo plazo de P. cinnamomi y A. mellea, con ayuda de 

un sacabocados estéril de 0.6 cm de diámetro se obtuvieron discos de agar con 

crecimiento activo de los respectivos organismos. Estos fueron colocados sobre la 

superficie de los medios PDA y MEA, respectivamente, en pico de flauta. Los tubos con 

agar inclinado fueron entonces incubados a 25 °C en estático, hasta que el micelio había 

cubierto gran parte de la superficie del pico de flauta. Posteriormente, se añadió parafina 

líquida previamente esterilizada en horno (160 °C, 2 h) de tal forma que el pico de flauta, 

y por ende, todo el micelio del hongo, quedaron cubiertos e impermeabilizados 

completamente. Se generaron hasta seis réplicas por cada especie, y todos los tubos 

fueron almacenados en oscuridad a temperatura ambiente hasta su nuevo uso. 

M.6.5. Obtención de inóculos bacterianos 

Las cepas bacterianas fueron crecidas en los medios líquidos y condiciones de 

cultivo rutinarias según el género bacteriano en estudio (ver Apartado M.6.4.1) hasta 

alcanzar un valor de DO600 de 0.8 unidades. 

A continuación se recuperó 1 mL de cada cultivo en tubos eppendorfs, y estos 

fueron centrifugados dos veces a 8000 rpm durante 3 min. Se descartó el sobrenadante 

en condiciones de esterilidad, y las células fueron resuspendidas cuidadosamente en el 

volumen de solución salina estéril (NaCl 0.9%, p/v) necesario para alcanzar la DO600 

requerida en cada experimento concreto.  
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M.6.6. Caracterización in vitro de las actividades relacionadas con la 

promoción directa e indirecta del crecimiento vegetal  

El potencial bacteriano de promover el crecimiento vegetal directa e 

indirectamente fue evaluado en base al conjunto de técnicas que a continuación se 

detallan.  

M.6.6.1. Métodos cualitativos y semicuantitativos 

M.6.6.1.1. Evaluación de la producción de sideróforos 

Con el objetivo de detectar si las cepas en estudio son capaces de producir 

moléculas quelantes de Fe3+, se llevó a cabo un ensayo cualitativo basado en aquel 

descrito por Schwyn y Neilands (1987). Concretamente, se evaluó el cambio de 

coloración que se produce cuando un agente quelante secuestra el ion férrico de un 

compuesto ternario formado por este, un colorante y un surfactante catiónico, y tiene 

lugar la liberación del colorante libre. En este caso se empleó el medio CAS descrito por 

Alexander y Zuberer (1991) (Apartado M.6.2.) el cual cambia de coloración de azul 

(estado en el que el complejo ternario compuesto por el colorante CAS, el Fe3+ y el 

surfactante HDTMA se encuentra formado), a naranja en el caso de la producción de 

sideróforos. La Figura M.4 ilustra el mecanismo de funcionamiento del medio CAS. 

 

 

Figura M.4. Representación del comportamiento del medio CAS en presencia de sideróforos. Cuando 

un sideróforo acompleja el Fe3+ del complejo CAS-Fe3+ estabilizado por el surfactante HDTMA, se libera el 

colorante CAS produciéndose un cambio de color desde azul hacia naranja. 

Los inóculos de cada una de las cepas fueron preparados tal y como se 

especifica en el Apartado M.6.5., sembrándose una gota de 10 μL por cada cepa en el 

medio CAS. Las condiciones de incubación de las placas Petri fueron las indicadas en 

el Apartado M.6.4.1. 

 En aquellos casos en los que las bacterias no fueron capaces de crecer en el 

medio CAS, la evaluación de la producción de sideróforos se realizó siguiendo dos 

estrategias distintas: 

Por un lado, se siguió el procedimiento propuesto por Milagres y colaboradores 

(1999), basado en la realización de una escisión sobre el medio CAS a lo largo de todo 

el diámetro de la placa, con ayuda de un bisturí estéril. Una de las mitades fue 

descartada, y el espacio libre restante de la placa fue rellenado con 15 mL de medio 

YEM a aproximadamente 40 °C (Tabla M.13). Una vez solidificado, se dispuso una gota 

de 5 μL de cada uno de los inóculos previamente preparados en el medio YEM, 
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concretamente en la zona próxima al límite entre ambos medios de cultivo (Figura 

M.5A). A este método de siembra se le denominó siembra en media placa. 

La segunda estrategia consistió en realizar con un sacabocados estéril de 1.5 cm 

de diámetro orificios en el medio CAS, los cuales fueron posteriormente rellenados con 

350 μL de medio YEM a aproximadamente 40 °C (siembra en orificios). Cuando este 

había solidificado, cada orificio con medio YEM fue inoculado con 20 μL de cada inóculo 

previamente obtenido (Apartado M.6.5.). En la Figura M.5B se muestra el procedimiento 

seguido para la siembra en orificios.  

En ambos dos casos, la valoración visual de la aparición de zonas anaranjadas 

próximas a las colonias bacterianas fue realizada periódicamente durante 15 días. 

 

Figura M.5. Representación de la estructura de las placas empleadas para el ensayo de detección 

de sideróforos mediante el empleo de dos medios de cultivo. A) Siembra en media placa y siembra 

en orificios (B). 

M.6.6.1.2. Evaluación de la solubilización de fosfato inorgánico  

Las sales cálcicas de ácido fosfórico son minerales altamente insolubles cuya 

solubilización conduce a la aparición de una zona de aclaramiento adyacente en el 

medio del cultivo donde esto ocurre.  

Por lo tanto, para estudiar la capacidad bacteriana de solubilizar CaHPO4 y 

Ca3(PO4)2 se dispusieron gotas de 10 μL del inóculo de cada cepa sobre los medios 

NBRIP, YED-P modificado y YED-P doblemente modificado (ver Apartado M.6.2.). 

La incubación de las placas se realizó a 30 °C durante 7-14 días en función de 

la cepa en estudio, realizando lecturas periódicas de las placas y calculando el índice 

de actividad conforme se describe en el Apartado M.6.6.1.8. 

M.6.6.1.3. Evaluación de la actividad CMC-asa o actividad 

endocelulolítica 

La capacidad de degradar celulosa carboxilada soluble fue testada siguiendo el 

procedimiento descrito por Kasana y colaboradores (2008). El método está basado en 

la coloración parda que adquiere el sustrato íntegro cuando se añade una solución 

compuesta por iodo sobre el medio de cultivo, y en la ausencia de coloración de los 

productos generados tras la degradación de dicho sustrato. 

A tal fin, se inoculó el medio CMC (Tabla M.24) con 10 μL del inóculo de cada 

cepa preparado previamente conforme se describe en el Apartado M.6.5., y se 

incubaron las placas a la temperatura óptima de estas durante 15 días.  
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Para el revelado de las placas, cada una de ellas fue inundada con solución de 

lugol comercial (Sigma-Aldrich, EEUU) compuesta por I2 y KI, con un volumen tal que la 

superficie del medio de cultivo quedó completamente cubierta. Las placas Petri se 

mantuvieron tapadas y a temperatura ambiente durante 5 min, momento en el cual se 

eliminó la solución de lugol por decantación. La visualización de halos de color amarillo 

en torno a las colonias degradadoras de CMC en contraste con un fondo de color pardo 

fue prácticamente inmediata, cuantificando la actividad según se indica en el Apartado 

M.6.6.1.8. 

M.6.6.1.4. Evaluación de la actividad proteolítica 

La capacidad bacteriana de producir proteasas habitualmente se determina en 

el medio de cultivo SMA modificado (Tabla M.25). En la formulación de dicho medio se 

incluye leche en polvo como fuente principal de proteínas, las cuales otorgan un aspecto 

turbio o blanquecino a dicho medio. La actividad de las proteasas conduce en última 

instancia a la clarificación del color del medio. 

Así pues, se depositaron gotas de 15 µL de los inóculos bacterianos obtenidos 

tal y como se detalla en el Apartado M.6.5. sobre la superficie del medio SMA. Las placas 

fueron incubadas según la temperatura óptima de cada cepa durante 2-7 días, momento 

en el cual se procedió a la toma de resultados. La presencia de un halo transparente 

alrededor de las colonias fue considerada indicativa de la síntesis y actividad de las 

proteasas bacterianas, determinándose el correspondiente índice de actividad según se 

detalla en el Apartado M.6.6.1.8.   

M.6.6.1.5. Evaluación indirecta de la producción de ACC deaminasa 

Para la detección de la actividad del enzima ACC deaminasa, se empleó el 

método indirecto descrito por Penrose y Glick (2003). Concretamente, se evaluó la 

capacidad bacteriana de crecer en un medio de cultivo cuya única fuente de N es el 

sustrato de dicho enzima, esto es, el ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC, 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate). 

El medio de cultivo de elección para este ensayo fue el medio DF modificado 

(Tabla M.16) suplementado con D-Glucosa (2 g/L). Por un lado, la fuente habitual de N 

[(NH4)2SO4] fue reemplazada por un volumen de solución acuosa de ACC (esterilizada 

previamente por filtración) tal que la concentración final de la nueva fuente de N fue 3 

mM. Por otro lado, el medio DF suplementado con D-Glucosa y conteniendo la fuente 

habitual de N fue empleado como medio de control del crecimiento. 

Ambos medios fueron inoculados al 1% (v/v) con el inóculo correspondiente a 

cada cepa preparado tal y como se describe anteriormente (Apartado M.6.5.). La DO600 

del medio recién inoculado fue medida en el espectrofómetro Novaspec II (Pharmacia 

Biotech, EEUU). 

Los tubos de cultivo fueron incubados durante 7 días en las condiciones 

detalladas en el Apartado M.6.4.1. Transcurrido este periodo se evaluó el crecimiento 

de las cepas midiendo nuevamente la DO600 en el espectrofómetro anteriormente 

mencionado. 
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M.6.6.1.6. Evaluación de la actividad del enzima catalasa 

La determinación de la actividad del enzima catalasa se realizó tal y como 

sugieren Subbarayan y Sarkar (2004). Se trata de un método basado en la observación 

del desprendimiento de burbujas de O2 como consecuencia de la actividad de dicho 

enzima sobre el H2O2. 

Para ello, 10 µL de cada inóculo bacteriano obtenido conforme se detalla en el 

Apartado M.6.5. fueron depositados sobre la superficie del medio rutinario de 

crecimiento de cada bacteria. Una vez las bacterias en estudio habían crecido, sobre 

cada una de las colonias bacterianas se depositó 10 µL de una solución acuosa de H2O2 

al 30% (v/v). La aparición inmediata de burbujas sobre la biomasa bacteriana fue 

considerada como un resultado positivo, indicativo de la formación de O2 gaseoso. 

M.6.6.1.7. Ensayos in vitro de antagonismo microbiano 

M.6.6.1.7.1. Enfrentamiento bacteria-bacteria 

 El antagonismo entre las diferentes cepas que conforman un consorcio 

bacteriano puede suponer la pérdida de efectividad del mismo, y dicha interacción puede 

ser evaluada previamente in vitro mediante co-cultivo de las diferentes cepas a estudiar. 

En este caso el experimento fue realizado siguiendo una modificación del procedimiento 

descrito por Gómez-Lama Cabanás y colaboradores (2018b). 

Inicialmente se sembró en césped 100 µL de una suspensión celular 

previamente ajustada a una DO600 = 0.8 de la cepa considerada como diana o target 

sobre la superficie de los medios habituales de crecimiento de las cepas estudiadas (LB 

y YEM). A continuación, sobre la superficie del medio inoculado se dispusieron gotas de 

5 µL (DO600 = 1) de cada una de las cepas a enfrentar, denominadas challenger. Así 

pues, las placas fueron incubadas a 30 °C durante 48 h, evaluando de forma periódica 

la aparición de halos de inhibición alrededor de las colonias de las cepas challenger. 

M.6.6.1.7.2. Enfrentamiento bacteria-oomiceto/hongos 

fitopatógenos  

Antes de realizar los ensayos de enfrentamiento in vitro se crecieron las cepas 

bacterianas en los medios PDA y MEA y los hongos fitopatógenos en LB y YEM (ver 

composición de los medios en el Apartado M.6.2.) a 25 °C, para confirmar que ambos 

tipos de microorganismos eran capaces de crecer con normalidad en estas condiciones. 

Posteriormente, para cada organismo fitopatógeno se obtuvieron discos de su 

medio de cultivo habitual de crecimiento con micelio fúngico joven, con ayuda de un 

sacabocados estéril de 1 cm de diámetro. Estos fueron dispuestos, individualmente, en 

el centro de una placa Petri con el mismo medio (PDA o MEA, según el organismo). En 

la parte más externa de la misma placa se colocaron gotas de 5 μL de cada inóculo 

bacteriano, incluyendo en cada placa una gota del mismo volumen de solución salina 

esteril como control negativo. Cabe destacar que en los ensayos de antagonismo frente 

a B. mediterranea ambos microorganismos fueron sembrados en las placas el mismo 

día. Por el contrario, en el caso de las especies D. corticola, P. cinnamomi y A. mellea, 

las bacterias fueron inoculadas, respectivamente, tras 1, 5 y 14 días de la colocación de 

los discos con micelio fúngico o del oomiceto. En el caso de A. mellea debe remarcarse 

que en el momento de depositar las gotas con el inóculo bacteriano se marcó en la base 
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de la placa Petri el alcance del micelio, así como el de los rizomorfos en caso de 

encontrarse formados. 

Cada interacción patógeno-bacteria fue ensayada por triplicado y las placas 

fueron incubadas a 25 °C durante 10 días, evaluando periódicamente la aparición de 

halos de inhibición del crecimiento del patógeno alrededor de las colonias bacterianas. 

M.6.6.1.8. Cuantificación de actividades evaluadas en placa Petri 

Para evaluar numéricamente la capacidad de las bacterias en estudio de producir 

sideróforos, solubilizar fosfato inorgánico, producir CMC-asas y proteasas, se calculó un 

índice de actividad en cada caso. Dicho índice correspondió con el cociente entre el 

diámetro de las colonias (mm) y el diámetro del halo formado alrededor de estas (mm) 

(Kumar y Narula, 1999). 

M.6.6.2. Métodos analíticos 

M.6.6.2.1. Evaluación de la producción de compuestos indólicos 

Para cuantificar la cantidad de IAA (indole-3-acetic acid, ácido indol-3-acético) y 

compuestos indólicos relacionados producidos por las cepas en estudio, se empleó un 

método colorimétrico basado en la reacción de Salkowski. A pH ácido, las sales férricas 

oxidan el IAA y derivados en solución, dando lugar a la formación de un compuesto 

oxidado de color rosa-rojizo cuya absorbancia puede ser medida a determinada longitud 

de onda (Mayer, 1958). 

Según los requerimientos nutricionales específicos de las cepas bacterianas en 

estudio, el experimento fue llevado a cabo empleando el medio de cultivo DF 

suplementado con D-Glucosa (2 g/L) o el medio YEM. Ambos fueron además 

suplementados con el precursor de auxinas (aminoácido L-triptófano) a una 

concentración final de 0.5 mg/mL. Por otro lado, con el objetivo de cuantificar la cantidad 

de compuestos indólicos producidos únicamente a partir de su precursor, se emplearon 

sendos medios sin el suplemento de L-triptófano. 

Todos los medios fueron inoculados al 1% (v/v) con los inóculos bacterianos 

previamente obtenidos y a continuación se procedió a su incubación en las condiciones 

que se mencionan en el Apartado M.6.4.1, durante 24-48 h, en función de la bacteria en 

estudio.  

Transcurrida la incubación, se recuperaron los cultivos y se midió la DO600 de 

cada uno de ellos en el lector de placas infinite® 200 (TECAN, Austria). Adicionalmente, 

se recogió 1 mL de cada cultivo en tubos eppendorf y estos fueron centrifugados a 

10,400 rpm durante 5 min. Se transfirió 50 μL del sobrenadante de cada tubo a placas 

de 96 pocillos, y se añadió a cada uno de ellos 150 μL de agente de Salkowski (1 mL 

FeCl3·6H2O 0.5 M; 49 mL HClO4 35%, v/v) descrito por Gordon y Weber (1951). 

Para poder cuantificar los compuestos indólicos totales producidos por cada 

cepa, en el ensayo se incluyeron patrones de IAA de concentraciones conocidas. Se 

preparó una solución madre concentrada de IAA en etanol al 90% (v/v) y se realizaron 

diluciones de la misma en medio DF o YEM según el caso, en el rango de concentración 

0-50 μg/μL. Los patrones fueron tratados de la misma forma que las muestras, 

añadiendo a los mismos el reactivo de Salkowski en proporción 2:1. 
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En todos los casos, las placas fueron incubadas en oscuridad y a temperatura 

ambiente durante 25 min, periodo tras el cual se pudo apreciar un cambio de color de la 

mezcla hacia rosa-rojizo. A continuación se midió la absorbancia a una longitud de onda 

de 530 nm (DO530) en el lector de placas TECAN infinite® 200 (Austria) y se cuantificó la 

cantidad de compuestos indólicos producidos por cada cepa a partir de los datos 

obtenidos para los patrones de IAA de concentraciones conocidas, sustrayendo 

previamente la intensidad de señal de fondo o ruido (absorbancia medida en ausencia 

del precursor de indoles). 

M.6.7. Evaluación del metabolismo de ácido tánico 

M.6.7.1. Ensayo de tolerancia 

Para el estudio de la tolerancia a este tanino, se obtuvieron los inóculos 

bacterianos conforme se describe anteriormente (Apartado M.6.5), y se dispusieron 

gotas de 10 μL de cada uno de ellos sobre el medio habitual de crecimiento de las 

bacterias en estudio, suplementado con diferentes concentraciones de ácido tánico (8 

μg/mL-5 mg/mL). Concretamente, a partir de una solución madre de ácido tánico en 

DMSO puro se prepararon placas con una concentración final de 8, 40, 200 μg/mL y 

1 mg/mL de ácido tánico. 

Cabe destacar que previamente se descartó la toxicidad del DMSO sobre las 

cepas en estudio comprobando el crecimiento de las mismas en el medio rutinario de 

crecimiento suplementado únicamente con DMSO (0.2%, v/v). De forma paralela, se 

dispusieron gotas de 10 μL de cada uno de los inóculos en dicho medio no 

suplementado, como control del crecimiento bacteriano. 

Todas las placas fueron incubadas en las condiciones habituales (Apartado 

M.6.4.1.) durante 7-14 días. La tolerancia o sensibilidad de las cepas a cada 

concentración del tanino fue definida en base a la presencia o ausencia de crecimiento 

bacteriano en el medio de cultivo correspondiente. 

M.6.7.2. Ensayo de utilización de ácido tánico como única fuente de 

carbono 

La capacidad de utilizar ácido tánico como fuente de C fue evaluada en medio 

DF suplementado con ácido tánico a la menor y mayor concentración tolerada por cada 

cepa. Para ello, se inoculó 3 mL de medio DF al 1% (v/v) con los inóculos 

correspondientes. Como control del crecimiento, cada cepa fue además inoculada en 

medio DF al cual se había añadido D-Glucosa (2 g/L). La DO600 del medio recién 

inoculado fue medida en el espectrofómetro Novaspec II (Pharmacia Biotech, EEUU). 

Tras 7 días de incubación en las condiciones de cultivo detalladas anteriormente 

(Apartado M.6.4.1), se evaluó el crecimiento de las cepas midiendo la DO600 de cada 

cultivo mediante en el espectrofómetro anteriormente mencionado. 
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M.7. Técnicas bioquímicas 

M.7.1. Cuantificación de la actividad de enzimas hidrolíticos en la fracción 

libre y la asociada a células bacterianas 

La actividad de enzimas bacterianos implicados en la descomposición de la 

materia orgánica y producidos extracelularmente fue estudiada a partir de cultivos 

líquidos. Para ello, se obtuvieron los inóculos bacterianos en la forma en que se detalla 

en el Apartado M.6.5., ajustándose en este caso el valor de la DO600 a 0.1 unidades de 

absorbancia. Por cada cepa estudiada, tres matraces conteniendo 20 mL de medio ME 

(Tabla M.27) fueron inoculados al 1% (v/v), siendo a continuación incubados a 25 °C y 

agitación constante (200 rpm) durante 7 días.  

La actividad de los enzimas excretados al sobrenadante así como de aquellos 

adheridos a la membrana bacteriana fue evaluada conforme describen Mašinová y 

colaboradores (2018). Concretamente, transcurrido el periodo de incubación, se 

recuperó 10 mL de cada uno de los cultivos correspondientes a la misma cepa y estos 

fueron mezclados. Las muestras compuestas fueron entonces centrifugadas durante 

3 min a 12,000 rpm. En todos los casos el sobrenadante (fracción extracelular) fue 

transferido a nuevos tubos, añadiendo 20 mL de tampón acetato sódico 50 mM pH 5 

(acetato sódico 2.78 g, ácido acético glacial 900 µL, agua destilada hasta 1 L). 

Por otro lado, el pellet celular fue resuspendido en 20 mL del mismo tampón y 

centrifugado en las mismas condiciones dos veces para lavar las células. Finalmente, 

se resuspendió el pellet en 40 mL de tampón acetato sódico, obteniendo de esta forma 

la fracción celular. 

La actividad de los enzimas asociados a las células y de aquellos liberados al 

cultivo líquido fue cuantificada mediante el método fluorimétrico descrito por 

Baldrian (2009). Dicho procedimiento se basa en el empleo del fluorófo 4-

metilumbeliferol (MUF), el cual emite fluorescencia en su forma libre pero no así cuando 

se encuentra fusionado a otra molécula. Por lo tanto, cuando los enzimas en estudio 

actúan sobre su sustrato acoplado al fluoróforo MUF, este último es liberado emitiendo 

fluorescencia a determinada longitud de onda de excitación y emisión. 

Concretamente, empleando los sustratos indicados en la Tabla M.29, se midió la 

actividad en ambas fracciones de los enzimas celobiohidrolasa (exocelulasa de tipo II, 

EC 3.2.1.91), β-glucosidasa (EC 3.2.1.21), α-galactosidasa (EC 3.2.1.22), β-

galactosidasa (EC 3.2.1.23), α-glucosidasa (EC 3.2.1.20), β-glucuronidasa 

(EC 3.2.1.31), β-xilosidasa (EC 3.2.1.37), β-manosidasa (EC 3.2.1.25), α-arabinosidasa 

(EC 3.2.1.55), triacilglicerol acilhidrolasa (lipasa, EC 3.1.1.3), quitinasa (EC 3.2.1.14), 

fosfomonoesterasa (fosfatasa ácida, EC 3.1.3.2).  

A tal fin, en primer lugar se preparó una solución en DMSO de cada uno de los 

sustratos marcados con MUF (2.7 mM), así como del propio fluoróforo libre (1 mM), 

agitando las disoluciones por inversión de los tubos.  
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Tabla M.29. Relación de sustratos marcados con MUF y enzimas que permiten detectar mediante 

fluorimetría. 

Sustrato marcadoa Enzima detectado Actividad enzima/Sustratos naturalesb 

4-metilumbeliferil-N-celobiopiranosido celobiohidrolasa 
Hidrólisis de enlaces β-1,4-D-glicosídicos 

de los extremos no reductores de la 
celulosa 

4-metilumbeliferil-β-D-glucopiranosido β-glucosidasa 
Oligosacáridos generados tras la actividad 

de la celobiohidrolasa (e.g., celobiosa) 

4-metilumbeliferil-α-D-galactopiranosido α-galactosidasa Galactomanano, xiloglucano, arabinoxilano 

4-metilumbeliferil-β-D-galactopiranosido β-galactosidasa 
Galactomanano, xiloglucano, arabinoxilano, 

pectina 

4-metilumbeliferil-α-D-glucopiranosido α-glucosidasa Almidón 

4-metilumbeliferil-β-D-glucuronido β-glucuronidasa Pectina 

4-metilumbeliferil-β-D-xilopiranosido β-xilosidasa Xilano y pectina 

4-metilumbeliferil-β-D-manopiranosido β-manosidasa Galactomanano 

4-metilumbeliferil-α-L-arabinopiranosido α-arabinosidasa 
Galactomanano, xiloglucano, arabinoxilano, 

pectina 

4-metilumbeliferil-caprilato lipasa Lípidos 

4-metilumbeliferil-N-acetil-β-D-
glucosaminido 

quitinasa 
Quitina 

4-metilumbeliferil-fosfato fosfatasa ácida Ésteres de fosfato 

a Todos los sustratos fueron adquiridos de la casa comercial Sigma-Aldrich (EEUU). 
b Rytioja et al., 2014 

 

A continuación, en placas de 96 pocillos se mezclaron 200 µL de cada muestra 

en estudio con cada uno de los sustratos a una concentración final de 450 µM. A su vez, 

con el objetivo de cuantificar la cantidad del fluoróforo libre generado, se incluyeron 

patrones de referencia de la solución de MUF en DMSO en concentraciones conocidas. 

Dichos patrones fueron procesados al igual que las muestras, añadiendo por tanto a 

cada pocillo 200 µL de cada una de las fracciones en estudio, de tal forma que la 

concentración final de MUF libre se encontró comprendida en el rango 0-100 µM. 

Las placas fueron incubadas a 40 °C y la intensidad de fluorescencia fue medida 

a los 5 y 125 min a una longitud de onda de excitación y emisión de 355 y 460 nm, 

respectivamente. La intensidad de fluorescencia debida a la formación del fluoróforo 

libre fue registrada mediante un lector de fluorescencia infinite® 200 (TECAN, Austria). 

La cuantificación de la actividad de cada enzima fue realizada en base a la recta patrón 

calculada. 

M.8. Ensayos en planta 

M.8.1. Esterilización y germinación de semillas y desinfección de bellotas 

M.8.1.1. Semillas de los géneros Lathyrus, Vicia, y Trifolium 

Las semillas de las especies Lathyrus intrincatus, L. cicera, Vicia sativa subsp. 

angustifolia, V. disperma, Trifolium glomeratum y T. cherleri fueron esterilizadas en 

superficie mediante inmersión de las mismas en una solución acuosa de NaClO al 1% 

(v/v) durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, las semillas fueron lavadas cinco 
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veces con agua destilada estéril, y se dejaron en imbibición durante tres horas en agua 

destilada estéril. 

A continuación, estas fueron transferidas a placas Petri que contenían papel de 

filtro previamente esterilizado en horno (160 °C, 2 h), y se humedecieron con 2 mL de 

agua destilada estéril. Las placas se mantuvieron en oscuridad a 20 °C durante 2-4 días, 

hasta que la mayoría de las semillas habían germinado. 

M.8.1.2. Semillas de Medicago sativa L. ‘Victoria’ 

La esterilización superficial de las semillas de Medicago sativa L. ‘Victoria’ 

(alfalfa) consistió en una inmersión inicial de las mismas en solución acuosa de HgCl2 

(2.5%, p/v) durante 9 min, mientras se realizaban agitaciones periódicas. A continuación, 

la solución de HgCl2 fue eliminada y las semillas fueron lavadas 5-6 veces con agua 

destilada estéril. Tras mantener las semillas en imbibición en agua destilada estéril 

durante 2 h, nuevamente se realizaron 2-3 lavados y estas fueron transferidas a placas 

Petri cubiertas con papel de filtro previamente esterilizado en horno y humedecido con 

agua destilada estéril. Finalmente, se germinaron en oscuridad a 28 °C hasta que pudo 

observarse la formación de la radícula en gran parte de las semillas esterilizadas 

(aproximadamente 24 h). 

M.8.1.3. Bellotas de Quercus ilex subsp. ballota y Q. pyrenaica Willd. 

Inicialmente, las bellotas de ambas especies leñosas fueron lavadas 

abundantemente con agua del grifo, al objeto de eliminar partículas de suelo y material 

vegetal adherido a su superficie. A continuación se sumergieron en una solución acuosa 

de NaClO al 1% (v/v) durante 3 min, periodo tras el cual la solución fue eliminada. Las 

bellotas desinfectadas se lavaron inmediatamente con agua del grifo, y se dejaron en 

imbibición durante aproximadamente 24 h. Transcurrido este periodo, se descartaron 

todas aquellas que se encontraban flotando en la superficie del agua de imbibición. 
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M.8.2. Cultivo de plantas  

M.8.2.1. Soluciones empleadas 

Para el crecimiento de las plantas se empleó la solución mineral descrita por 

Rigaud y Puppo (1975) cuya composición se detalla en la Tabla M.30. 

Tabla M.30. Composición de la solución nutritiva para plantas de Rigaud y Puppo. 

Solución nutritiva para plantas Rigaud y Puppo (Rigaud y Puppo, 1975) 

Componentes Cantidad 

KH2PO4 0.2 g 

MgSO4·2H2O 0.2 g 

KCl 0.2 g 

CaSO4·2H2O 0.12 g 

Na2FeEDTA 0.05 g 

Na2MoO4·2H2O 0.004 g 

NO3NH4
a 0.4 g / 0.16 g 

Solución de elementos traza 100 µL 
Agua destilada Hasta 1 L 

Solución de elementos traza 

H3BO3  18.6 g 

MnSO4·4H2O 22.3 g 

ZnSO4·7H2O 29 g 

CuSO4·5H2O 24 g 

Agua destilada Hasta 1 L 
a Únicamente fue añadido como fuente de N en el caso de los controles negativos 

(plantas sin inocular) en los experimentos de cultivo de plantas en tubo (0.4 g/L) y 

en todos los tratamientos de los ensayos realizados en jarras Leonard (0.16 g/L). 

El pH fue ajustado a 7 

 

M.8.2.2. Macetas con plantas-trampa 

Para la obtención de plantas-trampa, en primer lugar se esterilizaron macetas de 

12 cm de diámetro, así como arena previamente lavada con agua del grifo. La arena fue 

esterilizada mediante tindalización para evitar la proliferación de esporas bacterianas 

(121 °C, 20 minutos, durante tres días consecutivos). Seguidamente, esta fue mezclada 

en proporción 3:1 con el suelo procedente de la parcela LSP de Lanjarón (Tabla M.1).  

Cuatro semillas germinadas de las especies L. sphaericus, L. cicera, V. 

amphicarpa, V. disperma, T. glomeratum y T. cherleri fueron sembradas de forma 

equidistante en las macetas preparadas, disponiendo seis macetas por cada una de las 

especies en estudio. Con el objetivo de evitar la contaminación fúngica y la pérdida de 

humedad de las macetas, la superficie de cada una de ellas fue cubierta con una fina 

capa de perlita previamente esterilizada. Así pues, las plantas se mantuvieron durante 

21 días en cámara de cultivo con ciclos día/noche de 16/8 h y 24/20 °C, intensidad 

luminosa de 125-162 µmol·m-2·s-1 y manteniendo la humedad relativa en torno a un 70%. 

Las plantas fueron regadas periódicamente con agua del grifo y extraídas de las 

macetas cuando un 10% de las mismas habían entrado en floración (21 días 

aproximadamente).   
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M.8.2.3. Cultivo gnotobiótico en tubos: ensayos de nodulación cruzada 

El cultivo de plantas leguminosas en tubos se realizó según el método descrito 

por Olivares y colaboradores (1980). Para ello, en primer lugar se esterilizaron en 

autoclave (121 °C, 20 min) tubos de vidrio de 20 mm de diámetro y 200 mm de largo 

que contenían tiras de papel de filtro a modo de soporte de las semillas, y 10 mL de 

solución nutritiva Rigaud y Puppo libre de N (salvo en el caso de los controles negativos; 

Tabla M.30). 

Una vez que las semillas de las plantas leguminosas habían germinado, estas 

fueron dispuestas individualmente y en condiciones de esterilidad sobre las tiras de 

papel filtro, y a continuación los tubos fueron externamente cubiertos con papel opaco 

en su mitad inferior para evitar la incidencia directa de la luz sobre las raíces. Los tubos 

fueron llevados a cámara de cultivo de plantas, donde se mantuvieron con una 

intensidad lumínica de 125-162 µmol·m-2·s-1, un fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad, 

a 24/20 °C y humedad relativa cercana al 70%. 

Transcurridos siete días, las plántulas fueron inoculadas con 100 µL de una 

suspensión bacteriana de la cepa en estudio así como de las cepas empleadas como 

control positivo de la inoculación, ajustando la DO600 del inóculo a 0.5 unidades de 

absorbancia. Las plántulas empleadas como control negativo fueron tratadas con el 

mismo volumen de una solución acuosa de NaCl (0.9%, p/v) previamente esterilizada. 

En todos los casos, se incluyeron 15 plántulas por cada una de las combinaciones 

hospedador-cepa inoculada, así como para el tratamiento negativo o control. 

Tras 21 días de crecimiento en cámara de cultivo de plantas en las condiciones 

mencionadas, se procedió a valorar visualmente la formación de nódulos así como al 

aspecto general de los mismos. 

M.8.2.4. Cultivo gnotobiótico en jarras Leonard: estudio del efecto de la 

inoculación bacteriana sobre M. sativa 

Para el estudio del efecto que la inoculación de determinadas cepas bacterianas 

puede ejercer sobre plantas herbáceas, se empleó el sistema de dos recipientes 

desarrollado por Leornad (1943) para el cultivo de plantas. Dicho sistema consiste en la 

colocación de una maceta u otro soporte adecuado para el desarrollo de las plantas, 

sobre un recipiente el cual contiene la solución nutritiva para las mismas. Ambos han de 

encontrase conectados mediante cualquier tipo de elemento que permita el ascenso de 

la solución nutritiva hacia las macetas. De esta forma es posible estudiar el efecto de 

las cepas inoculadas evitando contaminaciones con otros microorganismos. 

Para ello, en primer lugar se rellenaron las macetas empleando como sustrato 

vermiculita del número 3 previamente lavada con agua del grifo, y se cubrió la superficie 

de las mismas con papel de aluminio. Por otro lado, el recipiente inferior de vidrio de 1L 

de volumen se rellenó con solución mineral de Rigaud y Puppo. Para conectar ambos 

recipientes, se acopló una tira de papel de filtro de 2.5 x 15 cm a la base de cada maceta, 

y una vez encajada la maceta en el recipiente inferior se procedió a la esterilización de 

las jarras Leornad en autoclave (121 °C, 20 min). 
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En condiciones de esterilidad, en cada una de las macetas se sembraron cuatro 

semillas de alfalfa esterilizadas y germinadas previamente (Apartado M.8.1.2.), de forma 

equidistante. Cada una de las semillas fue inoculada con 100 µL de una suspensión de 

la cepa bacteriana en estudio (DO600 = 1). En el caso de los controles negativos, las 

semillas fueron inoculadas con el mismo volumen de solución acuosa de NaCl 0.9% 

(p/v) estéril. Cabe destacar que para cada una de las cepas a estudiar así como para el 

tratamiento control se incluyeron cuatro macetas conteniendo cada una de ellas cuatro 

semillas (16 réplicas). 

Tras la inoculación, las semillas fueron ligeramente cubiertas con una capa de 

perlita previamente esterilizada en autoclave, para evitar tanto contaminaciones como 

la pérdida de humedad del sustrato. Finalmente, con el objeto de evitar la incidencia de 

la luz sobre la solución nutritiva y las raíces, el recipiente inferior de vidrio fue 

externamente cubierto con papel opaco. Así pues, las jarras Leonard fueron llevadas a 

cámara de cultivo de plantas (intensidad luminosa: 219-370 µmol·m-2·s-1; fotoperiodo de 

16/8 h de luz/oscuridad; 24/20 °C y humedad relativa 40-60%) y mantenidas en dichas 

condiciones durante 30 días. Durante este periodo, los recipientes inferiores de vidrio 

fueron rellenados en condiciones de esterilidad con solución de Rigaud y Puppo diluida 

1:1 con agua destilada estéril. 

Una vez finalizado el periodo de incubación mencionado, se determinó el peso 

fresco y peso seco de la parte aérea de cada planta, así como la altura del tallo de las 

mismas (ver Apartado M.8.2.8.). 

M.8.2.5. Cultivo en macetas: estudio del efecto de la inoculación 

bacteriana sobre quercíneas 

Con la finalidad de determinar la naturaleza del efecto de la inoculación de las 

cepas en estudio (así como de consorcios bacterianos) sobre quercíneas, se llevaron a 

cabo experimentos en cámara de cultivo de plantas. 

Para ello, se rellenaron macetas hasta prácticamente su totalidad con vermiculita 

previamente lavada con agua del grifo. Todas las macetas fueron cubiertas 

adecuadamente con papel de aluminio y esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 20 

min. Las bellotas de Q. pyrenaica y Q. ilex subsp. ballota desinfectadas conforme se 

describe en el Apartado M.8.1.3. fueron sembradas en orificios superficiales 

previamente realizados en la vermiculita; concretamente, en cada maceta se sembraron 

dos bellotas de la misma especie, situándolas de forma paralela y orientando el extremo 

distal de cada una de ellas en sentido opuesto. Por cada una de las cepas inoculadas 

así como en el caso del control sin inocular se dispusieron seis macetas, alcanzando 

por lo tanto 12 réplicas. 

A continuación se procedió a la inoculación de cada una de las bellotas con 

100 µL de una suspensión bacteriana ajustada previamente a DO600 = 1, y el mismo 

volumen de solución salina estéril (NaCl 0.9%, p/v) en el caso de los controles negativos. 

Todas las bellotas fueron cubiertas con una fina capa de vermiculita estéril y finalmente 

con una capa de perlita esterilizada con anterioridad en autoclave. Las macetas fueron 

trasladadas a cámara de cultivo de plantas donde se mantuvieron en las siguientes 

condiciones: ciclos de luz/oscuridad de 16/8 h, 24/20 °C, humedad relativa de entorno 
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al 70% e intensidad luminosa de 184-202 µmol·m-2·s-1. Las plantas fueron regadas 

periódicamente con agua del grifo durante 4 meses. 

Al término del ensayo, se determinó el peso fresco y peso seco de la parte área 

de cada planta (Apartado M.8.2.8.). 

M.8.2.6. Cultivo en vivero: inoculación de plantones de Q. pyrenaica 

En noviembre de 2012 el grupo de investigación recogió manualmente 

aproximadamente 2000 bellotas de Q. pyrenaica en diferentes melojares ubicados en la 

ladera del término municipal de Cáñar. Estas bellotas fueron sembradas en el plazo de 

48 horas en un vivero de la empresa Paisajes del Sur (Colomera, Granada), el cual llevó 

a cabo el cultivo de los plantones de Q. pyrenaica. Siguiendo el procedimiento y 

condiciones de cultivo típicas de viveros que producen material vegetal de aplicación 

comercial, los plantones de roble melojo fueron obtenidos empleando turba como 

sustrato. Estos fueron inoculados aproximadamente seis meses después de la 

germinación de las bellotas con un consorcio bacteriano compuesto por las cepas 

Bradyrhizobium canariense GV101 y Arthrobacter globiformis AFG20.1, el cual fue 

previamente obtenido por el grupo de investigación. Concretamente, los plantones 

fueron inoculados en la base del tallo con 100 μL de una suspensión bacteriana de cada 

cepa bacteriana (DO600 = 1) preparada conforme se detalla en el Apartado M.6.5. Una 

vez inoculados, los plantones fueron mantenidos en vivero durante seis meses más. 

M.8.2.7. Tareas de repoblación forestal con plantones de Q. pyrenaica 

 En las parcelas localizadas en las áreas NPF, AZC y AZL (Tabla M.1), se llevaron 

a cabo tareas de repoblación forestal dentro del programa implementado por las 

autoridades del Parque Nacional de Sierra Nevada, siendo responsable el Dr. Javier 

Cano-Manuel. Para ello, los plantones obtenidos en el vivero forestal (Apartado M.8.2.6.) 

fueron trasplantados seis meses después de la inoculación en las zonas indicadas, 

colocando cinco plantas tratadas y otras cinco no tratadas (de forma alterna) en diez 

filas consecutivas. 

M.8.2.8. Procesamiento del material vegetal: determinaciones 

biométricas 

Inicialmente se midió la longitud del tallo de cada planta con ayuda de una regla. 

Para determinar el peso seco de la parte aérea de las plantas, este fue separado de las 

raíces con ayuda de una tijera y medido individualmente en una balanza de precisión. 

El peso seco se determinó tras proceder al secado de cada parte aérea en estufa a 

60 °C durante 48 h para asegurar la completa desecación de las muestras.  

M.9. Análisis estadístico univariante y de variables bidimensionales 

 Todos los análisis estadísticos de una variable se realizaron mediante el uso del 

software libre R y teniendo en cuenta en todos los casos niveles de confianza del 95% 

(α = 0.05) para los contrastes de hipótesis. 
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M.9.1. Test de normalidad y homocedasticidad 

Para comprobar si una variable en estudio sigue una distribución normal o 

gaussiana se empleó el test de Shapiro-Wilk bajo la función shapiro.test incluida en R 

base. En aquellos casos en los que se verificó que el conjunto de datos procedía de una 

población con distribución normal, se estudió la homocedasticidad de la variable en 

estudio. Esto es, si la varianza de dicha variable correspondiente a los grupos a 

comparar era homogénea. Dicho contraste fue realizado mediante el test de 

homogeneidad de varianzas de Levene, empleando la función leveneTest() del paquete 

car (Fox y Weisberg, 2011). 

M.9.2. Contrastes paramétricos en poblaciones normales 

 Para aquellas variables de distribución normal se emplearon estadísticos 

paramétricos para comparar los diferentes conjuntos de datos según las características 

específicas de los mismos 

M.9.2.1. Comparación de medias de muestras homocedáticas 

 Cuando la varianza de la variable en estudio era homogénea en las distintas 

muestras en estudio, se emplearon diferentes estadísticos de contraste paramétrico de 

medias en función del número de grupos a comparar. 

M.9.2.1.1. Comparación de dos grupos 

 El test de dos muestras basado en el estadístico t de Student fue ejecutado bajo 

la función t.test() incluida en R base en aquellos casos en los que se comparó la media 

de dos grupos independientes. 

M.9.2.1.2. Comparación de tres o más grupos 

 En aquellos casos en los que se considera una variable de distribución normal, 

sobre la que actúa un único factor que puede presentarse bajo un número de niveles t 

independientes (t > 2) y se cumplen las condiciones de homocedasticidad, se debe 

aplicar el test ANOVA (Analysis Of VAriance, Análisis de la varianza) de una vía. 

Considerando que a este tipo de análisis también se le conoce como ANOVA con un 

factor al modelo lineal, en primer lugar se especificó y ajustó el modelo lineal del ANOVA 

mediante la función lm() incluida en R base. El test ANOVA fue posteriormente aplicado 

a dicho modelo mediante la función base anova(). 

M.9.2.1.3. Contrastes post-hoc o no planeados 

 Si el nivel resultante de significación del test ANOVA era inferior al nivel de 

significación considerado (α = 0.05), se procedió a la identificación de aquellos grupos 

entre los que se detectaron diferencias en cuanto a sus medias. Para ello se aplicó el 

contraste no planeado HSD de Tukey (Honestly Significant Difference, diferencia 

honestamente significativa de Tukey). Dicho test de comparaciones múltiples permite 

mantener bajo el error de Tipo I y se encuentra especialmente indicado en el caso de 

comparar grupos equilibrados. El test fue ejecutado mediante la función HSD.test() 

incluida en el paquete agricolae (de Mendiburu, 2017). 
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 En aquellos casos en los que se compararon múltiples grupos con un único grupo 

considerado como control, el contraste post-hoc se realizó mediante el test de Dunnett. 

Para ello se hizo uso de la función glht() del paquete multicomp desarrollado por Hothorn 

y colaboradores (2008). 

M.9.3. Contrastes no paramétricos en poblaciones con distribución 

desconocida 

 En aquellos casos en los que las variables no siguen una distribución normal, se 

empleó para el contraste de hipótesis test no paramétricos o de distribución libre para 

muestras independientes ya que estos no requieren conocer el tipo de distribución de la 

variable a analizar. 

M.9.3.1. Comparación de dos grupos 

 El test de suma de rangos Mann-Whitney U (también conocido como test de 

Wilcoxon) fue aplicado para la comparación de una variable entre dos grupos. Para ello 

se empleó la función wilcox.test() de R base. 

M.9.3.2. Comparación de múltiples grupos 

 Las variables que no pudieron ser analizadas mediante el test ANOVA por no 

cumplir los supuestos anteriormente expuestos (Apartado M.9.1.) fueron estudiadas 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis o prueba H. Se trata de una alternativa no 

paramétrica ANOVA indicada por tanto para contrastar la hipótesis de t muestras que 

han sido obtenidas de la misma población. Al igual que ocurre con el resto de técnicas 

no paramétricas, este se basa en el uso de la suma de rangos asignados a las 

observaciones. 

 El test de Kruskal-Wallis fue llevado a cabo mediante la función kruskal.test() 

incluida en R base. Cuando el nivel de significación obtenido en esta prueba resultó 

inferior al nivel de significación establecido, se llevó a cabo el test de Dunn de 

comparaciones múltiples implementando la función dunn.test() propia del paquete 

dunn.test (Dinno, 2017). Puesto que de forma genérica se considera que las técnicas 

no paramétricas son menos sensibles que sus análogas paramétricas y no permiten un 

buen control de la tasa de falsos positivos, el p-valor de los diferentes contrastes fue 

corregido mediante el método de ajuste de Benjamini-Hochberg para comparaciones 

múltiples. 

M.9.4. Correlación de variables bidimensionales 

 Cuando varias variables fueron medidas para una misma muestra y se pretendió 

determinar si existe una correlación estadísticamente significativa entre las mismas, se 

calcularon los coeficientes de correlación de Kendall y/o de Spearman. Ambos 

coeficientes pueden ser aplicados en los casos en los que no se asume la normalidad 

de los datos. 

 Los test de correlación fueron llevados a cabo mediante la función base cor.test() 

indicando el tipo de coeficiente específico a calcular. 
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Todas las funciones específicas de R empleadas tanto para los análisis 

estadísticos como para la generación del material gráfico de este trabajo se encuentran 

recogidas en la Tabla A.1 (Anexos). 
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La imagen muestra un individuo adulto de Quercus pyrenaica en la zona de muestreo XZF. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 

Análisis de los rizobios endosimbiontes de especies de las leguminosas Vicia, 

Lathyrus y Trifolium empleadas para el mantenimiento de las áreas pasto-

cortafuegos del Parque Nacional de Sierra Nevada 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra una planta de la especie leguminosa Lathyrus cicera. 

Fuente: Ana V. Lasa.  
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I.1. Introducción 

 I.1.1. Leguminosas de pastos naturales 

Las leguminosas más apropiadas con las que sembrar áreas pasto-cortafuegos 

que puedan ser mantenidas por el ganado, son aquellas que establecen simbiosis con 

los rizobios naturalmente presentes en estas zonas. Dos de los parámetros que más 

influencia ejercen sobre la producción ganadera son el valor nutritivo y la ingesta 

voluntaria del forraje por parte del ganado (Lüscher et al., 2014). En este sentido, los 

rizobios actúan directamente sobre ambos aspectos mediante la fijación de N2 

atmosférico, debido al consecuente elevado contenido proteico de las leguminosas y al 

buen estado de salud de las mismas que hace que estas resulten atractivas para el 

ganado. 

De las múltiples leguminosas conocidas, algunos de los géneros más 

destacados por su interés forrajero son Lathyrus, Vicia y Trifolium. Concretamente, el 

género Lathyrus despierta especial interés desde el punto de vista pascícola dada su 

resiliencia agronómica (Llorent-Martínez et al., 2017). En general, las especies de este 

género son frecuentes en bosques abiertos o en los márgenes forestales, aunque 

algunas son cultivadas para la obtención de forraje ganadero. Dos especies que forman 

parte de los pastos naturales son L. cicera y L. intrincatus (conocida en la actualidad 

como L. sphaericus), si bien la primera ha sido también cultivada desde la antigüedad 

en la Península Ibérica y el sureste de Francia (Vaz Patto y Rubiales, 2014). Ambas se 

caracterizan por su elevada digestibilidad y el consecuente gran valor nutritivo. Las 

plantas de las dos especies, poseen a su vez un alto contenido en flavonoides y proteína 

bruta, si bien en este último caso la especie L. sphaericus muestra valores más altos 

(Robles et al., resultados sin publicar). 

Por otro lado, el género Vicia incluye diversas especies que constituyen parte del 

forraje ganadero en el continente europeo. En la región mediterránea la especie 

V. disperma es muy común, concretamente en la Península Ibérica, Italia, sur de Francia 

y en el norte de África. Se trata de una especie resistente a la sequía, altamente 

productora de frutos, y de buenas propiedades agronómicas (Megías et al., 2016). 

Además, sus semillas ricas en polifenoles y su alto contenido en proteínas y ácidos 

grasos ponen en valor sus características nutricionales. Su congénere V. sativa subsp. 

angustifolia, conocida actualmente como V. amphicarpa, también se caracteriza por su 

contenido en proteína bruta y especialmente en antioxidantes totales. A su vez, es una 

especie de gran interés por su alta digestibilidad (Robles et al., resultados sin publicar). 

La cuenca mediterránea, el oeste del Norte América y la zona montañosa del 

este africano son tres regiones que cubren una amplia diversidad de especies del 

género Trifolium (Ellison et al., 2006). Dicho género se caracteriza por su porte rastrero, 

y algunas especies han sido empleadas como plantas forrajeras durante siglos. Otras, 

por el contrario, poseen un menor interés pascícola por su moderado valor nutritivo, 

como es el caso de T. glomeratum y T. cherleri. A modo de ejemplo, esta última especie 

se caracteriza por una reducida digestibilidad y un bajo contenido en antioxidantes 

totales y enzimáticos, siendo por tanto su valor nutritivo considerado como mediocre 

(Robles et al., resultados sin publicar). Sin embargo, el interés de dichas especies radica 

en la frecuencia en la que se pueden encontrar en los pastizales de las dehesas. 
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I.1.2. Sistemática de rizobios 

Como ya se ha mencionado, los rizobios pueden desempeñar un papel crucial 

en la mejora de las propiedades nutritivas de ciertas leguminosas que forman parte del 

forraje del ganado. Por tanto, el análisis de las relaciones filogenéticas entre rizobios así 

como su descripción taxonómica constituye uno de los pasos iniciales hacia la mejora 

del rendimiento de las leguminosas de pastos naturales. 

I.1.2.1. Identificación bacteriana 

La taxonomía bacteriana evoluciona continuamente de tal forma que los criterios 

para definir especies han ido variando desde el inicio de la bacteriología. Inicialmente, 

los síntomas inducidos en la planta hospedadora eran esenciales para la diferenciación 

de especies en el caso de los rizobios, considerándose como síntomas la formación de 

nódulos en las raíces de plantas leguminosas. Así surgió el concepto de los grupos de 

inoculación cruzada, definidos en un inicio como “grupos de plantas entre las cuales las 

bacterias aisladas de sus nódulos radiculares son mutuamente intercambiables 

[capaces de nodular las plantas del mismo grupo de inoculación cruzada]” (Fred et al., 

1932). La descripción de las primeras especies rizobianas estuvo basada en este 

criterio. Sin embargo, Jordan en 1982 realizó el primer cambio en los criterios fijados 

para definir especies, aplicando una propiedad fisiológica como la tasa de crecimiento 

para reclasificar una especie en un nuevo género. Desde entonces, la taxonomía 

numérica o basada en principios fenéticos creció en importancia aumentando el número 

de características fenotípicas a tener en cuenta para la definición de especies 

bacterianas. Sin embargo, en el caso de los rizobios las propiedades fenotípicas no han 

resultado demasiado resolutivas para tal fin, por lo que la llegada de las técnicas de 

secuenciación de DNA supuso uno de los cambios más grandes en la sistemática de 

este grupo de bacterias.  

El gen codificante del RNA de la subunidad pequeña ribosomal 30S (16S rRNA, 

gen rrs) fue el gen de elección para los estudios de evolución y taxonomía de rizobios 

en un inicio, dado su nivel de conservación y función esencial del rRNA codificado, entre 

otras características (Rajendhran y Gunasekaran, 2011). Sin embargo, con los avances 

realizados en el ámbito de la sistemática bacteriana las limitaciones de este gen han ido 

quedando demostradas. En determinadas ocasiones este no resulta resolutivo puesto 

que diferentes especies de rizobios con rasgos fisiológicos completamente distintos 

muestran secuencias prácticamente idénticas (Young et al., 2001). Por otro lado, en 

individuos del género Rhizobium se ha descrito el fenómeno de mosaicismo, originado 

por la transferencia horizontal de un individuo a otro y posterior recombinación de este 

gen. En dichos casos, la identificación de especies en base a la secuencia parcial del 

gen rrs puede llevar a la obtención de resultados erróneos si la secuencia en estudio 

muestra homología a una sola parte de la estructura de tipo mosaico.  

A su vez cabe destacar que el número de copias por genoma del gen rrs puede 

ser muy variado en función del organismo considerado, existiendo hasta tres copias en 

el genoma de diferentes cepas y especies del género Rhizobium, según la base de datos 

rrnDB (Stoddard et al., 2015). Si bien para la mayoría de las bacterias las diferentes 

copias del gen rrs resultan idénticas o muy similares, en determinados organismos se 

han detectado copias divergentes en cuanto a su secuencia (Rajendhran y 
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Gunasekaran, 2011). Así, los problemas de mosaicismo y heterogeneidad 

intragenómica concernientes al gen rrs hacen que la sistemática de los rizobios no deba 

basarse exclusivamente en dicho gen. En la actualidad, los estudios taxonómicos 

convergen todos hacia el análisis de varios genes cromosómicos con los que reforzar 

los resultados obtenidos con el gen ribosomal. Concretamente, los genes housekeeping 

recA (codifica la proteína A implicada en la recombinación y reparación del DNA), atpD 

(subunidad β de la ATP sintasa), glnII (glutamina sintetasa II), gyrB (subunidad β de la 

girasa), rpoB (subunidad β de la RNA polimerasa) truA (tRNA pseudouridina sintasa), 

thrA (aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa implicada en la síntesis de treonina) 

han sido considerados dianas adecuadas a tal fin, si bien su idoneidad depende del 

género de rizobio en estudio. La mayor variabilidad nucleotídica de estos genes con 

respecto al gen ribosomal, el suficiente nivel de conservación entre bacterias como para 

poder inferir relaciones filogenéticas, su existencia en copia única en los genomas 

bacterianos y las funciones esenciales de las proteínas que codifican los hacen ideales 

para este tipo de estudios (Gaunt et al., 2001; Cobo-Díaz et al., 2014; Pérez-Yépez et 

al., 2014). Así pues, el análisis de genes cromosómicos denominados core (rrs y genes 

housekeeping) constituye la base de la sistemática rizobiana vigente (Peix et al., 2015). 

Gracias a la inclusión del análisis de genes housekeeping en la descripción de especies 

de rizobios, se sabe que hasta el momento de escritura de esta Tesis la familia 

Rhizobiaceae cuenta con los géneros Rhizobium, Carbophilus, Chelatobacter, 

Sinorhizobium (Ensifer), Shinella, Allorhizobium, Agrobacterium, y los más 

recientemente descritos Ciceribacter, Neorhizobium, Pararhizobium, Pseudorhizobium 

y Gellertiella. El ascendente número de plantas hospedadoras analizadas, los nuevos 

hábitats estudiados, así como los avances técnicos que conciernen a la sistemática 

bacteriana hacen que el número de especies descritas de esta familia crezca 

rápidamente con el tiempo. Tal es así que en la actualidad, el número de especies del 

género Rhizobium válidamente descritas es de 112 según la LPSN (List of Prokaryotic 

names with Standing in Nomenclature (Euzéby, 1997), siendo de 86 en el año 2016. 

I.1.2.2. Simbiovariedades (simbiovares o variantes simbióticas) 

Los conceptos sinónimos simbiovariedad, variante simbiótica o simbiovar (sv.) 

aluden a un conjunto de cepas bacterianas distinguible de otro grupo por la capacidad 

de nodular diferentes hospedadores (Rogel et al., 2011). Esta diferente especificidad de 

los rizobios por los hospedadores se encuentra determinada por los genes de 

nodulación del operón nodABC, implicados en la síntesis de los factores de nodulación 

Nod necesarios para el reconocimiento planta-rizobio y la formación de los nódulos 

radiculares (Perret et al., 2000). Al conjunto de genes de nodulación y genes implicados 

en la fijación de N2 (genes nif) se le denomina genes simbióticos (Velázquez et al., 

2010). 

En el caso de los rizobios de rápido crecimiento y en algunos de crecimiento 

intermedio, los genes simbióticos se hallan en plásmidos (pSym), mientras que la 

mayoría de los rizobios de crecimiento intermedio y los de lento crecimiento albergan 

dichos genes en islas simbióticas cromosómicas (Velázquez et al., 2010). En todos los 

casos, la transferencia horizontal de los genes simbióticos es un fenómeno habitual en 

la rizosfera, pudiéndose transferir dicha información genética de plásmidos a islas 

simbióticas (Nakatsukasa et al., 2008), de bacterias a plantas (Broothaerts et al., 2005) 
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y entre bacterias (Rogel et al., 2001). Es por este mismo motivo por el que los genes 

simbióticos no son buenos marcadores taxonómicos, si bien debe remarcarse que en la 

descripción de especies de rizobios también se incluye el análisis de ciertos genes 

implicados en la simbiosis rizobio-leguminosa, recibiendo el nombre de genes auxiliares 

o accesorios. Entre los genes auxiliares más ampliamente estudiados se encuentra el 

marcador simbiótico nifH y los genes de nodulación nodD, nodA y nodC. Estos últimos 

se han mostrado especialmente útiles para la definición de simbiovariedades (Laguerre 

et al., 2001; Steenkamp et al., 2008; Rogel et al., 2011), desplazando el uso del gen nifH 

dada su presencia en genomas tanto de bacterias noduladoras como de fijadores en 

vida libre. A su vez, entre los genes de nodulación el nodC ha sido el más ampliamente 

estudiado en el grupo de bacterias de los rizobios. Este gen codifica una N-

acetilglucosaminiltransferasa implicada en los primeros pasos de la síntesis de los 

factores Nod, siendo por lo tanto un determinante del rango de hospedadores de los 

rizobios. Así pues, para las cepas correspondientes a una de las especies más 

estudiadas de este grupo de bacterias como es R. leguminosarum se conocen tres 

simbiovares distintos en base a la secuencia de dicho gen: viciae, phaseoli y trifolii.  

La transferencia génica de los genes simbióticos puede tener lugar incluso entre 

bacterias cuyo background o fondo genómico es considerablemente diferente, por 

ejemplo, entre especies de diferentes géneros (Martínez-Romero, 2009). Todo ello 

conduce a que cepas de un mismo simbiovar puedan pertenecer a diferentes especies 

de rizobios, así como a la existencia de grupos de cepas adscritas a diferentes 

simbiovariedades pero pertenecientes a la misma especie bacteriana (Rogel et al., 

2011). Por ejemplo, varios autores han descrito que cepas aisladas de Phaseolus 

vulgaris pertenecientes a las especies R. gallicum, R. giardini, R. leguminosarum, R. etli 

y R. phaseoli tienen en común la correspondencia al simbiovar phaseoli (Jordan, 1984; 

Segovia et al., 1993; Amarger et al., 1997; Ramírez-Bahena, 2008). Por el contrario, 

cepas de la especie R. leguminosarum adscritas a los simbiovares phaseoli, trifolii y 

viciae nodulan por ejemplo plantas de los géneros Phaseolus, Trifolium y Vicia, 

respectivamente (Jordan, 1984), quedando patente la diferencia en cuanto a los genes 

de nodulación pese a la similitud de su background genómico. 

El gen nodC no es estudiado exclusivamente para la descripción de especies y 

la definición de simbiovares. En la mayoría de los genomas rizobianos secuenciados 

hasta la fecha, este se encuentra en copia única. Debido además a su considerable 

grado de conservación es posible analizar filogenéticamente todas las secuencias 

disponibles de dicho gen en las bases de datos, lo cual resulta de gran utilidad en los 

estudios de biogeografía (Peix et al., 2015). 

I.1.3. Promiscuidad de plantas hospedadoras en la interacción rizobio-

leguminosa 

El concepto de promiscuidad de las leguminosas se encuentra estrechamente 

relacionado con el término simbiovar y el rango de plantas hospedadoras de los rizobios. 

No todas las leguminosas se caracterizan por poseer el mismo nivel de promiscuidad. 

Algunas como las pertenecientes al género Phaseolus (tribu Phaseolae) pueden ser 

noduladas por cepas adscritas a simbiovares muy divergentes en cuanto a la secuencia 

del gen nodC (Flores-Félix, 2019), sin embargo otras se consideran hospedadores 

restrictivos, como las pertenecientes a las tribus Cicereae, Fabeae y Trifoliae (Peix et 
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al., 2015). De la misma manera, el rango de hospedadores que los rizobios son capaces 

de nodular puede ser muy variable. Algunos llegan a ser noduladores de tan solo un 

género vegetal y otros como Rhizobium sp. NGR234 son capaces de formar nódulos en 

las raíces de hasta más de 100 hospedadores, tanto plantas leguminosas como no 

leguminosas (Pueppke y Broughton, 1999).  

Así pues, debe puntualizarse que los conceptos simbiovar y grupo de inoculación 

cruzada no siempre son análogos, tan solo en el caso de aquellos hospedadores 

restrictivos. Por ejemplo, las cepas pertenecientes a los simbiovares viciae y trifolii no 

muestran habilidad de nodulación cruzada, es decir, no son capaces de formar nódulos 

en las raíces de los géneros restrictivos Trifolium y Viciae, respectivamente. Sin 

embargo, los rizobios adscritos a ambos simbiovares son capaces de nodular el 

hospedador habitual del simbiovar phaseoli (Phaseolus), dado que este se clasifica 

como un género de leguminosa promiscua. 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el grado de promiscuidad de una planta no 

debe establecerse en base a la diversidad taxonómica de los rizobios capaces de 

nodularla, sino en base a las diferentes secuencias de los genes implicados en la 

nodulación. 

I.2. Diseño experimental 

 El aislamiento de rizobios capaces de nodular las especies Lathyrus cicera, 

L.  sphaericus, Vicia amphicarpa, V. disperma, Trifolium cherleri o T. glomeratum fue 

realizado gracias a plantas-trampa. Para poder aislar endosimbiontes nativos, se 

empleó como sustrato suelo de una zona próxima a un área pasto-cortafuegos del 

Parque Nacional de Sierra Nevada, concretamente en la zona de Cortijo Quemado o 

parcela LSP (Apartado M.1.). Una vez aislados los rizobios del interior de los nódulos 

de las plantas hospedadoras, se estudió la diversidad genotípica de los mismos 

mediante el análisis de los perfiles RAPD, una técnica comúnmente aplicada en los 

estudios de diversidad de rizobios endosimbiontes de los géneros Vicia, Lathyrus y 

Trifolium (Santillana et al., 2008; Álvarez-Martínez et al., 2009; Aoki et al., 2010; Van 

Cauwenberghe et al., 2014). Los patrones de bandas RAPD fueron agrupados en base 

al coeficiente de correlación de Pearson, obteniendo el dendrograma correspondiente. 

Para la delimitación de los perfiles RAPD, se seleccionó un valor del coeficiente de 

correlación de Pearson del 70% como punto de corte, conforme al genotipado de cepas 

de rizobios realizado anteriormente por otros autores (Cobo-Díaz et al., 2014). 

Concretamente, todos aquellos rizobios que mostraron perfiles RAPD con un nivel 

superior al 70% de dicho coeficiente fueron incluidos en el mismo perfil RAPD. De cada 

uno de los perfiles obtenidos, se seleccionó al menos una cepa aislada de plantas de 

cada una de las tribus vegetales (Fabeae y Trifolieae) como cepa representativa del 

perfil RAPD correspondiente.  

El gen ribosomal rrs, los genes housekeeping (recA, atpD y glnII) y el gen de 

nodulación nodC de las cepas seleccionadas fueron secuenciados parcialmente y las 

secuencias obtenidas se procesaron bioinformáticamente. Con el objetivo de reducir el 

volumen de datos, facilitar la interpretación y eliminar la redundancia de los mismos, se 

delimitaron diferentes tipos, clusters o grupos filogenéticos y linajes independientes para 

cada gen analizado. Así pues, se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias de 
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cada gen correspondientes a todas las cepas en estudio y un árbol filogenético, 

agrupándose bajo el mismo tipo todas aquellas cepas que mostraron valores de 

identidad de la secuencia superiores al 99%. Cabe destacar que, dada la elevada 

similitud frecuentemente detectada en el gen rrs incluso entre diferentes especies, se 

incluyeron en el mismo tipo de rrs tan solo las cepas que mostraban una secuencia 

idéntica de este gen. A su vez, para cada gen housekeeping y nodC, las cepas fueron 

distribuidas en el mismo cluster cuando se detectó un nivel igual o superior al 97% de 

identidad entre las secuencias de las mismas. De esta manera, las cepas se agruparon 

en diferentes clusters, en determinados casos formaron linajes independientes debido 

a la baja similitud (< 97%) con el resto de cepas y cepas tipo de especies descritas del 

género. Hay que indicar que para la construcción de los árboles filogenéticos basados 

en los genes housekeeping se incluyeron como referencia las cepas tipo de las especies 

válidamente descritas que se encontraban filogenéticamente más próximas a las cepas 

en estudio según la secuencia del gen ribosomal. 

Además de para la determinación de las simbiovariedades, el gen nodC permite 

inferir las relaciones filogenéticas existentes entre rizobios aislados de los mismos 

hospedadores o de otras leguminosas que se hallan en diferentes puntos geográficos. 

Así pues, se llevó a cabo un estudio de biogeografía en el que la secuencia del gen 

nodC de las cepas en análisis fue comparada con la de cepas aisladas en diversas 

localizaciones y a partir de otras especies de leguminosas de la misma tribu que los 

hospedadores aquí considerados. 

 Finalmente se llevó a cabo un experimento de nodulación cruzada donde las seis 

especies vegetales fueron inoculadas individualmente con una cepa aislada de cada 

uno de los seis hospedadores. Asimismo, a modo de control de la nodulación (positivo 

y negativo, según el caso), las plantas fueron inoculadas con R. leguminosarum sv. 

viciae USDA 2370T y R. leguminosarum sv. trifolii ATCC 14480, cepas conocidas por 

nodular las leguminosas del grupo de inoculación cruzada de los géneros Vicia y 

Lathyrus, y Trifolium respectivamente. Cabe mencionar que ante la dificultad de testar 

en los seis hospedadores una cepa representativa de cada uno de los tipos de nodC 

detectados, para los ensayos de nodulación cruzada se seleccionaron seis cepas, cada 

una de ellas aisladas de cada uno de los hospedadores, intentando cubrir la mayor 

diversidad posible de todos los genes core. De esta forma fue posible analizar el rango 

de hospedadores de las cepas bacterianas analizadas, contribuyendo además 

simultáneamente a la determinación del grado de promiscuidad de las plantas y cepas 

en estudio.  

I.3. Resultados 

I.3.1. Aislamiento de cepas y genotipado mediante RAPD 

Un total de 205 cepas fueron aisladas del interior de nódulos maduros de color 

rosa-rojizos (aspecto indicativo de la presencia de leghemoglobina y posible fijación de 

N2), formados en las raíces de las seis especies vegetales estudiadas. En concreto, se 

aislaron 43, 38, 36, 40, 42 y 6 cepas de los individuos de V. sativa subsp. angustifolia, 

V. disperma, L. intrincatus, L. cicera, T. cherleri y T. glomeratum, respectivamente.  
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Cada una de las 205 cepas fue genotipada mediante la técnica RAPD 

fingerprinting, obteniéndose 54 patrones de bandas que mostraban un valor del 

coeficiente de correlación de Pearson inferior al 70% (Figura I.1). Por lo tanto, las cepas 

aisladas mostraron una gran diversidad genotípica, y si bien algunos perfiles como el 

XI, XIV, XIX, XLII y XLVIII se encontraban representados por varias cepas aisladas del 

mismo hospedador, no pudo apreciarse un gran número de perfiles asociados 

específicamente a una especie vegetal (Tabla I.1). Cabe destacar que para cubrir el 

mayor rango de diversidad posible, se seleccionaron finalmente 72 cepas para los 

estudios filogenéticos, incluyendo en algunos casos varias cepas representantes de un 

mismo perfil RAPD. 
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Figura I.1. Dendrograma obtenido en 

base a los perfiles RAPD de los 

rizobios aislados. En el análisis se 

incluyeron las 205 cepas aisladas de los 

nódulos de V. sativa subsp. angustifolia 

(cepas denominadas con el acrónimo va), 

V. disperma (vd), L. cicera (lc), 

L.  intrincatus (li), T. glomeratum (tg) y 

T.  cherleri (tc). El dendrograma fue 

generado en base al coeficiente de 

correlación de Pearson y mediante el 

algoritmo UPGMA. La línea vertical 

representa el punto de corte establecido 

para la delimitación de los grupos RAPD 

(70%). Los números romanos indican los 

diferentes grupos o perfiles RAPD 

obtenidos. Las cepas representativas de 

cada grupo se encuentran marcadas con 

un asterisco. 
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I.3.2. Análisis de genes core cromosómicos 

I.3.2.1. Análisis del gen rrs  

 El gen rrs de las 72 cepas finalmente seleccionadas fue secuenciado con el 

objetivo de determinar el género al cual pertenecían las mismas. Se obtuvieron 

secuencias de 1422 pb, con las que se construyó el correspondiente árbol filogenético. 

Todas las cepas analizadas pertenecieron al grupo filogenético de Rhizobium 

leguminosarum (Figura I.2), la especie tipo del género Rhizobium. En base a su 

secuencia, se delimitaron tres tipos diferentes de este gen, siendo el Tipo 1 el más 

representado (Tabla I.1). Las cepas asignadas a dicho grupo mostraron una secuencia 

idéntica a la correspondiente de las cepas tipo de R. leguminosarum, R. laguerreae, R. 

anhuiense, R. indigoferae, R. sophorae y R. acidisoli, siendo las tres primeras especies 

citadas capaces de nodular plantas de los géneros Vicia o Trifolium (Álvarez-Martínez 

et al., 2009, Ramírez-Bahena et al., 2009, Saïdi et al., 2014; Zhang et al., 2015). 

 

Figura I.2. Árbol filogenético enraizado basado en las secuencias del gen rrs. El árbol fue obtenido 

mediante el algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas tipo de las especies 

más próximas válidamente descritas para el género Rhizobium. Los valores de bootstrap fueron calculados 

para 1000 réplicas, indicándose en los correspondientes nodos tan solo aquellos valores ≥ 50. La barra 

representa sustituciones de 5 por cada 1000 nucleótidos. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen rrs 

se indican en la Tabla I.1, y entre paréntesis se muestra el número de acceso de las cepas tipo en la base 

de datos GenBank®. 

 La secuencia del gen rrs de Tipo 2 resultó diferente en tan solo un nucleótido a 

aquella representativa del Tipo 1, mostrando una identidad del 99.93% con respecto a 

la secuencia de las especies que conforman el grupo filogenético de R. leguminosarum 

(R. leguminosarum, R. laguerreae, R. anhuiense, R. indigoferae, R. sophorae y R. 

acidisoli) y aquellas de Tipo 1. De igual forma, el tipo minoritario del gen rrs (Tipo 3) 

mostró 3 nucleótidos diferentes respecto a la secuencia de los otros dos grupos, siendo 
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el porcentaje de identidad del 99.78% con las cepas tipo más próximas, es decir, con 

las del grupo filogenético de R. leguminosarum. 

 El elevado porcentaje de identidad observado para este gen entre las diferentes 

especies del grupo filogenético de R. leguminosarum y las cepas en estudio hace 

absolutamente necesario el análisis de otros genes para poder lograr una mayor 

resolución a nivel intragenérico. 
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Tabla I.1. Características moleculares de las cepas representantes de cada grupo RAPD. 

Cepaa 
Grupo 

RAPD 

Tipo 

rrs 

Tipo 

recA 

Tipo 

atpD 

Tipo 

glnII 
Cepa tipo más próxima (recA) 

Cluster o 

linajeb 

Cepa tipo más próxima 

(atpD) 

Cluster 

o linajec 
Cepa tipo más próxima (glnII) 

Cluster 

o linajed 
sv.e 

Tipo  

nodC 

Cluster o 

linajef 

Cepas aisladas de V. sativa subsp. angustifolia, V. disperma, L. cicera y L. intrincatus 

vd19  XXXVIII 1 1 1 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III viciae  16 IV 

vd46  XL 1 1 1 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III viciae  16 IV 

lc13  III 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  13 V 

va19  IX 1 1 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  3 I 

va29  XXV 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  5 II 

lc28  XXVII 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  3 I 

lc4  XXVIII 1 1 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  16 IV 

li10  XXIX 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

lc22  XXXV 1 1 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

lc6  XXXVI 1 1 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  16 IV 

vd47  XXXIX 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

vd29  XLV 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

li42  XLVII 1 1 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  1 I 

vd11  L 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

va18  I 1 2 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  7 II 

lc5  V 1 2 2 3 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  4 I 

va21  VI 1 2 2 3 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  4 I 

va28  XIV 1 2 2 3 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

va25  XVII 1 2 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  5 II 

lc26  XXXVII 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III viciae  8 VI 

vd18  XLVI 1 2 2 3 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  8 VI 

li29  II 1 3 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III viciae  10 VII 

vd14  XXX 1 3 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  14 III 

lc35  XLIII 1 3 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III viciae  7 II 

vd33  LII 1 3 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I viciae  15 IV 

li38  XXIV 1 6 13 8 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV viciae  11 X 

li7  XLI 1 6 13 8 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV viciae  11 X 

vd44  XX 1 7 14 6 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV viciae  14 III 

li1  XLII 1 7 14 6 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV viciae  11 X 

vd36  XXIV 1 9 14 6 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV viciae  9 IX 

li5  XLVIII 2 16 4 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  9 IX 

li48  VIII 2 16 4 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  8 VII 

li45  X 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

lc10  XI 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

lc44  XV 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

vd8  XXII 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

li17  XXV 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

li16  XXVI 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  12 VIII 

li20  XLIV 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 

li15  LII 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II viciae  1 I 
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vd48  XIX 3 4 9 7 R. leguminosarum USDA 2370T  III R. sophorae CCBAU 03386T  III R. laguerreae FB206T  IV viciae  2 I 

lc30  XIII 3 10 6 13 R. leguminosarum USDA 2370T  VII R. sophorae CCBAU 03386T  V R. laguerreae FB206T  V viciae  6 II 

vd3  XXI 3 10 6 13 R. leguminosarum USDA 2370T  VII R. sophorae CCBAU 03386T  V R. laguerreae FB206T  V viciae  6 II 

vd9  LI 3 14 10 11 R. leguminosarum USDA 2370T  V R. sophorae CCBAU 03386T  III R. laguerreae FB206T  V viciae  1 I 

Cepaa 
Grupo 
RAPD 

Tipo 
rrs 

Tipo 
recA 

Tipo 
atpD 

Tipo 
glnII 

Cepa tipo más próxima (recA) 
Cluster o 

linajeb 
Cepa tipo más próxima 

(atpD) 
Cluster  
o linajec 

Cepa tipo más próxima (glnII) 
Cluster 
o linajed 

sv.e 
Tipo  
nodC 

Cluster  
o linajef 

Cepas aisladas de T. glomeratum y T. cherleri 

tg3  IV 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  14 IV 

tc6  VII 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  3 I 

tc19  IX 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  14 IV 

tc31  XVIII 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  11 IV 

tc30  XXII 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  3 I 

tc47  XXIX 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  11 IV 

tc28  XXXI 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  11 IV 

tc1  XXXII 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  7 I 

tc34  XLIV 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  9 III 

tg4  LI 1 1 2 1 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  14 IV 

tc16  I 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  12 IV 

tc29  III 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  12 IV 

tc2  XII 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  2 I 

tc38  XXIV 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  2 I 

tc22  XXXIII 1 2 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  13 IV 

tc43  XXXIV 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  12 IV 

tc14  XLIX 1 2 2 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  2 I 

tg2  LIII 1 2 2 5 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. laguerreae FB206T  III trifolii  12 IV 

tc15  XLV 1 3 3 2 R. leguminosarum USDA 2370T  I R. laguerreae FB206T  I R. leguminosarum USDA 2370T  I trifolii  1 I 

tg1  XXIII 1 8 14 6 R. leguminosarum USDA 2370T  II R. laguerreae FB206T  II R. laguerreae FB206T  IV trifolii  4 I 

tc35  X 2 15 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II trifolii  8 II 

tc10  VIII 2 16 5 4 R. leguminosarum USDA 2370T  VIII R. laguerreae FB206T  VI R. leguminosarum USDA 2370T  II trifolii  8 II 

tc7  XIII 3 5 7 9 R. leguminosarum USDA 2370T  III R. sophorae CCBAU 03386T  III R. laguerreae FB206T  V trifolii  6 I 

tg6  LIV 3 10 12 13 R. leguminosarum USDA 2370T  VII R. sophorae CCBAU 03386T  IV R. laguerreae FB206T  V trifolii  10 IV 

tc42  XVI 3 13 12 13 R. leguminosarum USDA 2370T  IV R. sophorae CCBAU 03386T  IV R. laguerreae FB206T  V trifolii  6 I 

tc24  XX 3 12 11 10 R. leguminosarum USDA 2370T  VI R. sophorae CCBAU 03386T  III R. laguerreae FB206T  V trifolii  5 I 

tc40  XL 3 11 8 12 R. leguminosarum USDA 2370T  V R. sophorae CCBAU 03386T  III R. laguerreae FB206T  V trifolii  6 I 

a Los acrónimos de las cepas hacen referencia al hospedador del que fueron aisladas: va, V. sativa subsp. angustifolia; vd, V. disperma; lc, L. cicera; li, L. intrincatus; tc, T. cherleri; tg, T. 

glomeratum. 
b Cluster o grupo y/o linaje independiente del gen recA. 
c Cluster o grupo y/o linaje independiente del gen atpD. 
d Cluster o grupo y/o linaje independiente del gen glnII. 
e sv., simbiovar determinado en base a las secuencias del gen nodC. 
f Cluster o grupo y/o linaje independiente del gen nodC. 
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I.3.2.2. Análisis de genes housekeeping 

 En la actualidad varios son los genes housekeeping empleados para la 

identificación de especies bacterianas, si bien según el género en estudio se analizan 

diferentes genes. En el caso de Rhizobium y más concretamente de las especies 

filogenéticamente relacionadas con R. leguminosarum, los genes más frecuentemente 

empleados para una adecuada identificación de especies son los housekeeping recA y 

atpD, aunque en los últimos años el gen glnII se postula como una herramienta adicional 

igualmente resolutiva (Jiao et al., 2015; Zhang et al., 2015; Román-Ponce et al., 2016). 

 En los tres casos se observó una gran diversidad, reflejada en los 16, 14 y 13 

tipos diferentes de los genes recA, atpD y glnII, respectivamente. Con el objetivo de 

agrupar las cepas más similares, aquellas representativas de un mismo tipo de gen 

fueron agrupadas en clusters con valores de identidad internos superiores al 97%. 

 Las secuencias del gen recA resultaron ser parafiléticas y fueron agrupadas en 

cinco grupos filogenéticos y tres linajes independientes (Figura I.3). Todas las cepas en 

estudio se encontraban formando un clado bien definido con alto valor de bootstrap 

(86%), si bien la resolución interna del mismo no fue tan clara. De forma similar, las 

secuencias de los genes atpD y glnII correspondientes a las cepas analizadas también 

formaron grupos parafiléticos, observándose cuatro clusters y dos linajes 

independientes en el caso del atpD y tres clusters y dos linajes independientes para el 

gen glnII (Figuras I.4 y I.5). La topología de los árboles basados en los tres genes 

housekeeping muestran la proximidad filogenética de las cepas aisladas de Vicia, 

Lathyrus y Trifolium con especies del grupo filogenético de R. leguminosarum, 

confirmando los resultados obtenidos tras el análisis del gen rrs. 



Resultados 

 

130 
 

 

Figura I.3. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen recA. El árbol fue obtenido mediante el 

algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas tipo de las especies más próximas 

válidamente descritas para el género Rhizobium. Los valores de bootstrap fueron calculados para 1000 

réplicas, indicándose en los correspondientes nodos tan solo aquellos valores ≥ 50. La barra representa 

sustituciones de 1 nucleótido por cada 100. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen recA se indican 

en la Tabla I.1, y entre paréntesis se muestra el número de acceso de las cepas tipo en la base de datos 

GenBank®. En números romanos se indica el cluster o grupo y los linajes independientes a los que 

pertenecen las cepas aisladas en este trabajo. 

Teniendo en cuenta la filogenia basada en los genes cromosómicos de las cepas 

analizadas (Figuras I.2-5), se pudo apreciar que las cepas pertenecientes al Tipo 1 del 

gen rrs se agrupaban en el cluster I de los tres genes housekeeping y algunas de las 

cepas, en el linaje independiente III del gen glnII. Las cepas agrupadas en el cluster I de 

los tres genes mostraron un porcentaje de identidad inferior al 98, 97 y 98%, 

respectivamente, de los genes recA, atpD y glnII respecto a las cepas tipo de las 

especies más próximas, es decir, de R. leguminosarum, R. laguerreae y R. 

leguminosarum, respectivamente. Cabe destacar que aquellas cepas representativas 

del linaje III del gen glnII mostraron un valor de identidad relativamente bajo respecto al 

correspondiente gen de R. laguerreae FB206T (< 95.8%), y que a pesar de que el tipo 

de rrs era el mismo que el de las cepas del cluster I, la divergencia filogenética respecto 

a estas quedó patente (95% de identidad; Figura I.5). Por otro lado, el resto de cepas 

representativas del Tipo 1 de rrs se agruparon en el cluster II (recA y atpD) y cluster IV 

del gen glnII, mostrando porcentajes de identidad inferiores a 98, 96 y 95% con las 
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correspondientes secuencias de R. leguminosarum USDA 2370T (recA) y R. laguerreae 

FB206T (atpD y glnII). 

 

Figura I.4. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen atpD. El árbol fue obtenido mediante el 

algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas tipo de las especies más próximas 

válidamente descritas para el género Rhizobium. Los valores de bootstrap fueron calculados para 1000 

réplicas, indicándose en los correspondientes nodos tan solo aquellos valores ≥ 50. La barra representa 

sustituciones de 1 nucleótido por cada 100. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen atpD se indican 

en la Tabla I.1, y entre paréntesis se muestra el número de acceso de las cepas tipo en la base de datos 

GenBank®. En números romanos se indica el cluster o grupo y los linajes independientes a los que 

pertenecen las cepas aisladas en este trabajo. 

La distribución de las cepas que presentaban el Tipo 2 del rrs resultó consistente 

con aquella obtenida en base a los tres genes housekeeping analizados. Todas las 

cepas que mostraban este tipo de gen rrs se agruparon en único linaje independiente 

según el gen glnII (linaje II) así como en un único cluster de recA y atpD (clusters VIII y 

VI, respectivamente; Figuras I.3 y I.4). En estos dos últimos casos, las secuencias de 

las cepas en análisis resultaron muy similares, siendo el nivel de identidad interna 

superior a 98% en ambos casos. Pese a que la cepa tipo filogenéticamente más próxima 

fue R. leguminosarum USDA 2370T según el análisis de los genes recA y glnII (> 98% 

identidad), el gen atpD tan solo mostró un 96% de identidad con el correspondiente gen 

de la cepa tipo más cercana, esto es, R. laguerreae FB206T. 
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Figura I.5. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen glnII. El árbol fue obtenido mediante el 

algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas tipo de las especies más próximas 

válidamente descritas para el género Rhizobium. Los valores de bootstrap fueron calculados para 1000 

réplicas, indicándose en los correspondientes nodos tan solo aquellos valores ≥ 50. La barra representa 

sustituciones de 1 nucleótido por cada 100. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen glnII se indican 

en la Tabla I.1, y entre paréntesis se muestra el número de acceso de las cepas tipo en la base de datos 

GenBank®. En números romanos se indica el cluster o grupo y los linajes independientes a los que 

pertenecen las cepas aisladas en este trabajo. 

La filogenia obtenida en base a los tres genes housekeeping considerados de 

las cepas cuyo gen rrs era del Tipo 3, exhibió mayor número de conflictos internos en 

cuanto al posicionamiento de las cepas en los árboles correspondientes. Tal y como se 

aprecia en las Figuras I.3-5, estas cepas se agruparon en los clusters III y IV y linajes 

independientes V-VII del gen recA, en el cluster III y linajes independientes IV y V del 

atpD y cluster V y linaje IV del restante gen housekeeping analizado. Las especies 

conocidas más próximamente relacionadas fueron R. sophorae y R. laguerreae según 

los genes atpD y glnII, respectivamente, con menos de un 97% de identidad respecto a 

las cepas tipo correspondientes, en ambos casos. En tanto, todas las cepas que 

presentaban el Tipo 3 del gen rrs mostraron una identidad del gen recA inferior a 98% 

al correspondiente gen de R. leguminosarum USDA 2370T. Sin embargo, se pudieron 

apreciar discordancias entre los diversos genes analizados. Es de remarcar el hecho de 

que las cepas incluidas en el cluster III del gen atpD (y que por ende mostraban más de 

un 97% de identidad interna) se agruparon en diferentes linajes independientes y 

clusters de los otros genes housekeeping (cluster III y linajes V-VI del gen recA; clusters 

IV y V del gen glnII). A su vez, las cepas que mostraban los Tipos 6 y 10 de los genes 
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atpD y recA constituían linajes independientes (V y VII, respectivamente), agrupándose 

en el cluster V del gen glnII en el cual a su vez se agrupan cepas pertenecientes a otros 

grupos o linajes relativos a los otros genes housekeeping (Tabla I.1). 

I.3.3. Análisis del gen auxiliar nodC 

I.3.3.1. Determinación de simbiovares 

Para la determinación de los simbiovares a los que pertenecen los 

endosimbiontes en estudio se analizó el gen nodC, determinante del rango de 

hospedadores de los rizobios. 

Tal y como se muestra en la Figura I.6, las cepas en estudio se encontraban 

agrupadas en dos clados bien definidos y con un valor de 100% de bootstrap, siendo la 

identidad de la secuencia entre las cepas ubicadas en una y otra rama inferior a 90%. 

Aquellos rizobios aislados del interior de los nódulos de las raíces de Vicia spp. y 

Lathyrus spp. resultaron filogenéticamente próximos a cepas tipo de diferentes 

especies, pero pertenecientes todas ellas al simbiovar viciae, quedando definida su 

adscripción a dicho simbiovar. Por el contrario, todas aquellas cepas aisladas de los 

tréboles (T. glomeratum y T. cherleri) pertenecieron al sv. trifolii. Estas resultaron 

agrupadas en dos clusters y dos linajes independientes incluidos en el clado en el que 

se encontraban las cepas adscritas a esta simbiovariedad, como R. leguminosarum 

ATCC 14880 (Figura I.6). Pese a que en lo que refiere a cada simbiovar el nivel de 

identidad interna fue superior al 90%, la diversidad observada para este gen fue elevada. 

Concretamente, entre las cepas pertenecientes al sv. viciae se distinguió un total de 16 

tipos de nodC, mientras que 14 tipos distintos fueron registrados para aquellas adscritas 

al sv. trifolii. 

El análisis filogenético de este gen reveló que las cepas aisladas en este trabajo 

pertenecientes al sv. viciae se agrupaban en tres clusters – cada uno de ellos con más 

de un 97% de identidad interna – y hasta siete linajes independientes. Tal y como se 

desprende de la topología del correspondiente árbol filogenético (Figura 1.6), algunas 

cepas se encontraban próximamente relacionadas con determinadas especies del 

grupo filogenético de R. leguminosarum. Por ejemplo, la cepa que mostraba el Tipo 15 

de nodC (cluster IV) quedó agrupada con las cepas tipo de R. binae y R. laguerreae 

(99.85 y 100% de identidad, respectivamente), mientras que aquellas del mismo cluster 

que mostraban el Tipo 16 se encontraban próximas a la cepa tipo de R. anhuiense 

(> 99.41%). En tanto, las cepas aisladas de los nódulos de Trifolium mostraron niveles 

de identidad inferiores respecto a la secuencia del gen nodC de las cepas 

filogenéticamente más cercanas, encontrándose los valores de identidad entre el 

95.49% y el 97.23% en el caso del Tipo 3, con respecto a R. leguminosarum ATCC 

14880, R. aegyptiacum 1010T y R. pisi 3.22. 
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Figura I.6. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen nodC. El árbol fue obtenido mediante 

el algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas más próximas adscritas a los 

simbiovares viciae, trifolii y phaseoli. El árbol fue validado mediante 1000 réplicas de bootstrap indicando 

los valores ≥ 50 en los correspondientes nodos. La barra representa sustituciones de 5 por cada 100 

nucleótidos. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen nodC se indican en la Tabla I.1, y entre paréntesis 

se muestra el número de acceso de las cepas de referencia en la base de datos GenBank®. En números 

romanos se indica el cluster o grupo y los linajes independientes a los que pertenecen las cepas aisladas 

en este trabajo. sv, simbiovar. 

I.3.3.2. Análisis biogeográfico 

Con el objeto de estudiar los patrones biogeográficos de las variantes del gen 

nodC de las cepas en estudio, las secuencias de estas fueron comparadas con las 

respectivas de cepas aisladas en diversos puntos geográficos.  

Así, la topología del árbol filogenético obtenido para las cepas adscritas al 

simbiovar viciae reveló la agrupación de las mismas en nueve clusters y un linaje 

independiente (Figura I.7). Concretamente, la secuencia del gen de nodulación de estas 

mostró similitud con la correspondiente a diferentes especies rizobianas aisladas hasta 

en cuatro continentes distintos. En los clusters I y II las cepas aisladas del Parque 

Nacional de Sierra Nevada se agruparon con cepas aisladas de diferentes especies del 

género Vicia en otras regiones de España y Marruecos, y de nódulos de Lens culinaris 
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en Turquía. Bajo el cluster III se agruparon cepas aisladas en este trabajo con cepas 

aisladas en otras zonas de España, Bélgica, China e incluso Corea del Sur y Perú a 

partir de nódulos de diferentes especies de Vicia y Lathyrus, si bien todas ellas 

pertenecían a R. leguminosarum. Dichas cepas también resultaron filogenéticamente 

próximas (en cuanto al gen nodC), a una cepa aislada de planta de guisante (Pisum 

sativum) en India. Las cepas agrupadas en el cluster IV mostraron un origen geográfico 

diverso, siendo aisladas hasta en cuatro continentes distintos y a partir de una 

considerable variedad de hospedadores (Pisum sativum, Lens culinaris y ocho especies 

diferentes del género Vicia). Por el contrario, la diversidad geográfica de las cepas 

incluidas en los clusters V, VI, VII, IX y X fue menor, siendo aisladas en Marruecos o 

diferentes países de Europa, y a partir de los mismos géneros vegetales que las 

mencionadas del cluster IV (Figura I.7). Destaca el Tipo 12 del sv. viciae el cual formó 

el linaje independiente VIII, siendo hasta el momento de escritura de este trabajo 

detectado exclusivamente en cepas aisladas del género Lathyrus en el Parque Nacional 

de Sierra Nevada (Granada, España). 



Resultados 

 

136 
 

 

Figura I.7. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen nodC incluyendo las cepas del 

simbiovar viciae aisladas en este trabajo y en otras localizaciones geográficas. El árbol fue obtenido 

mediante el algoritmo Neighbour-joining y validado mediante 1000 réplicas de bootstrap indicando los 

valores ≥ 50 en los correspondientes nodos. La barra representa sustituciones de 5 por cada 1000 

nucleótidos. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen nodC se indican en la Tabla I.1. Tras el nombre 

de cada cepa de referencia se indica, por orden, el correspondiente número de acceso en la base de datos 

GenBank® (entre paréntesis), la especie vegetal de la que fue aislada primitivamente y el país donde fue 

aislada (entre paréntesis). En números romanos se indica el cluster o grupo y el linaje independiente al que 

pertenecen las cepas aisladas en este trabajo. 



Capítulo I 

 

137 
 

 Las cepas del sv. trifolii obtenidas del interior de los nódulos de T. glomeratum y 

T. cherleri se agruparon con cepas de la especie R. leguminosarum aisladas de 

diferentes especies del género Trifolium exclusivamente en el continente europeo. En 

total se formaron dos clusters y dos linajes independientes, tal y como se aprecia en el 

árbol filogenético correspondiente (Figura I.8). Así pues, los rizobios aislados en el 

Parque Nacional de Sierra Nevada incluidos en el cluster I mostraron proximidad 

filogenética con otros aislados de tres especies diferentes del género Trifolium en Toledo 

(España), Bélgica, y Grecia. Aquellas cepas agrupadas en el cluster IV procedían del 

Parque Nacional de Sierra Nevada, Toledo, Ciudad Real (España) y Grecia. Por otro 

lado, las cepas representantes de los Tipos 8 y 9 del gen nodC formaron linajes 

independientes sin mostrar proximidad filogenética a ninguna cepa perteneciente a este 

simbiovar aislada en otro país. 
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Figura I.8. Árbol filogenético basado en las secuencias del gen nodC incluyendo las cepas del simbiovar trifolii aisladas en este trabajo y en otras localizaciones 

geográficas. El árbol fue obtenido mediante el algoritmo Neighbour-joining y validado mediante 1000 réplicas de bootstrap indicando los valores ≥ 50 en los correspondientes 

nodos. La barra representa sustituciones de 5 por cada 1000 nucleótidos. Las cepas pertenecientes a cada tipo de gen nodC se indican en la Tabla I.1. Tras el nombre de cada 

cepa de referencia se indica, por orden, el correspondiente número de acceso en la base de datos GenBank® (entre paréntesis), la especie vegetal de la que fue aislada 

primitivamente y el país donde fue aislada (entre paréntesis). En números romanos se indica el cluster o grupo así como los linajes independientes a los que pertenecen las 

cepas aisladas en este trabajo. 
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I.3.4. Ensayos de nodulación cruzada 

 Con el objetivo de caracterizar en mayor medida los endosimbiontes estudiados, 

se llevaron a cabo experimentos de reinfección del hospedador del que fueron aislados, 

así como ensayos de nodulación cruzada. Para ello, además de las cepas R. 

leguminosarum sv. viciae USDA 2370T y R. leguminosarum sv. trifolii ATCC 14480 

(noduladoras de plantas del grupo de inoculación cruzada de Vicia y Trifolium, 

respectivamente), se seleccionaron las cepas vd8, va21, lc6, li29, tc1 y tg6 

pertenecientes a las simbiovares viciae y trifolii, y aisladas cada una de ellas de uno de 

los hospedadores vegetales en análisis (ver Tabla I.1).  

vd8, va21, lc6, li29 y R. leguminosarum sv. viciae USDA 2370T fueron capaces 

de formar nódulos determinados en las raíces de las plantas de los géneros Vicia y 

Lathyrus (Figura I.9 A, B y C), y por ende, de nodular también la especie hospedadora 

de la que fueron aisladas. Por el contrario, ninguna de ellas resultó noduladora de los 

dos tréboles estudiados. 

 

Figura I.9. Sistema radicular de las plantas de L. intrincatus inoculadas con la cepa lc6 (A) y detalle 

de los nódulos formados en las raíces de dicho hospedador tras la inoculación de la cepa vd8 (B) y 

R. leguminosarum sv. viciae USDA 2370T (C). Planta de T. glomeratum inoculada con la cepa tc1 (D). 

Las flechas señalan pequeños nódulos de color rosáceo. 
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De igual manera, T. glomeratum y T. cherleri fueron exlusivamente noduladas 

por las cepas tc1, tg6 y R. leguminosarum sv. trifolii ATCC 14480 en los dos casos, no 

siendo las cepas aisladas de Vicia spp. y Lathyrus spp. ni la cepa tipo de R. 

leguminosarum capaces de formar nódulos en las raíces de los tréboles en estudio. 

Tanto tc1 como tg6 fueron capaces de nodular plantas de T. cherleri y T. glomeratum, 

respectivamente, esto es, de reinfectar su hospedador de origen.  En la Figura I.9 D se 

muestran los nódulos formados por la cepa tc1 en las raíces de una planta de 

T. glomeratum.  

 Cabe destacar que todos los nódulos observados en las raíces de los seis 

hospedadores considerados eran de color rosa-rojizo, aspecto indicativo de la fijación 

activa de N2 atmosférico. A su vez, las plantas que resultaron noduladas mostraron un  

aspecto saludable de la parte aérea, no habiendo indicios de carencias de N, único 

elemento requerido por las plantas pero no aportado en la solución nutritiva empleada. 

I.4. Discusión  

 La diversidad genotípica de rizobios aislados de diferentes especies de 

leguminosas ha sido estudiada en numerosas ocasiones mediante la técnica de 

genotipado RAPD dado que los perfiles obtenidos son específicos de cepa (Rivas et al., 

2006; Valverde et al., 2006; Santillana et al., 2008; Álvarez-Martínez et al., 2009; Aoki 

et al., 2010; Durán et al., 2013; Cobo-Díaz et al., 2014; Díaz-Alcántara et al., 2014). Los 

54 perfiles RAPD observados para las 205 cepas aisladas en este trabajo revelan la 

gran diversidad genotípica de las mismas aun habiendo sido aisladas de la misma 

parcela experimental. Otros autores han demostrado previamente la diversidad 

genotípica existente entre cepas del género Rhizobium obtenidas en regiones 

geográficamente próximas (Santillana et al., 2008; Álvarez-Martínez et al., 2009), e 

incluso de cepas aisladas de dos nódulos adyacentes del mismo rizoma de plantas de 

Lathyrus japonicus (Aoki et al., 2010). Así pues, los resultados obtenidos en este trabajo 

confirman la amplia diversidad genotípica del género Rhizobium incluso cuando se trata 

de cepas aisladas en un mismo punto geográfico. A su vez, no se observó una 

asociación específica entre los perfiles RAPD y las especies vegetales de las que los 

endosimbiontes fueron obtenidos, así como tampoco grupos RAPD específicos de una 

genoespecie puntual. Concretamente, determinadas cepas que resultaron idénticas en 

cuanto a la secuencia del gen rrs, recA, atpD y glnII, poseían diferente background 

genómico, como es el caso de las cepas caracterizadas por los Tipos 2, 16, 5 y 4 de los 

mencionados genes cromosómicos, respectivamente. Estos resultados contrastan con 

los obtenidos por Durán y colaboradores (2013), quienes remarcan que la identidad de 

la secuencia del gen recA de cepas con el mismo background genómico es del 100%, 

si bien en dicho caso se trataba de endosimbiontes del género Bradyrhizobium. Así 

pues, los resultados obtenidos en este trabajo permiten reiterar que los perfiles RAPD 

son específicos de cepa y útiles por tanto para el estudio de la diversidad genotípica a 

nivel infraespecífico de una población amplia de rizobios. 

 La sistemática actual de este grupo de bacterias está basada en el análisis 

preliminar de la secuencia del gen rrs con el que clasificar los endosimbiontes a nivel de 

género. Pese a la gran diversidad de genotipos detectados, la secuencia del gen rrs de 

todas las cepas estudiadas resultó muy similar entre sí, quedando todas ellas 

clasificadas en el género Rhizobium, perteneciente a la familia Rhizobiaceae. 
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Concretamente, todas las cepas mostraron valores de identidad muy elevados respecto 

a la correspondiente secuencia de las cepas tipo pertenecientes al grupo filogenético de 

R. leguminosarum, llegando a ser las del Tipo 1 idénticas a las de varias especies 

diferentes que conforman dicho grupo. Por tanto, los resultados del análisis del gen rrs 

tan solo permitieron confirmar la adscripción de las cepas aisladas al género Rhizobium. 

En la actualidad, la taxonomía de los rizobios se fundamenta en el análisis 

adicional de otros genes cromosómicos como los housekeeping para la clasificación de 

los mismos a nivel de especie (Gaunt et al., 2001). En concreto, la resolución 

intragenérica alcanzada mediante el análisis de ciertos genes housekeeping como el 

recA, atpD y glnII es superior a la lograda únicamente con el gen rrs en el caso del 

género Rhizobium. La comparación de dichos genes con los respectivos de las cepas 

tipo de las especies con las que las cepas en estudio mostraron mayor similitud en 

cuanto al gen rrs, únicamente permitió confirmar los resultados obtenidos para el análisis 

del gen ribosomal. Es decir, tan solo fue posible determinar que las cepas en estudio se 

encuentran filogenéticamente próximas a aquellas que componen el grupo filogenético 

de R. leguminosarum. Sin embargo, las cepas relativas al Parque Nacional de Sierra 

Nevada no pudieron ser asignadas a ninguna especie conocida del género Rhizobium 

ya que la similitud de los genes housekeeping con respecto a aquellos de las especies 

filogenéticamente más próximas fue similar o incluso inferior a la similitud existente entre 

diferentes especies (97%). 

Varios autores han demostrado previamente que cepas que muestran entre sí 

una identidad total de la secuencia del gen ribosomal, poseen genes housekeeping muy 

diversos (Álvarez-Martínez et al., 2009; Ramírez-Bahena et al., 2008; García-Fraile et 

al., 2010). Este mismo hecho pudo ser observado en las cepas aisladas en este trabajo, 

siendo remarcable la divergencia filogenética entre las cepas del linaje III (gen glnII) y el 

resto de cepas que mostraban idéntico gen rrs (Tipo 1). Además, en este caso, según 

el gen considerado el nivel de similitud respecto a las especies filogenéticamente más 

próximas (R. leguminosarum y R. laguerreae) fue cercano o incluso inferior al descrito 

entre especies diferentes, por lo que las cepas del Tipo1 del rrs no pudieron ser 

identificadas con ninguna especie conocida. 

Asimismo, las cepas que poseían el Tipo 3 de rrs y se agrupaban en el cluster III 

del housekeeping atpD con un nivel de identidad interna superior al 97%, mostraron 

genes recA y glnII divergentes filogenéticamente. En este sentido, varias discordancias 

fueron detectadas entre la filogenia basada en los genes recA, atpD y glnII. La gran 

proporción de cepas que pertenecían a diferentes linajes dependiendo del gen 

considerado así como la distribución de algunas de ellas en diferentes clusters, hace 

muy difícil la identificación taxonómica de las cepas en estudio, y por tanto la afiliación 

taxonómica de las mismas no resultó concluyente.  

Así pues, las inconsistencias entre los genes housekeeping observadas en este 

trabajo sugieren la posible transferencia horizontal de DNA cromosómico entre cepas, y 

la subsecuente recombinación genética. La diferente distribución filogenética en base a 

los genes recA y atpD ha sido previamente constatada para cepas próximas a R. 

leguminosarum aisladas de Pisum sativum (Santillana et al., 2008). Así pues, las 

inconsistencias entre genes detectadas en las cepas aisladas del Parque Nacional de 

Sierra Nevada y en otros trabajos, ponen de manifiesto que la situación taxonómica de 
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las genoespecies incluidas en el grupo filogenético de R. leguminosarum debería ser 

revisada en un futuro. 

Por otro lado, cabe destacar que las cepas que mostraron el Tipo 2 de rrs se 

agruparon en los mismos clusters de recA y atpD y el mismo linaje relativo al gen glnII. 

Si bien en este caso no se apreciaron discrepancias en cuanto a la distribución 

filogenética de las cepas, estas no pudieron ser identificadas con ninguna especie 

conocida del género Rhizobium. Pese a la gran similitud de los genes recA y glnII de las 

cepas en estudio con los respectivos genes de R. leguminosarum USDA 2370T (> 98%), 

el bajo porcentaje de identidad del gen atpD mostrado con la especie conocida más 

próxima (R. laguerreae,  < 96%) y las diferencias observadas en cuanto al gen ribosomal 

sugieren que dichas cepas podrían corresponder a una nueva especie del género 

Rhizobium. 

Algunas cepas pertenecientes al grupo filogenético de R. leguminosarum han 

sido previamente aisladas de leguminosas de los géneros Vicia, Lathyrus y Trifolium. 

Uno de los endosimbiontes más comunes de dichos géneros es R. leguminosarum 

(Jordan, 1984; Aoki et al., 2010; Rogel et al., 2011; Saïdi et al., 2014), si bien otra 

especie como R. anhuiense ha sido también aislada de nódulos de plantas de los tres 

citados géneros (Tong et al., 2018). La diversidad taxonómica de rizobios noduladores 

tanto de especies cultivadas como silvestres de estos géneros vegetales es amplia. 

Concretamente, han sido aisladas e identificadas numerosas especies diferentes como 

R. fabae y R. pisi a partir de V. faba o V. sativa (Tian et al., 2008; Rogel et al., 2011), R. 

laguerreae (V. faba, T. uniflorum; Saïdi et al., 2014; Tong et al., 2018), R. multihospitium 

(V. hirsuta y L. odoratus; Han et al., 2008), R. hidalgonense (T. semipilosum; Tong et 

al., 2018), R. acidisoli (T. polymorphum; Tong et al., 2018), R. bangladeshense y R. 

aegyptiacum de T. alexandrinum (Shamseldin et al., 2016), además de las incluidas en 

las Figuras I.7 y I.8. Sin embargo, la diversidad de rizobios aislados de las leguminosas 

silvestres analizadas en este trabajo no ha sido descrita en profundidad hasta el 

momento de redacción de esta memoria de Tesis. Cabe destacar que Nonnoi y 

colaboradores (2012) caracterizaron genotípicamente y trataron de identificar 

taxonómicamente rizobios aislados de nódulos de T. glomeratum en base a la secuencia 

del gen rrs, si bien no analizaron ninguno de los genes housekeeping recomendados 

para la descripción de especies del género Rhizobium.  

Gracias al análisis del gen de nodulación nodC es posible distinguir tres 

simbiovariedades entre las cepas pertenecientes a R. leguminosarum. Los 

endosimbiontes más comunes capaces de nodular ejemplares de los géneros Vicia, 

Lathyrus, Pisum y Lens pertenecen al simbiovar viciae, siendo trifolii el característico de 

las cepas noduladoras del género Trifolium y phaseoli el que con mayor frecuencia 

nodula Phaseolus (García-Fraile et al., 2010). Tal y como era de esperar, la secuencia 

del gen de nodulación permitió diferenciar los endosimbiontes de Vicia spp. y Lathyrus 

spp. de aquellos aislados de los nódulos de los tréboles por su adscripción a los 

simbiovares viciae y trifolii, respectivamente. Al mismo tiempo, las cepas pertenecientes 

a un determinado simbiovar fueron capaces de nodular exclusivamente las plantas del 

mismo grupo de inoculación cruzada de aquellas de las que fueron aisladas. Todo ello 

apunta a que las cepas estudiadas in planta tienen un rango de hospedadores limitado, 

siendo capaces de nodular dos y cuatro especies vegetales en el caso de las cepas del 
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simbiovar trifolii y viciae, respectivamente. Sin embargo, la amplitud del rango de 

hospedadores de las cepas en estudio debería determinarse realizando ensayos de 

nodulación cruzada adicionales con mayor número de especies de leguminosas. Los 

resultados obtenidos además son consistentes con la afiliación de las plantas 

estudiadas a tribus consideradas como hospedadores restrictivos, esto es, Fabeae y 

Trifoliae (Peix et al., 2015). 

Por otro lado, pese a tratarse de cepas aisladas de un mismo origen geográfico 

pudo observarse el gran polimorfismo del gen de nodulación, demostrado por el 

abundante número de tipos de nodC diferentes detectados en cada uno de los 

simbiovares, así como por la agrupación de las cepas en diferentes clusters e incluso 

linajes independientes. El gran nivel de diversificación de este gen quedó reflejado 

también en los diferentes tipos de nodC que mostraron cepas que poseían secuencias 

idénticas de los tres genes housekeeping. Dicha inconsistencia entre la filogenia basada 

en los genes cromosómicos y el gen accesorio analizado podría ser atribuida a la 

frecuente transferencia de los genes simbióticos, como el nodC, entre cepas de rizobios 

(Suominen et al., 2001). Al mismo tiempo, cepas asignadas a un mismo tipo de nodC 

resultaron ser filogenéticamente divergentes según los genes housekeeping analizados. 

En este sentido, la secuencia del gen nodC de la mayoría de cepas aisladas de 

Vicia spp., Lathyrus spp. y Trifolium spp. resultó idéntica o altamente similar a la 

respectiva de cepas aisladas de otros hospedadores en otros países, incluso en otros 

continentes. Este fenómeno ha sido documentado anteriormente para cepas del 

simbiovar viciae (Álvarez-Martínez et al., 2009; Flores-Félix et al., 2019), lo que sugiere 

que dichos endosimbiontes podrían tener un origen filogenético común a pesar de haber 

sido aislados en localizaciones geográficas diferentes. Además, la distribución (a lo largo 

incluso de diferentes continentes) de cepas que portan la misma variante del gen nodC 

pone de manifiesto la diversidad filogenética del gen de nodulación. Todo ello sumado 

a que algunos tipos de nodC fueron detectados exclusivamente para las cepas 

procedentes del Parque Nacional de Sierra Nevada permite concluir que el nivel de 

diversificación del gen de nodulación es elevado en los diferentes ecosistemas. 

Así pues, los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que los 

endosimbiontes de las leguminosas analizadas que forman parte de la flora forrajera 

naturalmente presente en el Parque Nacional de Sierra Nevada, son genotípicamente 

muy diversos y pertenecen al género Rhizobium. El análisis de los genes cromosómicos 

permitió clasificar las cepas en el grupo filogenético de R. leguminosarum. Sin embargo, 

ninguna de ellas pudo ser identificada a nivel de especie considerando el nivel de 

similitud establecido entre diferentes especies y las incongruencias detectadas entre los 

distintos genes housekeeping. Por el contrario, en base al gen de nodulación las cepas 

aisladas de Vicia spp. y Lathyrus spp. fueron clasificadas en el simbiovar viciae, 

perteneciendo al simbiovar trifolii aquellas obtenidas de los nódulos de las plantas del 

género Trifolium. A su vez, las cepas adscritas a cada simbiovar fueron capaces de 

nodular las plantas del mismo grupo de inoculación cruzada del hospedador del que 

fueron aisladas, pero no mostraron habilidad de nodulación cruzada. Finalmente, el alto 

grado de diversificación del gen nodC quedó reflejado en la gran similitud entre las cepas 

en estudio y otras aisladas en diferentes países e incluso continentes, así como en la 
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exclusividad de la secuencia de este gen mostrada por algunas de las cepas del Parque 

Nacional de Sierra Nevada. 

 

I.5. Perspectivas futuras 

 Ante la incapacidad de determinar la especie de pertenencia de las cepas 

aisladas de plantas de los géneros Vicia, Lathyrus y Trifolium mediante el análisis 

realizado, otras técnicas experimentales deberían implementarse para precisar la 

identidad a nivel de especie de las mismas. Durante las últimas décadas, la hibridación 

DNA-DNA (DDH, DNA-DNA hybridization) ha sido la técnica de elección para determinar 

indirectamente el nivel de similaridad de una pareja de genomas13. El DDH ha sido 

considerado como el estándar de oro para la descripción de especies bacterianas, ya 

que ha permitido establecer un punto de corte numérico para la identificación de 

especies. Cepas con un nivel de similitud genómica inferior al 70% según esta técnica 

se considera que pertenecen a especies distintas (Wayne et al., 1987). Los ensayos de 

hibridación han sido frecuentemente implementados en estudios de sistemática de 

rizobios para la definición de nuevas especies así como para alcanzar una mayor 

resolución interespecífica en el caso de cepas que muestran una elevada similitud del 

gen rrs pero secuencias divergentes de los genes housekeeping (Valverde et al., 2006; 

Ramírez-Bahena et al., 2008; entre otros). Por este motivo se considera que mediante 

ensayos de hibridación entre el DNA genómico de las cepas en estudio y el 

correspondiente de las cepas tipo de las especies filogenéticamente más próximas 

(según el análisis de genes core), se puede lograr la identificación de las mismas.  

Sin embargo, la técnica DDH es conocida por su inherente dificultad 

experimental, con lo que nuevas alternativas han sido desarrolladas con el objetivo de 

reemplazar esta herramienta por otras más sencillas y fiables (Stackebrand et al., 2002). 

Dado el abaratamiento de los precios de la secuenciación masiva y el consecuente 

aumento en el número de genomas secuenciados, una alternativa sería comparar las 

secuencias genómicas de las cepas aisladas con aquellas depositadas en las bases de 

datos. En la actualidad es posible calcular varios índices de similaridad, los cuales se 

encuentran basados en comparaciones in silico genoma-genoma. Uno de los índices 

más frecuentemente analizados es el denominado ANI (Average Nucleotide Identity, 

                                                           
13 Las técnicas de reasociación permiten calcular la similitud genómica en base a la estabilidad 
del híbrido de DNA de doble cadena obtenido tras desnaturalizar una mezcla de DNA genómico 
e incubar posteriormente dicha mezcla en condiciones astringentes que permiten la 
renaturalización de secuencias complementarias. Si bien todas las técnicas de hibridación DNA-
DNA se basan en que la estabilidad del dúplex de DNA genómico de un organismo y otro será 
mayor cuanto más similar sea la composición de bases del mismo, existen diferentes estrategias 
para realizar los ensayos de reasociación. A su vez, fundamentalmente dos parámetros son los 
que se determinan mediante estas técnicas: el ratio de unión relativa (RBR, Relative Binding 
Ratio) y/o la variación de la temperatura de melting o fusión (ΔTm), en comparación con el 
correspondiente homólogo. Para profundizar en las diferentes técnicas y su aplicabilidad en la 
sistemática bacteriana se recomienda consultar la revisión exhaustiva realizada por Rosselló-
Móra y colaboradores (2011). 
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Identidad nucleotídica promedio)14, el cual es llamado a ser el próximo estándar en la 

delimitación de especies dado que refleja de forma robusta el nivel de distancia evolutiva 

entre la pareja de genomas comparados (Goris et al., 2007). En el momento de escritura 

de esta Tesis la secuencia genómica de las cepas R. leguminosarum USDA 2370T, R. 

laguerreae FB206T y R. sophorae CCBAU 03386T (es decir, de las especies 

filogenéticamente más próximas a las cepas en estudio), se encuentra disponible en las 

bases de datos EzBioCloud (Yoon et al., 2017) y GenBank® (Benson et al., 2013). Así 

pues, para aproximar la identidad de las especies a las que pertenecen las cepas 

aisladas de Vicia spp., Lathyrus spp. y Trifolium spp. podría secuenciarse el genoma de 

varias de estas cepas y calcular los valores ANI con respecto a las cepas tipo 

mencionadas. 

 Paralelamente, en base a los resultados obtenidos se considera que el estado 

taxonómico del género Rhizobium y en concreto del grupo filogenético de R. 

leguminosarum debería ser revisado en futuros estudios. Si bien en el caso de los 

rizobios el rango taxonómico de subespecie no se encuentra válidamente aceptado 

según los estándares actuales de la sistemática, la descripción de dicha categoría 

infraespecífica podría contribuir a clarificar la situación taxonómica de las diferentes 

genoespecies halladas en este trabajo. La descripción de subespecies podría 

encontrarse especialmente indicada para aquellas cepas cuyo fondo genético es 

diferente pero no divergen lo suficiente como para considerarse especies distintas.  

 

  

                                                           
14 Se trata de una medida de la identidad promedio existente entre una pareja de genomas. Dicha 
identidad es posible calcularla comparando todos los genes ortólogos codificantes compartidos 
en ambos genomas o bien comparando fragmentos aleatorios de 1020 nucleótidos 
independientemente de si se trata de regiones codificantes o no. Ambos métodos proporcionan 
resultados similares y son igualmente válidos y resolutivos (Goris et al., 2007). El potencial de 
esta técnica en estudios taxonómicos es tal que ya ha sido determinada la correlación entre el 
índice ANI y los valores convencionalmente obtenidos mediante ensayos DDH, siendo 
equivalente un índice del 94% (ANI) con un nivel de similitud del 70% según los ensayos de 
reasociación de DNA (Richter y Roselló-Móra, 2009). 



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

Definición y descripción del core procarioma de la rizosfera de 

Quercus pyrenaica 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra el paisaje otoñal en el Espacio Natural de Sierra Nevada. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  
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II.1. Introducción 

II.1.1. Importancia del estudio de la microbiota asociada a especies 

forestales 

 Las bacterias del suelo han sido objeto de estudio de la microbiología durante 

siglos, y a pesar del gran esfuerzo realizado a nivel global por comprender múltiples 

aspectos relativos a su ecología, los numerosos avances realizados en este campo han 

permitido conocer tan solo una ínfima parte de la diversidad de las mismas. Dicha falta 

de conocimiento tiene su origen en que las bacterias del suelo son uno de los 

organismos más abundantes y diversos de la Tierra (Gans et al., 2005), siendo por tanto 

difícilmente abordable la caracterización de las propiedades ecológicas de miles de 

taxones diferentes. Por consiguiente, en la actualidad la inmensa mayoría de las 

bacterias del suelo no han podido ser cultivadas in vitro y se dispone de información 

genómica de una cantidad relativamente pequeña de las mismas (Land et al., 2015). 

Todo ello conduce a que muchas de las características ecológicas, la contribución con 

la funcionalidad del ecosistema en el que habitan o las propiedades metabólicas de las 

mismas, entre otros aspectos, sean a día de hoy una gran incógnita. En el caso concreto 

de las bacterias que habitan los suelos forestales – incluida la rizosfera de los árboles – 

el desarrollo de las tecnologías high throughput o de alto rendimiento (en su mayoría, 

técnicas meta-ómicas) han permitido concluir que las comunidades microbianas son 

enormemente diversas (Uroz et al., 2016; Lladó et al., 2017). Sin embargo, pese a que 

gracias a los avances metodológicos se ha logrado arrojar algo de luz sobre la 

diversidad, dinámica de las comunidades microbianas, así como sobre la respuesta de 

las mismas a cambios ambientales o a perturbaciones del ecosistema, dichas 

poblaciones no han sido aún tan detalladamente estudiadas como las correspondientes 

a los ecosistemas agrícolas (Li et al., 2014). El conocimiento sobre las características 

ecológicas de los microorganismos que forman parte de la microbiota forestal facilitaría 

el aislamiento y cultivo in vitro de los mismos. Ello, a su vez, permitiría a la comunidad 

científica realizar postulaciones o predicciones más certeras sobre la variación de la 

estructura de las poblaciones microbianas en respuesta a diversos factores e incluso a 

alteraciones ecosistémicas. Además, un mayor conocimiento de la ecología y fisiología 

de los principales microorganismos permitiría tener un mejor gobierno de los mismos, y 

por ejemplo, promover determinadas propiedades funcionales deseadas (Delgado-

Baquerizo et al., 2018). 

 Gran cantidad de aspectos relacionados con la funcionalidad de los ecosistemas 

forestales – véase el contenido en nutrientes del suelo – difieren entre los distintos tipos 

de bosques, principalmente debido a las diferencias en la tasa de deposición primaria, 

la calidad de la hojarasca, los exudados radiculares, el efecto de los herbívoros, entre 

otros (Hackl et al., 2005; Haichar et al., 2008). De igual manera, es sabido que la 

composición de las comunidades asociadas a las raíces o a la parte aérea de un 

hospedador vegetal puede ser diferente en función de la especie e incluso del genotipo 

de la planta hospedadora (Philippot et al., 2013). De todo ello se desprende que, ante 

el deseo de implementar abordajes biotecnológicos basados en el empleo de 

microorganismos asociados a un hospedador concreto, es necesario estudiar caso a 

caso. O lo que es lo mismo, analizar la comunidad microbiana concreta que habita, por 

ejemplo, la rizosfera de la especie leñosa en estudio, en el ecosistema considerado. 



Resultados 

 

150 
 

II.1.2. Las comunidades procariotas prácticamente olvidadas: las 

comunidades activas 

 Durante los últimos años se ha observado un incremento en el número de 

trabajos destinados al estudio del procarioma o bacterioma de diferentes hospedadores 

vegetales (Lundberg et al., 2012; Peiffer et al., 2013; Edwards et al., 2015; Zarraonaindia 

et al., 2015; Coleman-Derr et al., 2016), entre los que se incluye la especie leñosa Q. 

pyrenaica (Cobo-Díaz et al., 2017). La mayoría de este tipo de trabajos son llevados a 

cabo mediante técnicas de metabarcoding15, amplificando y secuenciando parcialmente 

el gen rrs y analizando posteriormente los perfiles taxonómicos de las comunidades 

procariotas. Sin embargo, la presencia de un microorganismo en un determinado 

ecosistema no implica necesariamente que este se encuentre activo, considerando 

como activos aquellos que se hallan involucrados en un proceso metabólico, dispuestos 

a estarlo inmediatamente, en crecimiento o en fase de división. En el suelo y en la 

rizosfera, las células procariotas pueden encontrarse además formando parte de la 

necromasa (células muertas, no viables), o bien en estado reversible de dormancia con 

un metabolismo fuertemente reducido (Blagodatskaya y Kuzyakov, 2013). Así pues, la 

mayoría de trabajos sobre diversidad procariota o bacteriana se fundamentan en el 

análisis de amplicones del gen rrs, centrándose por tanto en las correspondientes 

poblaciones totales independientemente del estatus de actividad de las células. Sin 

embargo, debe remarcarse que este tipo de abordajes no permiten distinguir entre 

células activas, muertas o en dormancia, DNA ambiental o DNA extracelular preservado 

de forma estable en el suelo, adsorbido sobre minerales arcillosos o propio de los 

biofilms (Pietramellara et al., 2009; Steinberger y Holden, 2005). Empero, son 

precisamente los microorganismos metabólicamente activos los que podrían 

encontrarse ejerciendo un efecto (directo o indirecto, positivo o negativo) sobre el fitness 

del hospedador, o encontrarse implicados en los procesos ecosistémicos. Tal es así que 

la diversidad de la población metabólicamente activa se encuentra relacionada 

positivamente con la funcionalidad de un ecosistema como el suelo, en mayor medida 

de lo que se encuentra la comunidad microbiana total (Bastida et al., 2016). 

II.1.2.1. Estrategias destinadas al análisis de las comunidades procariotas 

activas 

 Dada la importancia de los procariotas que participan activamente en los distintos 

procesos metabólicos en la rizosfera de un hospedador, ciertas técnicas se han 

implementado a lo largo de los últimos años para identificar aquellos miembros de una 

comunidad que son activos. Entre estas se incluyen el marcaje con sales de tetrazolio 

(Hatzinger et al., 2003), marcaje con isótopos estables (Coyotzi et al., 2016) o bien 

análisis de metatranscriptómica (Moran et al., 2013) o metaproteómica (Bastida et al., 

2016). Una de ellas está basada en la secuenciación del cDNA obtenido tras la 

retrotranscripción de los transcritos del gen rrs (de ahora en adelante denominados 

                                                           
15 Teniendo en cuenta las consideraciones de Creer y colaboradores (2016) y Deiner y 
colaboradores (2016), las técnicas de metabarcoding son aquellas que persiguen la identificación 
taxonómica de múltiples especies que componen una mezcla de muestras. Las técnicas de 
metabarcoding se basan en una amplificación inicial por PCR de un gen o marcador concreto 
mediante el empleo de primers específicos o universales, y en la subsiguiente secuenciación 
masiva de los productos obtenidos empleando una plataforma de alto rendimiento (454 de 
Roche, Illumina, Ion Torrent, etc.). 
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rRNA) puesto que se trata de un componente estructural de los ribosomas e implicado 

por tanto en la síntesis proteica. Además, junto con la inestabilidad o corto periodo de 

vida del RNA en el suelo, y la consecuente elevada tasa de reemplazo del mismo, el 

rRNA se convierte en un marcador ideal para el estudio de las comunidades procariotas 

que potencialmente se encuentran sintetizando proteínas en un momento puntual, y que 

por tanto tienen mayor probabilidad de ser metabólicamente activas o encontrarse 

relacionadas con el funcionamiento del ecosistema rizosférico (Romanowicz et al., 

2016). 

 Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la presencia de rRNA no siempre es 

indicativa de un estado de actividad metabólica, ya que ha sido demostrado que células 

en dormancia pueden acumular un alto contenido de ribosomas en su interior para 

retomar la síntesis proteica en condiciones concretas (Nanamiya et al., 2010). 

Opuestamente, algunas especies hacen un acopio de ribosomas precisamente antes de 

entrar en fase de dormancia (Nanamiya et al., 2010). Por otro lado, debe remarcarse 

que tampoco la cantidad de rRNA es un buen marcador de la fase de crecimiento 

bacteriano, ya que no para todos los taxones se aprecia una relación lineal entre ambos 

parámetros (Blazewicz et al., 2013).  

Así pues, una alternativa más prometedora a analizar exclusivamente el rRNA 

consiste en comparar la abundancia del mismo y del correspondiente gen rrs (rDNA de 

aquí en adelante). Es esperable que cuando la actividad metabólica incremente, lo haga 

también la proporción entre ambos tipos de ácidos nucleicos, debido a que la cantidad 

de ribosomas aumenta mucho más que el número de copias genómicas del rrs en las 

células activas (Steven et al., 2017). La relativización de la abundancia del rRNA con 

respecto a la del rDNA (cuyo cociente es expresado como el ratio rRNA:rDNA) es una 

estrategia directa para realizar dicha comparación.  

La bondad de la aplicación del mencionado cociente para estimar el estado de 

actividad de las células ha sido cuestionada en determinadas ocasiones. El diferente 

número de copias genómicas del gen rrs entre taxones, la ausencia de conocimiento 

sobre la cantidad de ribosomas que caracteriza cada estado fisiológico de las células, 

así como las diferentes tasas de crecimiento, han sido los principales factores que han 

puesto en duda la fiabilidad de dicho ratio (Steven et al., 2017). Sin embargo, la validez 

de la relación rRNA:rDNA ha sido contrastada recientemente a través de diversos 

métodos. Así, Bowsher y colaboradores (2019) demostraron que mediante el cálculo del 

ratio y mediante tinción con el indicador de la respiración celular CTC (cloruro de 2,3,5-

trifeniltetrazolio) es posible obtener patrones comparables de actividad. Los mismos 

autores además revelaron que la corrección del número de copias del gen rrs no tiene 

un efecto sustancial a la hora de estimar el estado de actividad de las células.  

Así pues, el análisis comparado de ambos tipos de ácidos nucleicos se muestra 

como una herramienta prometedora que permitiría obtener una visión más amplia y 

detallada de las comunidades procariotas asociadas a hospedadores vegetales, por 

ejemplo, especies forestales. No obstante, el ratio rRNA:rDNA debe considerarse un 

indicador del potencial de las células para sintetizar proteínas, y no de la síntesis 

proteica finalmente llevada a cabo. Se muestra útil, por tanto, para clasificar las células 

procariotas como potencialmente activas.  
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 Teniendo en cuenta todo lo anterior y la revisada relevancia del holobionte en un 

ecosistema concreto (ver Apartado 2), para llevar a cabo tareas de restauración forestal 

basadas en microorganismos es preciso en primer lugar analizar los perfiles 

taxonómicos de la microbiota asociada a la especie leñosa concreta y el ecosistema en 

estudio, incluyendo las comunidades microbianas potencialmente activas.   

 II.2. Diseño experimental 

 El avanzado estado de degradación actual de las masas boscosas de Q. 

pyrenaica hace que sea necesario el desarrollo de abordajes destinados a la mejora de 

las formaciones existentes o a la repoblación de zonas montañosas con esta especie 

leñosa. La implementación de estrategias basadas en microorganismos – como puede 

ser el desarrollo de inoculantes bacterianos – requiere el estudio previo de la diversidad 

y los perfiles taxonómicos de las comunidades procariotas asociadas al hospedador. Así 

pues, se estudió el procarioma rizosférico del roble melojo en el ecosistema del Parque 

Nacional de Sierra Nevada, buscando definir la comunidad procariota permanente de 

dicha especie leñosa, con independencia de características propias de los individuos 

hospedadores o características ambientales específicas. Al objeto de obtener un perfil 

más detallado sobre el holobionte, tanto las comunidades procariotas totales como la 

fracción potencialmente activa fueron consideradas en el estudio.  

Para identificar aquellos taxones que de forma estable forman parte del 

procarioma rizosférico, se desarrolló una estrategia basada en el estudio de las 

comunidades procariotas asociadas a robles heterogéneos en cuanto a su edad y tipo 

de formación o estructura en la que se agrupan. Concretamente, se seleccionaron las 

zonas HAF, XZF y BRF del término municipal de Cáñar, en las cuales se localiza, 

respectivamente, un melojar maduro con abundantes individuos longevos, pies aislados 

de roble melojo de aproximadamente 50 años de edad, y un bosque de segunda 

repoblación compuesto por individuos de roble melojo de aproximadamente 17 años. 

Los detalles específicos de cada zona de muestreo se encuentran en el Apartado M.1.  

 En cada área se seleccionaron tres subáreas, y en cada una de ellas, a su vez, 

se tomaron muestras de suelo del entorno radicular de tres árboles, conforme se detalla 

previamente (Apartado M.2.1.). El muestreo fue realizado durante primavera de 2013, 

obteniéndose un total de 27 muestras.  

 Por una parte, se determinaron las propiedades fisicoquímicas del suelo bajo 

influencia de las raíces de los robles considerados. Por otro lado, con el objetivo de 

poder estudiar las comunidades procariotas que se hallaban potencialmente activas en 

el momento de muestreo, así como las poblaciones procariotas totales que habitan la 

rizosfera de cada árbol, se llevó a cabo una co-extracción de DNA y RNA a partir de 

cada una de las muestras tomadas. De esta forma se pretendió estudiar en paralelo 

ambos tipos de poblaciones y así poder correlacionar los perfiles taxonómicos obtenidos 

en los dos casos. 

 Posteriormente se llevó a cabo la transcripción reversa del RNA rizosférico y 

sucesivas reacciones  hasta la obtención de ds-cDNA. A continuación, se procedió a la 

construcción de librerías de amplicones del gen rrs, basadas, de forma independiente, 

en DNA y ds-cDNA (de aquí en adelante denominadas librerías de DNA y librerías de 
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RNA, respectivamente). La preparación de las mismas fue realizada mediante 

amplificación por PCR de las regiones hipervariables V3-V4-V5 de dicho gen. 

Inicialmente el DNA y el ds-cDNA procedente de cada árbol fue amplificado por triplicado 

obteniéndose un total de 162 productos de PCR. Las tres réplicas técnicas 

correspondientes a cada árbol fueron posteriormente mezcladas, reduciéndose el 

número de muestras a 27 por cada tipo de ácido nucleico en estudio. A continuación, 

las nueve mezclas compuestas relativas a cada subárea fueron mezcladas. Gracias a 

la inclusión de códigos de barras específicos para las muestras de cada subárea de 

muestreo, las mezclas fueron realizadas equimolecularmente, obteniéndose dos 

mezclas o librerías (DNA, RNA) que fueron sometidas a secuenciación masiva. El nivel 

de replicación fue por tanto de tres réplicas por cada área de muestreo analizada, para 

cada una de las librerías en estudio. La Figura II.1 muestra esquemáticamente el diseño 

del experimento llevado a cabo hasta la realización de la pirosecuenciación. 

Figura II.1. Esquema del diseño experimental y procesamiento de muestras hasta la 
pirosecuenciación de amplicones correspondientes a las regiones hipervariables V3-V4-V5 del gen 
rrs. Figura modificada de Lasa y colaboradores (2019a). 

 Las lecturas obtenidas fueron procesadas bioinformáticamente conforme se 

detalla en el Apartado M.5.1.2.1., hasta la obtención en última instancia de una tabla de 

incidencia de cada uno de los OTUs en cada muestra (a un nivel del 3% de distancia 

genética). En aquellos casos en los que se deseó analizar rangos taxonómicos 

superiores, los OTUs fueron colapsados al nivel de distancia correspondiente. 

 El análisis de las comunidades procariotas de la rizosfera de roble melojo 

comenzó con la obtención de las curvas de rarefacción correspondientes a cada una de 

las muestras. Asimismo, se calculó la cobertura de Good, los índices de diversidad α y 

se procedió a la comparación de los mismos mediante métodos de estadística 

univariante paramétricos o no paramétricos (según la distribución y homogeneidad de 

la varianza de las variables). Cabe destacar que para evitar el efecto del esfuerzo de 

muestreo y los sesgos relacionados con el diferente tamaño muestral, previo al cómputo 
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de los índices de diversidad α se realizó una rarefacción de los datos al número de 

secuencias que conformaban la muestra de menor tamaño. 

 Una vez conocida la riqueza y equidad de las comunidades, los subsecuentes 

análisis fueron realizados considerando todas las secuencias de calidad obtenidas 

independientemente del tamaño muestral, siguiendo las recomendaciones de McMurdie 

y Holmes (2014). Es decir, se consideró el conjunto total de datos sin rarificar. Así pues, 

se procedió a analizar la diversidad existente entre las comunidades en estudio 

(diversidad β), basando todos los análisis restantes en la métrica Weighted UniFrac. Al 

objeto de ahondar en la estructura de las comunidades procariotas de la rizosfera de 

roble melojo, los análisis de diversidad β se encontraron enfocados hacia el estudio de 

las diferencias existentes entre las comunidades, explicadas tanto por el tipo de librería 

en estudio, como por el sitio analizado. De esta manera, se consideró el efecto de dos 

factores (tipo de librería y sitio de muestreo16) con dos y tres niveles, respectivamente. 

Para la realización de tales comparaciones se emplearon métodos estadísticos 

multivariantes con los que evaluar la homogeneidad de la dispersión de los diferentes 

grupos de muestras, así como la diferencia existente en el centroide de los mismos (test 

de permutaciones PERMDISP2 y PERMANOVA, respectivamente). 

 Con el objeto de evaluar la existencia de gradientes ecológicos debidos a 

gradientes ambientales (propiedades fisicoquímicas del suelo), se aplicó el método 

interpretativo CAP seguido de la correspondiente validación estadística (variante 

permutacional de ANOVA, Apartado M.5.4.3.4.3.). Concretamente se analizó la 

significación tanto del modelo explicativo propuesto como la de cada uno de los factores 

fisicoquímicos incluidos en el mismo. Analizada la estructura de las comunidades totales 

y potencialmente activas, se procedió a estudiar los perfiles taxonómicos de las mismas, 

profundizando en diferentes rangos y considerando la abundancia relativa de cada uno 

de los taxones. La comparación de la abundancia de los mismos fue realizada en base 

a test estadísticos univariantes (Apartado M.9.). Fueron empleados, concretamente, test 

de naturaleza no paramétrica tras confirmar la distribución asimétrica positiva de la 

abundancia relativa de los taxones en estudio, la cual habitualmente caracteriza las 

comunidades procariotas que habitan ecosistemas naturales (Wagner et al., 2011). 

 Tras realizar el análisis preliminar con el que fueron estudiadas la diversidad α y 

β de las comunidades procariotas de la rizosfera de robles de distinta edad y que 

conforman diferentes formaciones, se pasó a identificar aquellos taxones comunes o 

compartidos pese a las diferencias mencionadas. En primer lugar se procedió a la 

definición del core procarioma o procarioma central o esencial tanto de las poblaciones 

totales como de las potencialmente activas (denominados core-DNA y core-RNA, 

respectivamente), para lo cual se tuvo en consideración los criterios de ubicuidad y 

persistencia detallados en el Apartado M.5.4.6. Reconocidos los OTUs comunes a los 

tres tipos de árboles considerados, se procedió al estudio de la composición taxonómica 

del core-DNA y core-RNA, colapsando dichos OTUs a rangos taxonómicos superiores. 

Dado el interés en conocer la composición de la subpoblación potencialmente activa en 

                                                           
16 El factor sitio de muestreo posee tres niveles (HAF, BRF y XZF) y por lo tanto representa de 
forma implícita tanto la edad de los árboles (centenarios, de unos 17-18 y 48 años, 
respectivamente) como el tipo de formación que conforman (bosque cerrado o maduro, bosque 
mixto abierto y pies sueltos de roble). 
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el momento de muestreo de la forma más certera posible, se descartaron posibles 

phantom taxa o taxones fantasma17 así como OTUs presentes pero para los cuales no 

fueron detectadas secuencias derivadas del rRNA. A tal fin, se definió el core-

compartido (Apartado M.5.4.6), considerando como accesorios todos aquellos OTUs 

exclusivamente registrados en una de las dos librerías. Tomando todos los OTUs del 

core-compartido en conjunto, se calculó la correlación existente entre la abundancia 

relativa de secuencias de rDNA y de secuencias derivadas del rRNA para obtener una 

visión general del potencial metabólico de dicha comunidad. Finalmente, se procedió al 

cálculo del cociente rRNA:rDNA de todos los OTUs del core-compartido. Si bien el punto 

de corte adecuado para clasificar los taxones bacterianos como activos todavía no ha 

sido consensuado aún por la comunidad científica, es conocido que valores 

conservadores del ratio permiten igualmente obtener perfiles ecológicos consistentes 

(Kearns et al., 2016; Bowsher et al., 2019). Por ello, se analizaron únicamente aquellos 

OTUs con un ratio rRNA:rDNA superior o igual a dos.  

II.3. Resultados  

II.3.1. Propiedades fisicoquímicas del suelo bajo la influencia de las raíces 

de Q. pyrenaica 

Los suelos analizados fueron del tipo franco-arenoso en el caso de los sitios BRF 

y XZF, y franco aquel relativo a HAF. Tal y como se detalla en la Tabla II.1, los suelos 

resultaron ser diferentes estadísticamente en cuanto a algunas de las propiedades 

fisicoquímicas medidas. El suelo de BRF y XZF era considerablemente más arenoso 

que aquel del robledal maduro (HAF), siendo por el contrario el contenido en arcilla 

significativamente superior en HAF y BRF respecto a XZF (test HSD de Tukey, p-

valores < 0.048). De forma similar, el porcentaje de agua disponible del suelo de HAF 

resultó superior al determinado en XZF (test HSD de Tukey, p-valor < 0.020). El pH fue 

ligeramente ácido en el sitio BRF y próximo a la neutralidad especialmente aquel 

correspondiente al suelo del robledal maduro; en efecto, el pH (medido en KCl) de 

ambos sitios mostró diferencias significativas (test HSD de Tukey, p-valor = 0.029). A su 

vez, el suelo de ambos sitios resultó significativamente diferente en términos de materia 

orgánica, siendo el valor registrado para HAF aproximadamente dos veces mayor al 

correspondiente a BRF (test HSD de Tukey, p-valor = 0.037). Si bien el contenido en 

carbonatos también fue diferente estadísticamente en ambos sitios, otros parámetros 

fisicoquímicos como el porcentaje de nitrógeno total o la cantidad de algunos nutrientes 

como el fósforo o el potasio no resultaron diferentes en ninguno de los casos (Tabla 

II.1).  

                                                           
17 Los taxones fantasma o phantom taxa son aquellos para los cuales únicamente se detectan 
las secuencias derivadas del rRNA pero no las correspondientes al rDNA en estudios de 
metabarcoding (Klein et al., 2016). Varios factores pueden contribuir a la explicación de este 
fenómeno, entre los que se encuentran aspectos técnicos como la introducción de nucleótidos 
erróneos durante el proceso de retrotranscripción del rRNA. Un insuficiente esfuerzo de muestreo 
puede conllevar la no detección de secuencias de rDNA de individuos que se encuentran 
metabólicamente activos, dando lugar a la generación de phantom taxa. Taxones muy poco 
abundantes pero desproporcionadamente activos también contribuyen a este fenómeno (Klein et 
al., 2016). Así pues, es difícil a priori distinguir entre phantom taxa debidos a factores biológicos 
y aquellos surgidos por posibles artefactos metodológicos. 
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Tabla II.1. Propiedades fisicoquímicas de los suelos bajo la influencia de las raíces de Q. pyrenaica 
correspondientes a las áreas HAF, BRF y XZF. Para cada parámetro se especifica el valor promedio de 

las tres réplicas (correspondientes a cada subárea) ± desviación estándar. Diferentes letras indican 
diferencias significativas entre sitios (test ANOVA seguido de contraste post-hoc HSD de Tukey; test 

Kruskal-Wallis; a un nivel de confianza del 95% en ambos casos). 

Parámetro HAF BRF XZF 

Tipo de suelo Franco Franco-arenoso Franco-arenoso 

Arena (%) 39.55 ± 4.52 a 56.52 ± 0.98 b 59.12 ± 3.45 b 

Limo (%) 47.88 ± 3.57 a 31.90 ± 0.75 a 32.58 ± 1.68
 

a 

Arcilla (%) 12.57 ± 1.00 b 11.58 ± 0.77
 

b 8.30 ± 1.85
 

a 

Agua disponible (%) 17.16 ± 0.83 a 15.75 ± 2.28
 

ab 11.57 ± 1.88
 

b 

pH (H
2
O) 6.76 ± 0.06 a 5.97 ± 0.15

 

a 6.23 ± 0.42
 

a 

pH (KCl) 6.17 ± 0.06 a 5.27 ± 0.06
 

b 5.60 ± 0.36
 

b 

MOSa (%) 5.99 ± 1.88 a 2.72 ± 0.45
 

b 3.49 ± 0.78
 

ab 

N total (%) 0.30 ± 0.05 a 0.17 ± 0.03
 

a 0.25 ± 0.12
 

a 

Ratio C:N  11.20 ± 1.91 a 9.36 ± 0.37
 

a 8.85 ± 2.58
 

a 

Carbonatos (%) 3.03 ± 0.25
 

a 1.47 ± 0.42
 

b 2.80 ± 0.20
 

a 

Salinidad (mS/cm) 0.13 ± 0.02 a 0.09 ± 0.02
 

ab 0.08 ± 0.01
 

b 

P asimilable (mg/kg) 20.33 ± 11.59
 

a 33.67 ± 8.02
 

a 13.00 ± 17.32
 

a 

K asimilable (mg/kg) 433.3 ± 5.77 a 160.0 ± 3.46
 

a 166.67 ± 45.09
 

a 

a MOS, Materia Orgánica del Suelo 

II.3.2. Características generales de los datos de pirosecuenciación y 

diversidad alfa (α) 

 Tras la secuenciación masiva de las regiones hipervariables V3-V4-V5 del gen 

rrs, un total de 147,453 y 132,096 lecturas brutas fueron obtenidas para el conjunto de 

librerías de DNA y RNA, respectivamente. El procesado de las mismas conllevó la 

obtención de 109,236 secuencias de calidad en el caso de las muestras basadas en 

rDNA y 76,310 para aquellas derivadas de rRNA. El número de secuencias brutas y 

limpias obtenidas para cada una de las muestras analizadas se recoge en la Tabla II.2. 

 Las curvas de rarefacción generadas a nivel de OTU (3% de distancia genética) 

tendieron hacia niveles asintóticos, si bien en ningún caso se alcanzó el plateau para el 

esfuerzo de muestreo realizado (Figura II.2). A su vez, los valores promedio de la 

cobertura de Good resultaron elevados en todos los casos, encontrándose 

comprendidos entre el 89.91 y 95.20%, valores correspondientes a las muestras de HAF 

(librerías de DNA y RNA, respectivamente).
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Tabla II.2. Resumen de los parámetros de calidad de la pirosecuenciación e índices de diversidad α calculados para las comunidades procariotas de la rizosfera de 
Q. pyrenaica, tanto para las librerías de DNA como de RNA. Todos los valores fueron computados a un nivel de distancia genética del 3%, y los índices de diversidad α tras 

realizar la rarefacción de las muestras a 2505 secuencias. En el caso de los índices de diversidad α se especifican los valores promedio obtenidos para las tres subáreas ± 
desviación estándar. Diferentes letras latinas indican diferencias significativas entre los sitios muestreados (test ANOVA seguido de contraste post-hoc HSD de Tukey), mientras 

que diferentes letras griegas denotan diferencias significativas entre las librerías de DNA y RNA, en cada sitio (test t de Student). El nivel de confianza considerado para todos 
los test fue del 95%. 

 
Librerías DNA Librerías RNA 

 HAF BRF XZF HAF BRF XZF 

Subárea 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Nº secuencias 

brutas 
17,702 25,545 22,273 7500 13,502 15,495 13,025 19,186 13,225 17,609 14,546 4668 17,021 10,140 19,032 19,561 11,927 17,592 

Nº secuencias de 

calidad 
13,593 18,697 17,731 5180 9701 11,553 9069 13,952 9760 10,583 8586 2505 10,253 5823 11,112 8770 7290 11,388 

Cobertura de 

Good (%) 
94.69 95.53 95.36 88.80 93.13 94.12 92.66 94.70 94.56 93.75 92.52 83.15 93.03 91.69 94.11 91.90 92.09 94.58 

Índices de diversidad α (rarefacción a 2505 secuencias) 

  HAF BRF XZF HAF BRF XZF 

Subárea 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Nº OTUs 

observados 
877 937 888 833 818 849 861 902 787 793 841 785 1002 781 846 961 806 813 

Chao-1 1874.64 ± 91.52 aα 1628.24 ± 39.80 aα 1683.57 ± 237.76 aα 1579.42 ± 168.49 aα 1689.60 ± 323.85 aα 1676.32 ± 292.21 aα 

Shannon (H’) 6.05 ± 0.04 aα 5.96 ± 0.01 aα 5.94 ± 0.11 aα 5.82 ± 0.11 aβ 6.09 ± 0.20 aα 6.02 ± 0.13 aα 

Inv. Simpson 

(1/D)a 
173.92 ± 15.82 aα 171.69 ± 11.34 aα 159.00 ± 29.18 aα 117.26 ± 18.37bβ 230.06 ± 55.25 aα 182.12 ± 14.74 abα 

Pielou (J’)b 0.8912 ± 0.0041 aα 0.8859 ± 0.0016 aα 0.8816 ± 0.0108 aα 0.8765 ± 0.0144 aα 0.9005 ± 0.0138 aα 0.8940 ± 0.0640 aα 

a Inv., Inverso 
b Los valores promedio y desviación estándar del índice de Pielou se especifican con más cifras decimales que el resto de índices para facilitar la interpretación de los datos 
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Figura II.2. Curvas de rarefacción obtenidas a nivel de OTU (3% distancia genética), para las 

muestras basadas en DNA (A) y en RNA (B). La línea vertical (x = 2505 secuencias) indica el tamaño 

muestral más pequeño del conjunto total de muestras, el cual fue seleccionado para realizar la rarefacción 

de las muestras y calcular los índices de diversidad α. 

 Los índices de diversidad α fueron calculados realizando un submuestreo 

aleatorio al tamaño muestral más pequeño, siendo este de 2505 secuencias, registrado 

para la réplica 3 del sitio HAF (librería de RNA). Tal y como se muestra en la Tabla II.2, 

no se detectaron diferencias significativas en términos de riqueza (Chao-1), ni entre las 

diferentes librerías, ni entre los sitios analizados en cada caso. Ciertas diferencias 

significativas fueron detectadas al comparar los índices de diversidad α 

correspondientes a los tres sitios analizados en base a la librería de RNA. 

Concretamente, el Inverso de Simpson de la comunidad que habita el sitio HAF fue 
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significativamente inferior respecto a la correspondiente del sitio BRF (test HSD de 

Tukey, p-valores < 0.020). 

 Por el contrario, la diversidad de las comunidades procariotas totales (librería de 

DNA) y potencialmente activas (librería de RNA) resultó elevada y similar en todos los 

sitios muestreados. Cabe destacar que tan solo para el robledal maduro ubicado en HAF 

se obtuvieron valores significativamente superiores en la librería de DNA respecto a 

aquella de RNA para los índices de Shannon e Inverso de Simpson (test de Mann-

Whitney U, p-valores < 0.023). 

II.3.3. Diversidad beta (β) de las comunidades procariotas 

 El análisis de la diversidad β fue realizado considerando el conjunto total de 

datos. Inicialmente se llevó a cabo un análisis de coordenadas principales en base a la 

distancia Weighted UniFrac, el cual demostró la relativa multidimensionalidad de los 

datos ya que aproximadamente el 81% de la varianza se encontraba explicada por hasta 

cuatro dimensiones. Tal y como se puede observar en la Figura II.3, con dos ejes fue 

posible explicar una considerable proporción de la varianza existente en los datos 

(67.4%). La primera coordenada permitió agrupar las muestras en base al tipo de librería 

considerada, quedando las muestras relativas a las librerías de DNA agrupadas entre sí 

pero claramente separadas de aquellas correspondientes a las librerías de RNA. Esta 

observación fue contrastada mediante análisis PERMANOVA, el cual demostró que las 

comunidades procariotas totales (librerías de DNA) y potencialmente activas (librerías 

de RNA) eran diferentes estadísticamente en cuanto a las relaciones evolutivas y la 

abundancia de los OTUs que las componen (Flibrería = 18.388, R2
librería = 0.443, p-

valorlibrería = 0.001).  
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Figura II.3. Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las comunidades procariotas que habitan 

la rizosfera de Q. pyrenaica. El PCoA fue realizado a nivel de OTU (3% de distancia genética) y en base 

a la medida de distancia Weighted UniFrac. Los valores incluidos entre paréntesis indican el porcentaje de 

la varianza observada explicada por cada uno de los correspondientes ejes. Los números localizados 

encima de cada círculo o triángulo coloreado indican la subárea a la que corresponde cada muestra. 

Atendiendo al PCoA (Figura II.3) también se pudo apreciar que las muestras se 

encontraban distribuidas a lo largo del segundo eje, siendo las comunidades procariotas 

de HAF y BRF las más distantes en base a ambas librerías. El análisis PERMANOVA 

reveló que aunque el sitio de muestreo tenía relevancia estadística en la distribución de 

las muestras, la contribución de este factor era moderada (FSitio= 3.940, R2
Sitio = 0.190, 

p-valorSitio = 0.002). A su vez, cabe destacar la mayor diversidad β de las muestras 

correspondientes a las librerías de RNA (en comparación con las correspondientes al 

rDNA), reflejada en una mayor separación de las mismas a lo largo de la segunda 

coordenada del PCoA.  

Dada la elevada contribución a la separación de las comunidades procariotas del 

tipo de ácido nucleico (librería) considerado, las muestras basadas en rDNA y las 

derivadas de rRNA fueron analizadas separadamente. En este caso, los análisis 

PERMANOVA revelaron que las comunidades procariotas rizosféricas eran 

significativamente diferentes en función del sitio analizado, tanto en el caso de las 

poblaciones totales como de las potencialmente activas (FrDNA
Sitio

= 2.937, R
2

rDNA

Sitio
= 0.495, 

p-valor
rDNA
Sitio

= 0.003; FrRNA
Sitio

= 2.666, R
2

rRNA

Sitio
= 0.470, p-valor

rRNA
Sitio

 = 0.020). Cabe destacar 

que la robustez de los test PERMANOVA fue avalada con los resultados del análisis 

PERMDISP2, con el que fue posible deducir que la dispersión de los grupos de muestras 

correspondientes a los tres sitios era homogénea en el caso de ambas librerías 

(FrDNA
Sitio

= 0.950, p-valor
rDNA
Sitio

 = 0.467; FrRNA
Sitio

= 0.773, p-valor
rRNA
Sitio

 = 0.486). De esta forma se 

demostró que las diferencias observadas entre las muestras consideradas eran debidas 
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exclusivamente a diferencias reales entre el centroide de los grupos de muestras, y no 

a diferencias en la betadispersión. 

Pese a que los análisis PERMANOVA permitieron observar que las comunidades 

procariotas que habitan la rizosfera de los robles localizados en HAF, BRF y XZF son 

diferentes (tanto las poblaciones totales como las potencialmente activas), no fue 

posible realizar el análisis PERMANOVA por parejas dada la descrita ineficiencia de 

esta herramienta para los bajos niveles de replicación (Martinez-Arbizu, comunicación 

personal). No obstante, atendiendo al gráfico de ordenación PCoA (en concreto, al 

segundo eje), se pudo observar que las muestras correspondientes a HAF y BRF eran 

las que se encontraban más alejadas. Ello sugiere que dichas comunidades podrían ser 

entre las que residieran las diferencias registradas en los análisis PERMANOVA. 

II.3.4. Relación entre la estructura de las comunidades procariotas de la 

rizosfera de roble melojo y las propiedades fisicoquímicas del suelo  

 Con el objetivo de determinar si las propiedades edáficas determinadas son 

responsables en algún grado de la explicación de la varianza existente entre las 

diferentes comunidades procariotas, se llevó a cabo un análisis de constricción de tipo 

CAP por cada una de las librerías en estudio.  

 Inicialmente se eliminaron del análisis todas aquellas variables ambientales 

colineales, manteniendo únicamente el contenido en agua disponible, en materia 

orgánica, en nitrógeno total y en fósforo asimilable, el pH (medido en agua) y la salinidad, 

siendo los valores VIF inferiores a 5.04. 

 Mediante el análisis de constricción CAP se pudo observar que en el caso de las 

muestras basadas en rDNA, entre las dos primeras coordenadas se lograba explicar un 

44.2% de la varianza de los datos (Figura II.4A). Las muestras correspondientes a los 

sitios HAF y XZF se agruparon en su mayoría en el eje 1 positivo, quedando separadas 

de las relativas a BRF. Sin embargo, según el gráfico de ordenación, la dispersión del 

grupo formado por las tres réplicas de XZF fue considerable, de tal forma que a lo largo 

de la segunda coordenada (la cual explicaba casi el mismo porcentaje de varianza que 

la primera) las muestras de BRF se encontraban entre aquellas de HAF y XZF (Figura 

II.4A). Cabe destacar que el modelo planteado a partir de las variables no colineales 

comentadas resultó estadísticamente no significativo (test de permutación similar a 

ANOVA, p-valor
rDNA
Modelo

= 0.270). El mismo test estadístico aplicado a cada una de las 

variables incluidas en el mismo demostró que la abundancia relativa y las relaciones 

filogenéticas de los OTUs que componen dichas comunidades procariotas no pueden 

ser estimadas a partir de las mismas (p-valores
rDNA
Factori > 0.068).  

En el caso de la librería de RNA, el porcentaje de la varianza explicada por las 

dos primeras coordenadas se encontraba próximo al 60%, aunque en este caso no pudo 

apreciarse un patrón de ordenación de las muestras bien definido. Tan solo en el primer 

eje las muestras correspondientes al robledal maduro (HAF) se encontraban separadas 

de aquellas relativas al sitio BRF, sin embargo se apreció una elevada dispersión de las 

réplicas de BRF y XZF a lo largo de la segunda coordenada. En tanto, el pH (medido en 

agua) y el contenido en materia orgánica del suelo resultaron tener un efecto significativo 

sobre las comunidades procariotas potencialmente activas (test de permutación similar 
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a ANOVA, p-valor
rRNA
pH (H2O)

 = 0.040; p-valor
rRNA
MOS

 = 0.048). Así pues, y tal y como se aprecia 

en la Figura II.4B), el pH y el contenido en materia orgánica se encontraban 

correlacionados negativamente con la primera coordenada fundamentalmente. 
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Figura II.4. Análisis Canónico de Coordenadas Principales (CAP) de las comunidades procariotas 
totales (librerías de DNA) (A) y potencialmente activas (librerías de RNA) (B) de la rizosfera de Q. 
pyrenaica. En ambos casos el análisis fue realizado a nivel de OTU (3% distancia genética) y en base a la 

medida de distancia Weighted UniFrac, incluyendo en el modelo tan solo las variables de constricción no 
colineales (VIF < 10). Los valores incluidos entre corchetes indican el porcentaje de la varianza observada 

explicada por cada uno de los correspondientes ejes. Los parámetros fisicoquímicos que se encuentran 
dentro de un recuadro rojo son aquellos que resultaron estadísticamente significativos según el test de 
permutación similar a ANOVA, a un nivel de confianza del 95%. Los números localizados encima de cada 
círculo o triángulo coloreado indican la subárea a la que corresponde cada muestra. El nombre completo 
de los parámetros fisicoquímicos puede consultarse en la Tabla II.1. 
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II.3.5. Composición de las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. 

pyrenaica  

 Mediante el análisis del conjunto total de secuencias de calidad, se estudiaron 

los perfiles taxonómicos de las comunidades procariotas que habitan la rizosfera de 

roble melojo. Teniendo en cuenta tanto las librerías de DNA como aquellas de RNA, se 

detectaron secuencias correspondientes a 25 phyla procarióticos conocidos, siendo la 

abundancia relativa promedio de diez de ellos superior al 1% en al menos uno de los 

sitios estudiados (Tabla II.3). Cabe destacar que del total de phyla procariotas 

detectados, dos pertenecían al dominio Archaea (Euryarchaeota y Thaumarchaeota), si 

bien el primero no fue ni tan siquiera detectado en las muestras de HAF de las librerías 

de RNA.  

Tabla II.3.  Distribución de los phyla mayoritarios (> 1%) en al menos uno de los sitios en estudio 
(HAF, BRF y XZF), considerando las librerías de DNA y RNA. Se especifica el valor de la abundancia 
relativa promedio de cada phylum obtenido para las tres subáreas de cada sitio en estudio (%) ± desviación 

estándar. Diferentes letras latinas indican diferencias estadísticamente significativas entre sitios, para cada 
una de las librerías consideradas (test Kruskal-Wallis seguido de contraste post-hoc de Dunn). Letras 
griegas distintas indican diferencias significativas en la abundancia relativa de los phyla entre un tipo de 
librería y otro (test Mann-Whitney U). El nivel de confianza considerado para todos los test estadísticos fue 

del 95%. 

 Librerías DNA Librerías RNA 

  HAF BRF XZF HAF BRF XZF 

Proteobacteria  
31.45 ± 3.08 

aα 

25.90 ± 1.99 

aα 

26.95 ± 4.37 

aα 

52.41 ± 4.26 

aß 

37.45 ± 4.96 

bß 

47.73 ± 5.15 

abß 

Acidobacteria 
22.86 ± 2.86 

aα 

24.81 ± 1.61 

aα 

21.51 ± 3.31 

aα 

17.07 ± 3.40 

aß 

19.96 ± 1.20 

aß 

15.06 ± 2.53 

aß 

Bacteroidetes 
13.03 ± 1.30 

aα 

11.81 ± 5.02 

aα 

21.35 ± 1.89 

aα 

9.67 ± 1.93 

aα 

4.94 ± 2.22 

aß 

7.53 ± 3.78 

aß 

Actinobacteria 
6.43 ± 2.35 

aα 

6.04 ± 1.82 

aα 

3.71 ± 0.80 

aα 

5.79 ± 1.02 

aα 

13.27 ± 3.57 

aß 

10.55 ± 4.86 

aß 

Verrucomicro-

bia 

5.15 ± 2.83 

aα 

6.52 ± 2.53 

aα 

5.99 ± 3.16 

aα 

1.45 ± 0.21 

aß 

1.65 ± 0.86 

aß 

1.70 ± 1.04 

aα 

Planctomycetes 
3.51 ± 0.14 

aα 

2.78 ± 0.89 

aα 

3.08 ± 0.73 

aα 

2.18 ± 0.19 

aß 

3.20 ± 0.63 

aα 

2.77 ± 0.82 

aα 

Gemmatimona-

detes 

3.15 ± 0.34 

aα 

4.16 ± 1.47 

aα 

3.18 ± 1.20 

aα 

0.64 ± 0.25 

aß 

2.35 ± 0.73 

bß 

1.25 ± 0.58 

abα 

Candidate 

division WPS-2 

0.55 ± 0.01 

aα 

0.68 ± 0.06 

aα 

0.42 ± 0.05 

aα 

0.69 ± 0.29 

aα 

1.20 ± 0.64 

aα 

0.88 ± 0.36 

aß 

Chloroflexi 
0.62 ± 0.19 

aα 

0.98 ± 0.30 

aα 

0.71 ± 0.24 

aα 

0.58 ± 0.34 

aα 

1.27 ± 1.21 

aα 

0.45 ± 0.15 

aα 

Candidate 

division WPS-1 

0.38 ± 0.09 

aα 

0.74 ± 0.54 

aα 

0.57 ± 0.44 

aα 

0.32 ± 0.15 

aα 

1.31 ± 0.56 

aα 

0.83 ± 0.29 

aα 

 

 Las librerías de DNA se encontraban fundamentalmente representadas por los 

phyla Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia y 

Planctomycetes, los cuales supusieron aproximadamente el 80% de las secuencias de 

DNA registradas en cada uno de los respectivos sitios analizados (Figura II.5B). La 

distribución de dichos taxones a lo largo de los mismos resultó estable y homogénea. 

Concretamente, la abundancia relativa de los phyla mayoritarios en HAF, BRF y XZF no 

resultó significativamente diferente (test Kruskal-Wallis, p-valores < 0.061). 
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Las comunidades procariotas potencialmente activas también se encontraron 

marcadas por los phyla predominantes anteriormente mencionados, sin embargo en 

este caso la distribución de los mismos varió en función del sitio considerado (Figura 

II.5B). Así, Proteobacteria – phylum dominante en los tres sitios en estudio – resultó 

significativamente más abundante en HAF que en BRF (test Kruskal-Wallis seguido de 

contraste post-hoc de Dunn, p-valor = 0.038), encontrándose por el contrario 

Gemmatimonadetes menos representado en el robledal maduro que en el pinar 

reforestado, BRF (test Kruskal-Wallis seguido de contraste post-hoc de Dunn, p-

valor = 0.045; Tabla II.3). 

Figura II.5. Abundancia relativa promedio de los phyla mayoritarios que habitan la rizosfera de Q. 
pyrenaica, en base a las librerías de DNA (A) y RNA (B). En el grupo artificial Otros (< 1%) se incluyen 
todos aquellos phyla representados por menos de un 1% de las secuencias de las librerías 
correspondientes. No clasificados hace referencia a aquellos phyla que no pudieron ser identificados con 
ningún otro presente en la base de datos empleada. Los datos referentes a las diferencias significativas en 
la abundancia relativa de los phyla considerados entre los sitios muestreados y entre librerías se recogen 

en la Tabla II.3. 

Aunque la composición de las comunidades procariotas totales y potencialmente 

activas resultó muy similar en cuanto a los principales phyla, la abundancia relativa de 

ocho de ellos resultó ser significativamente diferente. Específicamente, el porcentaje de 

secuencias adscritas al phylum Proteobacteria en las librerías de DNA osciló entre 25.90 

y 31.45%, mientras que dichos registros fueron considerablemente superiores en las 

librerías de RNA (37.45-52.41%, Tabla II.3). Asimismo, la abundancia relativa promedio 

de las actinobacterias detectadas en el sitio BRF y en las librerías de RNA fue 

aproximadamente dos veces superior a la registrada en dicho sitio en relación a las 

comunidades totales (librerías de DNA). En tanto, en determinados sitios otros phyla 

como Acidobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes y 

Gemmatimonadetes se encontraban significativamente más representados en la librería 

de DNA que en la correspondiente basada en RNA (ver Tabla II.3 y Figura II.5B).  
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II.3.6. Descripción del core-DNA, core-RNA y core-compartido procarióticos 

de la rizosfera de Q. pyrenaica 

 Teniendo en cuenta los parámetros de ubicuidad (presencia de los individuos en 

todos los sitios en estudio) y persistencia de al menos 55.5% (incidencia de los mismos 

en al menos cinco de las nueve muestras consideradas), se definió el core procarioma 

rizosférico total (librerías de DNA) y potencialmente activo (librerías de RNA). De los 

5718 OTUs totales registrados en la librería de DNA, el 18.7% cumplía con los criterios 

arriba mencionados (Figura II.6 A, panel izquierdo), suponiendo un 81.1% de las 

secuencias totales de rDNA (Figura II.6 A, panel derecho). En tanto, los tres sitios de 

muestreo compartieron 869 de los 5219 OTUs potencialmente activos registrados, de 

manera que el core-RNA se encontraba constituido por aproximadamente el 79% de las 

secuencias totales derivadas del rRNA rizosférico (Figura II.6B, panel derecho). En la 

Tabla II.4 se detalla el aporte de OTUs a los respectivos core por cada subárea en 

estudio. 
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Figura II.6. Porcentaje de OTUs (izquierda) y de secuencias que supusieron los OTUs (derecha) del 
core-DNA y core-RNA (A y B, respectivamente). C) Diagrama de Venn que muestra el número de 
OTUs que componen el core-compartido. Todos aquellos OTUs detectados en los tres sitios en estudio 

(HAF, BRF, XZF) y en al menos 5 de las 9 muestras fueron considerados como OTUs de los 
correspondientes core. Además, se indica el porcentaje de OTUs que no cumplen dicho criterio, clasificados 
como Otros (A y B), y el número de OTUs específicos de las librerías de DNA y RNA, esto es, accesorios 

(C). 
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Tabla II.4. Distribución del número de OTUs que forman parte del core-DNA y/o core-RNA por cada 
subárea y sitio de muestreo. 

Sitio Subárea Core-DNA Core-RNA 

HAF 

1 857 718 

2 934 715 

3 909 488 

BRF 

1 680 714 

2 859 614 

3 881 744 

XZF 

1 765 709 

2 897 643 

3 476 741 

 
 Con el objeto de estudiar aquellos OTUs que habitan la rizosfera de roble melojo 

y podrían encontrarse activos, el core-DNA y el core-RNA fueron comparados entre sí, 

detectándose 593 OTUs que se encontraban en ambos core (Figura II.6C). Para el 

44.42% de los OTUs que forman el core-DNA no fueron detectadas secuencias 

derivadas del rRNA en el correspondiente core-RNA, mientras que el porcentaje de 

potenciales phantom taxa (OTUs detectados exclusivamente en las librerías de RNA) 

fue del 31.76%. 

 Teniendo en cuenta que los OTUs que forman parte del core-compartido se 

corresponden con individuos que están presentes en la rizosfera de diferentes tipos de 

roble, se pasó a considerar todos los individuos que componen el core-DNA y el core-

RNA como sólo dos comunidades, independientemente de la abundancia relativa de los 

mismos en cada uno de los sitios en estudio (HAF, BRF, XZF).  

Cabe destacar que se pudo apreciar una correspondencia absoluta entre la 

composición del core-DNA y del core-RNA a nivel de phylum (Figura II.7A y B). Sin 

embargo, el porcentaje de secuencias de cada phylum por el que los core se 

encontraban representados no coincidió completamente. 

Conviene señalar que aunque en la rizosfera de algunos de los robles se 

pudieron detectar OTUs adscritos al dominio Archaea (Apartado II.3.5.), ninguno de los 

core se encontraba formado por OTUs pertenecientes a dicho dominio18. Mientras el 

core-DNA se hallaba representado fundamentalmente por los phyla Proteobacteria, 

Acidobacteria, Bacteroidetes y Verrucomicrobia (los cuales supusieron un total de 

77.93% de las secuencias del core-DNA; Figura II.7A), más de la mitad de las 

secuencias que componían el core bacterioma potencialmente activo correspondían al 

phylum Proteobacteria (Figura II.7B). En suma, aproximadamente el 80% de las 

secuencias derivadas del rRNA se hallaban relacionadas con solo tres phyla, 

concretamente el anteriormente mencionado, Acidobacteria y Actinobacteria. 

 

                                                           
18 Dado que no fueron detectadas secuencias correspondientes al dominio Archaea en ninguno 
de los core analizados, de aquí en adelante estos serán considerados como core bacterioma. 
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Figura II.7. Composición del core bacterioma total (A) y core bacterioma potencialmente activo (B) a 
nivel de phylum. Los valores expresan porcentualmente la cantidad de secuencias registradas para cada 
phylum con respecto al total de secuencias que componen cada uno de los core. Entre paréntesis se indica 
en color amarillo y azul el número de OTUs adscritos al correspondiente phylum en el core de DNA y RNA, 
respectivamente. El grupo artificial Otros phyla (< 1%) engloba todos aquellos phyla que se encuentran 
representados por menos del 1% del total de secuencias que componen cada core; No clasificados incluye 
a todos aquellos phyla que no pudieron ser identificados con ningún otro presente en la base de datos 

empleada. 

 La composición de ambos core fue analizada a rangos taxonómicos inferiores. 

Concretamente, se profundizó en las diferentes clases, órdenes y familias 

pertenecientes a Proteobacteria, por tratarse del phylum numéricamente dominante en 

ambos core bacteriomas. En los dos casos se detectaron las clases Alpha-, Beta-, Delta- 

y Gammaproteobacteria, siendo la primera de ellas la predominante en ambos core. Tal 

y como se muestra en la Figura II.8A, Rhizobiales – orden perteneciente a la clase 

Alphaproteobacteria – resultó el orden más numeroso del core-DNA. Por otro lado, el 

core bacterioma potencialmente activo se encontraba extensamente representado por 

el mencionado orden así como por Caulobacterales (Figura II.8A), si bien este orden 

supuso tan solo un 0.66% del total de secuencias del core-DNA. En el caso del core-

RNA, dos familias dirigían la clase Alphaproteobacteria: Caulobacteraceae y una familia 

no clasificada adscrita al orden Rhizobiales. Estas se encontraron representadas, 

respectivamente, por más de un 6 y 5% del total de secuencias del mencionado core. 

Destaca también la semejante representación de la familia Bradyrhizobiaceae en ambos 

core bacteriomas (Tabla II.5). 
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Figura II.8. Abundancia relativa, expresada porcentualmente, de los órdenes detectados 
pertenecientes al phylum Proteobacteria en el core-DNA y core-RNA. Se representan las clases 
Alphaproteobacteria (A), Betaproteobacteria (B), Deltaproteobacteria (C) y Gammaproteobacteria (D). No 
clasificados hace referencia a aquellos órdenes que no pudieron ser identificados con ningún otro presente 
en la base de datos empleada. i. s., incertae sedis. 

En el caso de las clases Beta- y Deltaproteobacteria, la predominancia de ciertos 

órdenes en los dos tipos de core estudiados fue notoria. Cabe destacar que, en el core 

bacterioma total (DNA), la mayoría de las secuencias detectadas de la clase 

Betaproteobacteria no se encontraban identificadas con ningún orden descrito hasta la 

fecha del procesamiento de datos. Fue por tanto Burkholderiales el orden conocido para 

el cual se detectó un mayor porcentaje de secuencias, tanto a nivel de rDNA como de 

aquellas derivadas del rRNA (2.29 y 6.40%, respectivamente). Sin embargo, es de 

remarcar la considerable representación en el core-RNA de familias que no pudieron ser 

identificadas con ninguna otra conocida a pesar de encontrarse clasificadas en dicho 

orden (60.31% de las secuencias correspondientes al orden Burkholderiales, Tabla II.5). 

Como se muestra en la Figura II.8C, relativa a la clase Deltaproteobacteria, la 

dominancia del orden Myxococcales fue considerable, tanto en el core bacterioma total 

como en el potencialmente activo. En efecto, el 79.77% de las secuencias 

correspondientes a Deltaproteobacteria fueron asignadas a dicho orden (a nivel de 

rDNA), 87.45% en el caso del core-RNA. Destaca el alto porcentaje de secuencias 

derivadas del rRNA que no pudieron ser adscritas a ninguna familia conocida de este 

orden (Tabla II.5). 
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Por otro lado, en el caso de la clase Gammaproteobacteria pudo observarse un 

patrón muy similar al obtenido para Betaproteobacteria, registrándose una considerable 

proporción de secuencias no clasificadas a nivel de orden, en sendos core-bacteriomas 

(Figura II.8D). Entre los órdenes identificados, Xanthomonadales supuso el 33.17 y 

33.23% de las secuencias totales de rDNA y derivadas del rRNA, respectivamente. Sin 

embargo, en el core-RNA, la representación del mencionado orden resultó muy similar 

a la de Pseudomonadales (28.62% de las secuencias registradas para la clase 

Gammaproteobacteria). Tal y como se detalla en la Tabla II.5, el orden 

Pseudomonadales se encontraba dirigido exclusivamente por la familia 

Pseudomonadaceae. 

Tabla II.5. Distribución de las familias adscritas a los diferentes órdenes y clases del phylum 
Proteobacteria, en el core-DNA y core-RNA rizosférico de Q. pyrenaica. Los valores hacen referencia 

a la cantidad de secuencias detectadas de cada familia respecto al total de secuencias que componen cada 
uno de los core, y estos se encuentran expresados porcentualmente (%). 

Clase Ordena Familiaa,b Core-DNA Core-RNA 

Alphaproteobacteria 

Rhizobiales 

Bradyrhizobiaceae 2.47 2.17 

Hyphomicrobiaceae 0.34 0.82 

Phyllobacteriaceae 0.31 0.36 

Rhizobiaceae 0.12 0.13 

Rhizobiales i.s 0.07 0.33 

Xanthobacteraceae 0.04 0.07 

Methylocystaceae 0.02 0.00 

Methylobacteriaceae 0.01 0.11 

Beijerinckiaceae 0.00 0.03 

No clasificadas 3.26 5.17 

Sphingomonadales 

Sphingomonadaceae 1.24 1.41 

Erythrobacteraceae 0.08 0.08 

No clasificadas 0.00 0.00 

Rhodospirillales 

Rhodospirillaceae 0.40 0.87 

Acetobacteraceae 0.21 1.03 

No clasificadas 0.47 1.66 

Caulobacterales 

Caulobacteraceae 0.61 6.68 

Hyphomonadaceae 0.05 0.20 

No clasificadas 0.00 0.00 

Alphaproteobacteria i.s 
Micropepsaceaec 0.32 0.37 

No clasificadas 0.00 0.00 

Rhodobacterales 
Rhodobacteraceae 0.08 0.03 

No clasificadas 0.00 0.00 

Betaproteobacteria 

Burkholderiales 

Comamonadaceae 0.76 1.98 

Oxalobacteraceae 0.48 0.36 

Burkholderiaceae 0.16 0.20 

No clasificadas 0.88 3.86 

Nitrosomonadales 
Nitrosomonadaceae 0.06 0.10 

No clasificadas 0.00 0.00 

Rhodocyclales 
Rhodocyclaceae 0.04 0.05 

No clasificadas 0.00 0.00 

Methylophilales 
Methylophilaceae 0.01 0.00 

No clasificadas 0.00 0.00 



Resultados 

 

172 
 

Clase Ordena Familiaa,b Core-DNA Core-RNA 

Deltaproteobacteria 

Myxococcales 

Polyangiaceae 0.27 1.89 

Cystobacteraceae 0.26 1.33 

Nannocystaceae 0.00 0.05 

Haliangiaceae 0.00 0.03 

No clasificadas 1.53 7.50 

Bdellovibrionales 
Bdellovibrionaceae 0.06 0.08 

No clasificadas 0.00 0.00 

Syntrophobacterales No clasificadas 0.03 0.04 

Gammaproteobacteria 

Xhantomonadales 

Xanthomonadaceae 0.40 0.39 

Sinobacteraceae 0.31 0.24 

No clasificadas 0.09 0.06 

Pseudomonadales 
Pseudomonadaceae 0.18 0.60 

No clasificadas 0.00 0.00 

Legionellales 

Coxiellaceae 0.06 0.00 

Legionellaceae 0.06 0.00 

No clasificadas 0.00 0.00 

Gammaproteobacteria i.s 

Thioprofundaceaec 0.03 0.03 

Solimonadaceaec 0.02 0.01 

No clasificadas 0.00 0.00 

a i.s, incertae sedis.  
b No clasificadas, familias que no fueron identificadas con ninguna otra conocida. 
c Familias clasificadas según LPSN (Euzéby, 1997). 

  

II.3.7. Identificación de taxones del core-compartido de la rizosfera de Q. 

pyrenaica con actividad potencial  

 Tal y como se muestra en la Figura II.6C, 593 OTUs fueron detectados en ambos 

core-bacteriomas, formando por tanto parte del core-compartido y siendo por ende 

candidatos a encontrarse metabólicamente activos en la rizosfera de roble melojo en el 

momento de muestreo. Tomando los 593 OTUs en conjunto, la abundancia relativa de 

los mismos determinada en base a las secuencias de rDNA se encontraba 

significativamente correlacionada con aquella abundancia calculada en base a las 

secuencias derivadas del rRNA (test de correlación de Spearman, ρ = 0.544, p-

valor = 2.2 · 10-6; test de correlación de Kendall, τ = 0.380, p-valor =2.2 · 10-6).   

Aunque la correlación detectada fue moderadamente positiva, en la Figura II.9 

se puede apreciar que el porcentaje de secuencias de rDNA detectado para algunos 

OTUs se encontraba fuertemente alejado del correspondiente porcentaje calculado en 

base a las secuencias derivadas del rRNA. 
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Figura II.9. Relación existente entre la abundancia relativa de cada uno de los 593 OTUs del core-
compartido determinada en base a las secuencias de rDNA y aquella determinada en base a las 

secuencias derivadas del rRNA. La recta azul de ecuación y = x representa la recta que hipotéticamente 

se obtendría en caso de detectarse una correlación absoluta entre ambas variables, para los 593 OTUs del 
core-compartido.     

Ante la cierta desproporción apreciada entre la abundancia relativa calculada en 

base a ambos tipos de ácidos nucleicos, se computó el ratio rRNA:rDNA para cada uno 

de los OTUs del core-compartido. Los valores de dicha proporción se encontraban 

comprendidos en un rango considerablemente amplio, siendo el mínimo y máximo de 

0.046 y próximo a 29, respectivamente (Figura II.10A). Aproximadamente 73.5% de los 

OTUs compartidos poseían un ratio rRNA:rDNA asociado inferior a 2 (Figura II.10A), 

siendo la abundancia relativa de los mismos (librería de DNA) considerablemente baja 

en la mayoría de los casos. Tal es así que tan solo 15 de los 157 OTUs para los cuales 

se registró un ratio superior o igual a 2, fueron representados por más de un 0.1% de 

las secuencias de dicha librería (Figura II.10B). 

En cuanto a la adscripción taxonómica de los 157 OTUs con mayor valor de dicho 

ratio (≥ 2), cabe destacar que 64.33% de los mismos no pudieron ser identificados con 

ningún género conocido. Tal es así que 79 de los 157 OTUs en consideración no se 

encontraban clasificados ni tan siquiera a nivel de familia. De todos ellos, 24 

pertenecieron al orden Myxococcales. 

Nueve de los 157 OTUs cuyo valor del ratio rRNA:rDNA era superior o igual a 2 

se encontraban adscritos a la familia Caulobacteraceae, perteneciendo a su vez cuatro 

de ellos al género Phenylobacterium. Destacan los OTUs 00010 y 00018 pertenecientes 

al mencionado género por el elevado ratio rRNA:rDNA asociado (13.56 y 8.83, 

respectivamente) y su abundancia relativa superior al 1% tanto en la librería de RNA 

como de DNA (Figura II.10B y C). 
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II.4. Discusión 

 Ante el evidente estado de degradación de las masas de Q. pyrenaica y la 

reducción de su área de distribución, en este trabajo se pretendió desarrollar una 

aproximación basada en el análisis del procarioma rizosférico de esta especie como 

primer paso hacia la búsqueda de inoculantes bacterianos con los que llevar a cabo 

tareas de repoblación. Para ello, se estudió la estructura y composición de las 

Figura II.10. Distribución del ratio 
rRNA:rDNA y la abundancia relativa de los 
OTUs que forman parte del core-
compartido de la rizosfera de Q. pyrenaica. 
A) Histograma que indica la proporción de 

OTUs (3% distancia genética) que muestran el 
rango de ratios rRNA:rDNA detectado, del 
conjunto de los 593 OTUs que forman el core-

compartido. Nótese que el eje X se encuentra 
quebrado para la mejor presentación de los 
datos. B) Abundancia relativa (a nivel de DNA 
y RNA) y C) ratio rRNA:rDNA de los OTUs que 

forman parte del core-compartido y se 
encuentran representados por más del 0.1% 
de las secuencias de ambas librerías. En los 
casos A) y C) la línea punteada vertical denota 
el punto de corte del ratio rRNA:rDNA 
seleccionado. En los casos B) y C) se muestra 
la clasificación taxonómica de los OTUs a nivel 
de género. No clasificado hace referencia a 

aquellos OTUs adscritos a géneros no 
identificados con ninguno otro conocido. 
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comunidades que habitan la rizosfera de robles de diferente edad y que constituyen 

diferentes tipos de formaciones forestales (bosque cerrado formado por individuos 

longevos, HAF; pinar quemado en 1995 y subsecuentemente repoblado con plantones 

de roble melojo, BRF; pies sueltos de Q. pyrenaica desarrollados tras el abandono en 

1965 de una plantación de sorgo, XZF). La diversidad taxonómica y funcional de la 

comunidad procariota de la rizosfera de individuos de esta especie localizados en los 

sitios HAF y XZF ha sido estudiada previamente mediante una aproximación 

metagenómica (Cobo-Díaz et al., 2017). Sin embargo, dichos autores realizaron sus 

observaciones en base a una secuenciación shotgun de DNA, analizando los perfiles 

taxonómicos de las comunidades a niveles de profundidad menores (phylum) y 

estudiando determinadas rutas metabólicas. Así pues, los análisis realizados en este 

trabajo en base tanto al DNA como al RNA procariótico suponen una complementación 

a los resultados obtenidos por Cobo-Díaz y colaboradores (2017), y un paso adicional 

hacia el estudio de la microbiota de esta especie leñosa. 

 El suelo rizosférico de los tres sitios analizados resultó diferente en cuanto a 

algunas de sus propiedades fisicoquímicas. Las diferencias observadas en el contenido 

en arena y arcilla podrían ser la causa que explicase la diferente proporción de agua 

disponible en los suelos en estudio. De forma general, en el suelo las partículas 

texturales de mayor tamaño son aquellas de arena, siendo las de arcilla las de inferior 

tamaño. Así, el espacio poroso de un suelo rico en arcilla es mayor que el 

correspondiente al de un suelo predominantemente arenoso, por lo que aquellos 

arcillosos se caracterizan por tener mayor capacidad de retener el agua y por la peor 

capacidad de drenaje que los arenosos (FAO, 2019). Por tanto, el menor contenido en 

arena pero mayor proporción de arcilla del suelo de HAF con respecto al de XZF podría 

justificar la mayor cantidad de agua disponible del suelo del robledal maduro. Sin 

embargo, esta hipótesis es difícil de verificar considerando el suelo de BRF. Este no 

mostró un contenido en agua disponible significativamente diferente respecto al suelo 

de ninguno de los otros dos sitios sino una cantidad intermedia entre ambos, pero sí un 

porcentaje similar de arcilla y arena con respecto a HAF y XZF, respectivamente. Por 

otro lado, el pH edáfico de los sitios en estudio se encontraba próximo a la neutralidad 

o era ligeramente ácido, tal y como era de esperar dada la frecuencia con la que esta 

especie forestal se desarrolla en suelos silicícolas y sustratos ácidos. En efecto, Cobo-

Díaz y colaboradores (2017) ya registraron previamente valores muy similares de pH 

del suelo de las zonas HAF y XZF. Dichos hallazgos se encuentran en línea con las 

propiedades generales de los suelos forestales, los cuales tienden a ser ricos en 

compuestos polifenólicos que caracterizan la hojarasca depositada, y que conducen a 

cierta acidificación de los mismos (Li et al., 2014).  

Aunque los suelos de los sitios en estudio resultaron diferentes entre sí en cuanto 

a varios parámetros fisicoquímicos, el contenido en materia orgánica fue uno de los que 

mostró diferencias en mayor magnitud, si bien todos los suelos resultaron pobres en 

materia orgánica. El suelo obtenido del robledal maduro (HAF) era considerablemente 

más rico en materia orgánica que aquel de BRF, zona quemada durante un incendio y 

posteriormente reforestada con pies de roble melojo. Otros autores han demostrado en 

estudios anteriores que los incendios forestales pueden conducir a niveles más bajos 

de materia orgánica en comparación con suelos no afectados por el fuego (Cobo-Díaz 

et al., 2015). Sin embargo, BRF y XZF (zonas sin signos de haber sido afectadas por un 
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incendio) no resultaron diferentes en cuanto a dicha propiedad edáfica. Atendiendo a la 

historia y características forestales de los sitios en estudio (Apartado M.1.), inicialmente 

cabría esperar que la ausencia de un dosel arbóreo denso pudiera influir negativamente 

en el contenido en materia orgánica de XZF. La existencia en este sitio de pies sueltos 

de roble que no forman ni tan siquiera una formación boscosa abierta permitiría 

conjeturar que la cantidad de producción vegetal primaria depositada en el suelo es 

menor en comparación con la correspondiente a una formación boscosa cerrada como 

la de HAF. Sin embargo, la proporción de materia orgánica promedio registrada en XZF 

fue similar a la registrada en los sitios cubiertos por formaciones más pobladas (HAF y 

BRF). Cabe destacar que pese a tratarse de pies de roble aislados que no constituyen 

una masa forestal densa, los individuos localizados en XZF tienen una edad máxima de 

50 años, superior en todo caso a aquellos de BRF, y por ende una superficie de copa 

mayor por cada individuo. Este hecho junto con la considerable cobertura de matorral 

característica de XZF podría justificar la ausencia de diferencias significativas entre los 

sitios, en términos de contenido en materia orgánica del suelo. Sin embargo, 

considerando las determinaciones realizadas y la historia de las áreas montañosas en 

estudio, no es posible dilucidar con certeza qué factores son los que determinan los 

niveles de materia orgánica detectados. 

En los estudios de ecología y diversidad procariota, para la realización de análisis 

inferenciales sobre una población a partir de un conjunto de muestras, es preciso 

obtener la mayor representatividad posible del ecosistema en estudio. En el caso de 

muestras de suelo – uno de los ecosistemas terrestres que alberga las comunidades 

microbianas más diversas – un esfuerzo de muestreo profundo es crucial para obtener 

resultados fiables. En el caso particular de las aproximaciones basadas en 

secuenciación masiva, la representatividad absoluta de la comunidad procariota propia 

de un ecosistema sería lograda cuando cada una de las secuencias del conjunto de 

datos obtenido fuera leída al menos dos veces (Hughes et al., 2001), alcanzándose por 

tanto un valor de 100% de la cobertura de Good. Dados los altos valores de cobertura 

registrados en este estudio (en torno al 83-96%, ver Tabla II.2), se podría considerar 

que las poblaciones originales de la rizosfera del roble melojo se encuentran 

considerablemente representadas y que una gran parte de la diversidad procariota total 

se encuentra cubierta. Las curvas de rarefacción demostraron que con la cantidad de 

lecturas de calidad obtenidas no es posible detectar el 100% de los OTUs que 

componen las comunidades procariotas de la rizosfera de roble melojo (Figura II.2). Sin 

embargo, la tendencia asintótica de las curvas de rarefacción (especialmente aquellas 

concernientes a las librerías de DNA) pone de manifiesto que el esfuerzo de muestreo 

realizado fue suficiente para obtener una buena caracterización de dichas comunidades.   

 Las curvas de rarefacción permitieron deducir que, a igual esfuerzo de muestreo, 

la riqueza de todas las comunidades era muy similar (especialmente en el caso de las 

librerías de DNA), sin observarse diferencias sustanciales entre las muestras de los 

diferentes sitios. Así pudo ser confirmado mediante el análisis de los índices de 

diversidad α (Tabla II.2). Los valores igualmente altos del índice de Shannon y Pielou 

para los tres sitios estudiados (librerías de DNA) pusieron de manifiesto la elevada 

riqueza y equidad de las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. pyrenaica pese 

a tratarse de árboles de diferentes edades y que constituyen formaciones de distinta 

índole. Tal y como es habitual en ecosistemas forestales, se pudo apreciar elevados 
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niveles de equidad en las comunidades procariotas analizadas, no observándose 

dominancia de ningún OTU en ninguno de los sitios en estudio. Cabe destacar que 

niveles parecidos de riqueza estimada y equidad han sido previamente registrados para 

comunidades procariotas que habitan la rizosfera de otras quercíneas como Q. ilex 

subsp. ballota en otra zona del Parque Nacional de Sierra Nevada (Fernández-González 

et al., 2017). Resultados similares han sido también observados previamente tanto para 

la rizosfera de especies leñosas perennes como caducas (Wei et al., 2017). En la misma 

línea, numerosos ejemplos de comunidades procariotas altamente diversas podrían 

enumerarse, y es que tal y como revisaron Lladó y colaboradores (2017), los suelos 

forestales se encuentran entre los hábitats terrestres de mayor diversidad microbiana, 

en los cuales las bacterias son el grupo más abundante de microorganismos. 

En líneas generales, los miembros activos de una comunidad procariota 

constituyen un subconjunto de la población total, y por tanto inicialmente se podría 

plantear que la diversidad de la subpoblación activa es inferior a la de la población total. 

Sin embargo, el valor del estimador Chao-1 y de los índices de diversidad obtenidos 

para las muestras derivadas del rRNA fueron tan altos como los calculados para las 

librerías de DNA. Si bien en el caso del robledal maduro se pudo detectar que las 

comunidades potencialmente activas eran significativamente menos equitativas que las 

comunidades totales (Tabla II.2), la magnitud de dicha diferencia fue relativamente leve. 

Dichas ligeras diferencias no fueron observadas para ninguno de los otros sitios 

estudiados, lo que pone de manifiesto que las comunidades procariotas potencialmente 

activas de la rizosfera de roble melojo eran prácticamente tan diversas como las 

comunidades totales. Estas observaciones se encuentran en línea con los resultados 

obtenidos por otros autores que compararon las comunidades procariotas totales y 

potencialmente activas en un bosque tropical (DeAngelis y Firestone, 2012) y en un 

bosque dominado por arce azucarero (Acer saccharum) (Romanowicz et al., 2016). 

Igualmente, Baldrian y colaboradores (2012) también descubrieron un patrón similar de 

diversidad entre las poblaciones totales y las potencialmente activas que habitan la 

rizosfera de otra especie forestal, Picea abies. Tomando todas las observaciones en 

conjunto se podría teorizar sobre la posibilidad de que a pesar de que solo una parte de 

las comunidades procariotas podría hallarse metabólicamente activa, dicho subconjunto 

no se encontraría dominado por ciertos OTUs concretos de un taxón determinado. Es 

decir, diferentes OTUs pertenecientes a taxones distintos podrían contribuir a la 

funcionalidad de la comunidad en el momento concreto del muestreo realizado. 

La comparación de los índices de diversidad α dejó entrever que en cuestión de 

diversidad las comunidades procariotas de la rizosfera de los diferentes tipos de roble 

son muy similares entre sí, al igual que lo son las comunidades totales y potencialmente 

activas de cada sitio. Sin embargo, los análisis PCoA y PERMANOVA revelaron que la 

estructura de las mismas es diferente en cierto grado. Ambos análisis demostraron que 

el tipo de formación o la edad de los robles no tienen tanta influencia en la diversidad β 

como lo tiene el tipo de ácido nucleico o librería en estudio. Las muestras rizosféricas 

obtenidas de las formaciones más densas (HAF y BRF) no se agrupaban entre sí y 

alejadamente de aquellas obtenidas de los pies aislados de roble (XZF). Tampoco así 

lo hicieron las correspondientes a los robles más jóvenes (XZF y BRF) en relación a 

aquellas relativas al robledal más longevo (HAF). En el caso de las comunidades 

potencialmente activas pudo observarse una mayor diversidad de tipo β y cierta 
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separación en el espacio de ordenación de las muestras correspondientes a los robles 

más jóvenes (BRF) de las de los robles de HAF (Figura II.3). La separación de las 

muestras a lo largo del eje 2 del PCoA conforme aumenta la edad de los hospedadores 

(especialmente en el caso de las librerías de RNA) podría sugerir una progresión de las 

comunidades con la edad de los árboles. Sin embargo, el bajo nivel de replicación que 

dificultó el análisis estadístico, y el porcentaje relativamente bajo de varianza explicada 

por la coordenada 2 (17.6%) impiden la obtención de resultados completamente 

concluyentes. Así pues, pese a determinar que la estructura de las comunidades 

procariotas era estadísticamente diferente, no fue posible determinar con absoluta 

fiabilidad si dichas diferencias se hallan entre robles de diferentes edades (como sugiere 

la distribución de las muestras en el PCoA), o entre robles que constituyen diferentes 

tipos de formaciones.  

Mucho esfuerzo se ha realizado en el ámbito de la ecología microbiana para 

intentar comprender cuáles son los principales factores que determinan la estructura de 

las comunidades procariotas del suelo y la rizosfera de diferentes plantas. Tal y como 

se revisa en los trabajos de Philippot y colaboradores (2013) y Lladó y colaboradores 

(2018), diversos factores bióticos y abióticos como la especie vegetal hospedadora, 

incluso el genotipo o cultivar concreto, la exudación o la toma de agua y nutrientes por 

las raíces, las propiedades fisicoquímicas del suelo, el tipo de manejo del mismo o las 

condiciones climáticas pueden regir la estructura de las comunidades procariotas. A su 

vez, las interacciones que tuvieron lugar en la rizosfera de las plantas de generaciones 

pasadas podrían también tener reflejo en las comunidades procariotas actuales. En el 

caso específico de los suelos forestales, las diferentes especies vegetales que 

componen las masas boscosas (Li et al., 2014) así como las distintas etapas de la 

sucesión forestal (Smithwick et al., 2005; White et al., 2005) son factores que pueden 

condicionar la estructura poblacional microbiana. Incluso la edad de los árboles ha sido 

considerada como un factor influyente en diferentes aspectos ecosistémicos. Árboles de 

la especie Platycladus orientalis de 20 y más de 1000 años resultaron diferentes 

significativamente en cuanto a la estructura de las comunidades bacterianas que 

habitaban la rizosfera, así como en la correspondiente concentración de nutrientes (Liu 

et al., 2018). Por consiguiente, las diferencias observadas en las comunidades 

procariotas de la rizosfera de roble melojo podrían ser debidas a multitud de factores, 

por ejemplo, a la edad de los árboles o a la diferente historia de los sitios en estudio, e 

incluso debidas a factores no contemplados en este trabajo.  

Gran parte de los factores mencionados puede tener reflejo en las propiedades 

fisicoquímicas del suelo, las cuales han sido intensamente estudiadas en los análisis de 

comunidades procariotas asociadas a especies vegetales (Girvan et al., 2003; Fierer y 

Jackson, 2006; Rousk et al., 2010; Li et al., 2014; Romanowicz et al., 2016; Cobo-Díaz 

et al., 2017; entre otros). A diferencia de lo habitualmente documentado en estudios 

como los recién citados, la estructura de las comunidades procariotas totales (DNA) no 

se encontraba condicionada por ninguna de las variables edáficas estudiadas (Apartado 

II.3.4.), si bien las poblaciones potencialmente activas (RNA) se encontraban de forma 

significativa bajo la influencia del pH y del contenido en materia orgánica. El material 

genético de células en dormancia, de células muertas y el DNA extracelular que forma 

parte de las librerías de DNA pero no de aquellas de RNA podría enmascarar en cierto 

modo el efecto de ciertas propiedades fisicoquímicas sobre la estructura y composición 
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de las comunidades procariotas de la rizosfera. En este sentido, previamente se ha 

demostrado mediante estudios multidisciplinares que la composición de la comunidad 

procariota total de un suelo forestal dominado por Pinus halepensis se ve menos 

afectada por la sequía que la correspondiente población activa, y es conocido que las 

precipitaciones se hallan implicadas en la regulación del contenido en C y N del suelo 

(Bastida et al., 2017). Igualmente, otros autores revelaron mediante métodos basados 

en RNA que las poblaciones potencialmente activas responden más intensamente que 

las comunidades procariotas totales también a la sequía (Romanowicz et al., 2016). Por 

tanto, teniendo en cuenta todo lo anterior se podría especular que los parámetros 

edáficos como los aquí analizados podrían ejercer una mayor influencia sobre las 

comunidades procariotas rizosféricas a nivel metabólico que a nivel estructural o de 

ensamblaje de las comunidades procariotas (rDNA). No puede, sin embargo, 

descartarse el efecto de determinados factores sobre las comunidades procariotas 

totales, como la interacción con otros organismos (desde otras bacterias u otros 

microorganismos hasta incluso animales), factores climáticos, estacionales y otros 

parámetros no medidos en este trabajo. 

Una de las propiedades edáficas más ampliamente estudiadas es el pH, el cual 

a su vez puede ser el resultado de la suma de diversos factores bióticos y abióticos, 

como el tipo de vegetación en el suelo, la disponibilidad de nutrientes o el régimen de 

humedad del suelo (Lauber et al., 2008; Rousk et al., 2010). Es bien conocido que los 

perfiles taxonómicos de las comunidades procariotas del suelo se ven influidos en gran 

medida por el pH del mismo (Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2009; Nacke et al., 

2011; entre otros). Una posible causa de ello es que la mayoría de los taxones 

bacterianos muestran rangos de tolerancia al pH considerablemente estrechos (Rousk 

et al., 2010). Valores extremos de pH podrían suponer un estrés para las células 

bacterianas del suelo, siendo seleccionados algunos taxones sobre otros a 

determinados rangos de pH (Lauber et al., 2008). En el caso de la rizosfera de Q. 

pyrenaica, el análisis CAP permitió deducir que el pH y el contenido en materia orgánica 

son parámetros edáficos predictores de la estructura y composición de las comunidades 

procariotas potencialmente activas. Así pues, cambios en el pH y MOS podrían suponer 

cambios en la estructura de las poblaciones potencialmente activas, siendo esperable, 

de forma teórica, comunidades similares a las del robledal maduro (HAF) conforme 

aumenta el valor de ambos parámetros. 

Conocidos los factores estructuradores de las comunidades procariotas de la 

rizosfera, se procedió a analizar los perfiles taxonómicos de las mismas, tanto a nivel de 

sitio de estudio como a nivel de tipo de comunidad procariota (total o potencialmente 

activa). A rangos taxonómicos elevados, ambos tipos de poblaciones resultaron 

diferentes en cuanto a la abundancia relativa de algunos taxones (Tabla II.3), si bien las 

dos se encontraban compuestas por los mismos phyla mayoritarios en cada uno de los 

sitios analizados. Además, previamente ya se ha descrito que algunos de los phyla que 

dominaban la rizosfera de Q. pyrenaica en HAF, BRF y XZF (tanto a nivel de DNA como 

de RNA) se encuentran enriquecidos en el suelo rizosférico de otras quercíneas, 

especialmente Proteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria (Uroz et al., 2010; 

Meaden et al., 2016). En el caso concreto de la rizosfera de roble melojo, Cobo-Díaz y 

colaboradores (2017) detectaron un porcentaje de secuencias adscritas al phylum 

Actinobacteria superior a los valores aquí registrados, mientras que la abundancia 
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relativa de Acidobacteria documentada por aquellos autores era aproximadamente tres 

veces inferior a la detectada en este trabajo. Pese a que los sitios estudiados eran 

exactamente los mismos (HAF, XZF) ambos muestreos fueron realizados en momentos 

distintos y la estrategia de secuenciación masiva seguida fue también diferente. Así 

pues, las diferencias observadas con respecto a aquellos autores podrían ser debidas 

a aspectos metodológicos y/o a factores no contemplados en este trabajo.  

Cabe destacar que los principales phyla detectados en la rizosfera de Q. 

pyrenaica fueron prácticamente los mismos que caracterizan de forma genérica los 

suelos forestales (Lladó et al., 2017) y la zona de influencia de la raíz de una amplia 

variedad de hospedadores vegetales (Lundberg et al., 2012; Zarraonaindia et al., 2015; 

Coleman-Derr et al., 2016). En concreto, Proteobacteria es considerado uno de los phyla 

más comunes que habitan el suelo (Delgado-Baquerizo et al., 2018), la rizosfera, así 

como diferentes órganos vegetales (Zarraonaindia et al., 2015; Coleman-Derr et al., 

2016). Por ello, tal y como sugieren Coleman-Derr y colaboradores (2016) ciertas 

fuerzas conservadas podrían determinar la estructura de las poblaciones bacterianas 

asociadas a las plantas, pudiéndose considerar los mencionados taxones parte de la 

microbiota vegetal generalista. 

Tal y como se ha expuesto anteriormente, es conocido que el estado de 

desarrollo de la planta hospedadora así como la edad de la misma pueden determinar 

la estructura de las comunidades procariotas de la rizosfera de diferentes plantas, desde 

gramíneas y tubérculos (Herschkovitz et al., 2005; Marques et al., 2014) hasta especies 

leñosas (Zhou et al., 2017; Liu et al., 2018). Sin embargo, sería de esperar que la 

microbiota esencial o core fuera común independientemente de dichos factores o de 

otros como las características propias al lugar de estudio. En el presente caso, de forma 

similar a lo que revelaron Delgado-Baquerizo y colaboradores (2018) a escala global, 

menos del 18% de los OTUs registrados se encontraban presentes en los tres sitios 

montañosos estudiados; sin embargo, dicha minoría se encontraba representada por 

una alta proporción de secuencias de rDNA así como de las derivadas del rRNA (Figura 

II.6A y B). De esta manera se pone de manifiesto que solamente una proporción 

relativamente baja de OTUs dominan la rizosfera de Q. pyrenaica en el momento del 

muestreo. Esto es, tan solo unos pocos resultaron ubicuos, encontrándose en la 

rizosfera de robles de diferente edad que constituyen formaciones forestales de 

diferente tipo en el Parque Nacional de Sierra Nevada. Estos resultados se encuentran 

en consonancia con los aportados previamente por Herzog y colaboradores (2015) 

sobre las comunidades procariotas totales y potencialmente activas del suelo de un 

pastizal. Sin embargo, el presente trabajo es el primero dirigido hacia el estudio del core 

bacterioma de una especie forestal. En el caso del core-bacterioma potencialmente 

activo (core-RNA) destaca la dominancia del phylum Proteobacteria, el cual supuso 

aproximadamente la mitad de las secuencias del correspondiente core (Figura II.7). 

Cabe destacar que este resultado se encuentra en línea con los obtenidos por Bastida 

y colaboradores (2017) para un bosque de Pinus halepensis, donde mediante métodos 

más directos para estimar la actividad bacteriana (metaproteómica) fueron registrados 

valores similarmente altos de abundancia de este phylum (61%).  

Sobre el hipotético papel o influencia que la microbiota central o core ejerce 

sobre su hospedador se ha especulado repetidamente. Así como se ha sugerido que la 
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microbiota accesoria podría encontrarse definida fundamentalmente por 

microorganismos o funciones más prescindibles en cuanto a las interacciones planta-

microorganismo o incluso ecosistema-microorganismo, a los microorganismos core se 

les presupone un papel esencial en su relación con el hospedador (Vandenkoornhuyse 

et al., 2015). Por ello, con el objetivo de identificar aquellos OTUs de hipotética 

relevancia y que podrían encontrarse presentes y metabólicamente activos en la 

rizosfera de roble melojo en el momento de muestreo, una vez definidos se compararon 

el core-DNA y el core-RNA. Aproximadamente un 44% de los OTUs que formaban el 

core-DNA no fueron identificados en el core-RNA, debido posiblemente a que la 

cantidad de secuencias derivadas del rRNA se encontraba por debajo del límite de 

detección de la técnica de secuenciación masiva empleada, o a que dichos OTUs no 

cumplían los criterios estipulados para ser considerados core-procariotas, entre otros 

posibles motivos. En sentido opuesto, cerca de un 32% de los OTUs fueron clasificados 

como phantom taxa, proporción similar a la detectada en muestras de suelo rizosférico 

de Phaseolus vulgaris (Bowsher et al., 2019), aunque dichos autores no se centraron 

específicamente en el core-bacterioma de dicho hospedador. Cabe destacar que los 

taxones fantasma fueron eliminados de los subsiguientes análisis perdiendo 

posiblemente parte de los individuos que podrían encontrarse metabólicamente activos 

en la rizosfera de Q. pyrenaica. Así pues, tan solo se tuvieron en cuenta los 593 OTUs 

que fueron detectados en ambos core-bacteriomas, ahondando en el posible estatus 

metabólico de los mismos. 

En la actualidad existe una tendencia creciente a indagar sobre los taxones 

metabólicamente activos que caracterizan las comunidades microbianas que habitan 

diferentes nichos ecológicos (Baldrian et al., 2012; Hunt et al., 2013; Herzog et al., 2015; 

Klein et al., 2016; entre otros). La relación rRNA:rDNA es una de las herramientas que 

actualmente se están empleado para inferir, de forma aproximada, el estado de actividad 

de las células procariotas. En este contexto, Steven y colaboradores (2017) destacan 

que las interpretaciones basadas en el ratio rRNA:rDNA deben realizarse con cautela. 

Dichos autores declaran que en el caso de comunidades procariotas complejas – como 

lo son la mayoría de las comunidades terrestres, por la gran diversidad fisiológica y 

diferentes tasas de crecimiento que caracterizan a los miembros de la comunidad –, 

existe un fuerte sesgo o proporción de falsos negativos al catalogar los individuos como 

activos. Esto es, a partir del ratio rRNA:rDNA se tiende a clasificar erróneamente como 

células en dormancia a determinadas células que podrían encontrarse activas. Sin 

embargo, el método se mantiene sólido y fiable en el caso de la delimitación de las 

células como metabólicamente activas. Por otro lado, Papp y colaboradores (2018) 

llegaron a conclusiones muy similares ya que fueron capaces de detectar que taxones 

con un bajo ratio rRNA:rDNA asociado se encontraban sintetizando nuevos ácidos 

nucleicos, y por lo tanto se trataba de individuos activos metabólicamente, pese a lo que 

a partir del ratio se podría deducir. Ambos trabajos, por lo tanto, defienden que la 

inferencia en base a la relación rRNA:rDNA puede conducir a una subestimación de la 

cantidad total de OTUs activos. Por otro lado, ha sido previamente demostrado que 

valores conservadores de la relación rRNA:rDNA permiten obtener perfiles ecológicos 

fiables aunque reducidos (Kearns et al., 2016; Bowsher et al., 2019), por lo que en el 

presente trabajo se procedió a analizar en detalle tan solo aquellos OTUs con un ratio 

rRNA:rDNA asociado superior o igual a 2. Consecuentemente, debe advertirse que la 

aproximación llevada a cabo en el presente trabajo posiblemente refleje tan solo una 
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limitada pero consistente parte del total de OTUs potencialmente activos del procarioma 

rizosférico del roble melojo. Del total de OTUs que formaban parte del core-compartido, 

tan solo una pequeña proporción apuntaba a encontrarse activo (≈ 26.5% OTUs cuyo 

ratio rRNA:rDNA asociado era ≥ 2). Algunos autores sugieren que la inmensa mayoría 

de los individuos de una comunidad microbiana se encuentra en dormancia, incluso en 

diferentes ecosistemas, representando por tanto los metabólicamente activos una 

pequeña parte de la comunidad total (Lennon y Jones, 2011; Blagodatskaya y Kuzyakov, 

2013). Pese a que los resultados obtenidos en este trabajo pudiera parecer que se 

encuentran en línea con las observaciones de dichos autores, estos deben tomarse con 

cautela teniendo en cuenta la subestimación realizada de los taxones activos al 

calcularse el ratio rRNA:rDNA. 

Valores altos del ratio rRNA:rDNA pueden obtenerse para aquellos taxones 

escasamente abundantes en el ecosistema en estudio (frecuentemente conocidos como 

miembros de la biosfera rara u OTUs raros, según revisaron Lynch y Neufeld, 2015) que 

se hallan metabólicamente activos. En la rizosfera de Q. pyrenaica, la mayoría de los 

OTUs con un ratio rRNA:rDNA superior o igual a 2 podrían ser miembros de la biosfera 

rara, ya que tan solo 15 de los 157 OTUs que superaban dicho valor del ratio se 

encontraban representados por más de un 0.1% de las secuencias detectadas en 

ambas librerías.   

Los OTUs raros que forman parte de la biosfera rara son frecuentemente 

descartados de los análisis de comunidades bacterianas, ya que son considerados de 

poca importancia en los ecosistemas naturales (Hunt et al., 2013). Sin embargo, la 

abundancia relativa de los taxones que componen una población no necesariamente 

refleja la contribución o el rol de los mismos en el mantenimiento y funcionamiento de 

los ecosistemas. Tal es así que los individuos menos comunes de una población pueden 

ejercer una gran influencia en su medio local. La biosfera rara desempeña un papel 

esencial en la conservación de la diversidad α y β de las comunidades, siendo una 

importante fuente de diversidad no solo genética sino también metabólica (Elshahed et 

al., 2008). Ello conlleva a que en última instancia a los microorganismos menos 

abundantes se les haya atribuido puntualmente la capacidad de responder a 

alteraciones de origen biótico y abiótico, y por ende, contribuyan de forma sustancial 

tanto a la ecología como a la resiliencia de las comunidades (Lynch y Neufeld, 2008). 

Así pues, el papel de la biosfera rara remarca la necesidad de mantener este tipo de 

taxones en los análisis de ecología microbiana. En el caso de la rizosfera de Q. 

pyrenaica, 15 de los 157 OTUs del core-compartido además de encontrarse en muy baja 

abundancia, se encontraban muy representados en las librerías de RNA (Figura II.10C), 

lo cual hizo que el análisis de la adscripción taxonómica de los mismos mereciera la 

atención.  

En el caso de la rizosfera de roble melojo uno de los géneros para los cuales se 

detectó un mayor número de OTUs con alto ratio asociado fue Phenylobacterium. Este 

hecho junto con la implícita baja abundancia relativa con que dichos OTUs fueron 

detectados (a nivel de DNA) ponen de manifiesto nuevamente que algunos miembros 

de la biosfera rara podrían ser potencialmente más activos de lo que a priori harían 

pensar las estrategias basadas exclusivamente en DNA. Este género bacteriano es 

frecuentemente detectado en suelos forestales como los de bosques de hayas, 
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coníferas y de selvas atlánticas (Baldrian et al., 2012; Štursová et al., 2012; Etto et al., 

2014; Nacke et al., 2014). Además, otros autores han documentado una mayor 

proporción de secuencias de este género en librerías derivadas de rRNA que en las 

correspondientes de DNA (Baldrian et al., 2012). Asimismo, Phenylobacterium ha sido 

detectado en la fracción activa del suelo de un bosque de Picea abies (Štursová et al., 

2012), siendo por lo tanto prometedor su papel potencial en el ecosistema forestal.  

Aunque el papel que desempeñan las especies del género Phenylobacterium en 

los nichos ecológicos que habitan no ha sido descifrado aún, Verastegui y colaboradores 

(2014) han considerado este género como indicador de actividad en varios suelos 

forestales, destacando que se podría encontrar implicado en la metabolización de la 

celulosa. Por otro lado, es conocido que algunas especies adscritas a este género son 

capaces de degradar compuestos fenólicos (Lingens et al., 1985), algunos de los cuales 

son sintetizados por hongos que han sido aislados de suelos y de la materia vegetal en 

descomposición (Wegst y Lingens, 1983). Cabe mencionar que las hojas de diferentes 

quercíneas (Ishikura et al., 2001) y la madera de Q. pyrenaica se caracterizan por incluir 

en su composición un amplio rango de compuestos fenólicos diferentes (Fernández de 

Simón et al., 1996), por lo que no sería de extrañar que las especies pertenecientes a 

este género bacteriano se encontraran implicadas en la degradación de los compuestos 

fenólicos constituyentes de la biomasa de roble melojo. Sin embargo, con la 

aproximación desarrollada en este trabajo no es posible determinar el papel específico 

de los OTUs adscritos al género Phenylobacterium. 

Destaca por otro lado la considerable cantidad de OTUs pertenecientes al orden 

Myxococcales candidatos a encontrarse activos. Si bien los valores del ratio rRNA:rDNA 

sugieren que dichos OTUs podrían encontrarse activos en el ecosistema en estudio, la 

incapacidad para clasificar los mismos en rangos taxonómicos más profundos dificultó 

en gran medida la teorización sobre su contribución ecosistémica. De forma genérica, 

las myxobacterias son conocidas por la capacidad de excretar en ecosistemas naturales 

exoenzimas como proteasas, lipasas o glucanasas que actúan sobre otras células vivas 

(actividad bacteriolítica). Otras son capaces de producir enzimas implicados en la 

hidrólisis del almidón, xilano, quitina o incluso celulosa, así como por la producción de 

una amplia diversidad de moléculas bioactivas con actividad antimicrobiana (Dawid, 

2000). 

El ratio asociado a algunos de los 157 OTUs del core-compartido resultó 

considerablemente elevado (Figura II.9). Este hecho supone una gran desproporción de 

secuencias derivadas del rRNA respecto a las de rDNA, resultando tentador clasificar 

los OTUs con un alto valor del ratio asociado como metabólicamente muy activos. Sin 

embargo, pese a que valores desproporcionados del ratio rRNA:rDNA han sido 

registrados anteriormente con relativa frecuencia para taxones que habitan en diferentes 

ecosistemas (Jones y Lennon, 2010; Campbell et al., 2011; Besemer et al., 2012; 

Wilhem et al., 2014; Klein et al., 2016), la proporción rRNA:rDNA no debe emplearse 

como medida de la actividad específica o nivel de actividad del taxón correspondiente. 

Entre otros factores, dos especies con el mismo valor de la proporción rRNA:rDNA 

pueden mostrar un diferente grado de actividad, y una insuficiente profundidad de 

muestreo puede alterar dramáticamente los valores de dicho ratio (Steven et al., 2017).  
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En definitiva, mediante la combinación de técnicas de metabarcoding basadas 

en DNA y en RNA fue posible observar que las comunidades procariotas potencialmente 

activas de la rizosfera de Q. pyrenaica son tan ricas y diversas como las poblaciones 

totales, si bien ambas resultaron diferentes en cuanto a su estructura. A pesar de las 

diferencias encontradas también entre las comunidades que habitan la rizosfera de 

árboles que conforman distintos tipos de formaciones, fue posible definir el core 

procarioma total y potencialmente activo del roble melojo, demostrando que ambos se 

encuentran compuestos por una cantidad relativamente baja de taxones muy 

abundantes. Teniendo presente las limitaciones propias de la aproximación basada en 

el ratio rRNA:rDNA, la desproporción observada entre la abundancia relativa de algunos 

taxones determinada en base al rDNA y a las secuencias derivadas del rRNA puede 

ayudar a la comunidad científica a obtener una visión más extensa de las comunidades 

procariotas asociadas a hospedadores vegetales. Así, algunos organismos procariotas 

tradicionalmente eliminados de los estudios dada su escasa abundancia relativa (DNA), 

pueden encontrarse altamente representados en las librerías de RNA. En este caso, 

determinados miembros de los órdenes Caulobacterales (especialmente varios OTUs 

del género Phenylobacterium) y Myxococcales exhibieron un alto ratio rRNA:rDNA, lo 

cual apunta a que dichos taxones deberían ser tenidos en consideración en futuros 

análisis para determinar su posible papel y contribución tanto al fitness general del roble 

melojo como al ecosistema en estudio. 

II.5. Perspectivas futuras 

 El presente estudio aborda, de forma reduccionista, la descripción del 

procarioma de la especie leñosa Q. pyrenaica en el Parque Nacional de Sierra Nevada. 

Para ello, se seleccionaron árboles de diferentes edades y que formaban parte de 

distintas formaciones forestales. Así pues, se trata de un estudio limitado, pues para la 

descripción de la microbiota rizosférica asociada a esta especie leñosa, sería 

recomendable analizar un mayor número de árboles, localizados a lo largo de toda la 

corología del roble melojo, y preferentemente sujetos a diferentes condiciones 

ambientales. Es así, cubriendo la mayor diversidad de condiciones posible, cuando sería 

viable definir el auténtico core procarioma rizosférico de esta quercínea, identificando 

por tanto los taxones que pudieran encontrarse asociados a las raíces del hospedador 

aún en condiciones absolutamente diferentes. A su vez, la obtención de una visión más 

amplia de la microbiota que habita la rizosfera del roble melojo requeriría el análisis de 

los microorganismos más numerosos en los suelos forestales. Entre estos se deberían 

incluir las comunidades fúngicas, sin descartar virus ni protistas, así como realizar un 

análisis más pormenorizado del dominio procariota Archaea (Baldrian, 2016). Mención 

especial reciben los hongos que establecen la simbiosis ectomicorrícica, ya que más del 

90% de los árboles de bosques templados y boreales forman parte de este sistema 

simbiótico (Lladó et al., 2017). Dado que las quercíneas son críticamente dependientes 

de los hongos ectomicorrícicos para aumentar la superficie absortiva de las raíces y por 

ende intensificar la adquisición de nutrientes (Smith y Read, 2000), su inclusión en 

posteriores estudios sería altamente recomendable. De esta manera, sería posible 

obtener una visión más completa del holobionte en consideración. 

 El análisis comparado del core-DNA y core-RNA y el subsiguiente cálculo del 

ratio rRNA:rDNA tuvo como meta principal la identificación de aquellos OTUs que 
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podrían encontrarse activos en la rizosfera de roble melojo. Si bien dicho ratio ha sido 

calculado en varios trabajos anteriores, sus limitaciones hacen que este solo pueda ser 

empleado para la clasificación de individuos en base a su estado de actividad. La 

subestimación del porcentaje de taxones activos asociada al cálculo del ratio, así como 

la falta de datos certeros sobre los organismos procariotas en estado de dormancia, 

ponen de manifiesto la necesidad de implementar otros métodos más completos y 

directos para poder describir en su totalidad las comunidades procariotas realmente 

activas metabólicamente. En esta línea, sería recomendable el estudio de la población 

activa mediante técnicas que permitieran detectar productos directos del metabolismo, 

entre las que se proponen técnicas de metatranscriptómica, metaproteómica o 

metabolómica. 

No obstante lo anterior, el cálculo del ratio permitió identificar los OTUs 

candidatos a ser activos en el ecosistema estudiado. Así pues, la proporción rRNA:rDNA 

permitió apreciar que Phenylobacterium es el género taxonómicamente descrito 

representado por un mayor número de OTUs con ratio superior o igual a 2. Dado que 

se trata de candidatos a ser activos en el ecosistema en estudio y pertenecientes a un 

género conocido, ensayos futuros deberían realizarse para verificar la hipótesis sobre 

su potencial metabólico. Sería por tanto conveniente aislar en cultivo puro cepas 

correspondientes a dichos OTUs (o pertenecientes al menos al mencionado género), 

para posteriormente caracterizar su potencial metabólico ahondando en la capacidad de 

degradar la materia orgánica y en concreto, compuestos fenólicos. En un sentido más 

amplio, los análisis futuros deberían encontrarse enfocados hacia el estudio de la 

ecología de este género en el ecosistema rizosférico, así como a la comprensión de su 

papel como miembro del core bacterioma de la rizosfera de Q. pyrenaica. 

Cabe destacar que la diversidad microbiana no tiene por qué ser absolutamente 

informativa del estado de un ecosistema concreto. A la vista de los resultados obtenidos 

se deduce además que no solo la presencia del DNA bacteriano, ni tan siquiera la 

presencia de los procariotas vivos, es suficientemente explicativa de su importancia en 

la rizosfera. A su vez, el análisis individualizado de los microorganismos que podrían 

ejercer un efecto promotor sobre el crecimiento vegetal no siempre refleja la importancia 

de los taxones concretos. La funcionalidad de la microbiota de una planta no puede 

considerarse como la suma de las funciones desempeñadas por los microorganismos 

que la componen, ya que estos frecuentemente interaccionan con el resto de miembros 

de la población. Dichas interacciones pueden modular el efecto individualizado de cada 

uno de ellos (positiva o negativamente), influyendo por tanto en cada miembro y 

teniendo consecuencias directas sobre la fertilidad del suelo y el fitness del hospedador 

(van der Heijden y Hartmann, 2016). Es decir, ciertos microorganismos pueden no 

ejercer un efecto beneficioso directo sobre el crecimiento vegetal, pero podrían 

encontrarse involucrados en el correcto ensamblaje de la comunidad, desempeñando 

por lo tanto un papel esencial en la misma (Toju et al., 2018). Aquellos microorganismos 

que con frecuencia co-existen con muchos otros, es esperable que sean piezas clave 

de la microbiota considerada, dado que podrían interaccionar con otros individuos y 

ejercer efectos regulatorios sobre el resto de la microbiota. Así pues, sería 

recomendable que futuros diseños experimentales incluyeran el análisis de redes de co-

ocurrencia que permitan identificar los microorganismos clave en base a la correlación 

entre la abundancia relativa de los mismos. 



 

 
 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III 

Estudio del efecto de la inoculación de un consorcio bacteriano sobre las 

comunidades procariotas rizosféricas de Quercus pyrenaica en condiciones de 

campo 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra un plantón de Quercus pyrenaica. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López. 
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III.1. Introducción 

 Ante los constatados y previstos efectos del cambio global sobre los bosques 

mediterráneos, urge el desarrollo e implementación de estrategias de gestión de las 

masas boscosas. En el caso de especies arbóreas como Q. pyrenaica, cuyos bosques 

muestran un preocupante estado de deterioro, se han propuesto varios modelos de 

gestión de las mismas. Tal y como se ha comentado en el Apartado 1.1.1.3.2., una de 

las estrategias de gestión consiste en la repoblación con individuos de esta especie para 

lograr, por ejemplo, la expansión altitudinal de la misma. Sin embargo, las repoblaciones 

en el área mediterránea tienen asociadas una alta tasa de mortalidad temprana de las 

plantas, haciendo de este un proceso de bajo rendimiento tanto en términos ecológicos 

como económicos (Gómez-Aparicio et al., 2004).  

La mejora del éxito de las tareas de repoblación forestal con plantones 

procedentes de vivero puede ser lograda mediante manejo de la microbiota de la propia 

planta. Ello puede conseguirse mediante estimulación de la actividad microbiana o bien 

a través de la inoculación de los plantones con microorganismos seleccionados por sus 

beneficios para el hospedador (Maghnia et al., 2019). Este último método puede suponer 

la obtención de plantones que crecen más rápido o son más resistentes a condiciones 

de estrés biótico o abiótico, como el que sufren los plantones cuando son transferidos a 

campo (Karličic et al., 2016; Maghnia et al., 2019). Sin embargo, el desarrollo de 

bioformulaciones de aplicación agrícola o silvícola presenta en la actualidad ciertos 

cuellos de botella y abundantes lagunas de conocimiento. Las principales barreras para 

el uso extendido de las bioformulaciones incluyen la baja fiabilidad y la dificultad para 

determinar su eficacia en condiciones de campo. Así pues, en la búsqueda del 

bioinoculante ideal los interrogantes que con mayor frecuencia se persiguen responder 

atañen a las diferentes etapas que comprenden la formulación del mismo, desde la 

búsqueda de los mejores candidatos microbianos hasta la producción en grandes 

cantidades y modo de aplicación del producto obtenido (Kaminsky et al., 2019). Sin 

embargo, los rasgos que afectan a la ecología de los inoculantes microbianos son 

generalmente pasados por alto, por lo que esta tecnología a día de hoy adolece de una 

visión integrada de los múltiples aspectos que la componen. Así, el impacto a largo plazo 

que la aplicación de dichas bioformulaciones puede tener sobre el ecosistema en 

consideración es uno de los aspectos más frecuentemente ignorados.  

La interacción que el microorganismo o consorcio microbiano establece con la 

microbiota nativa o autóctona del hábitat donde va a ser aplicado, es uno de los factores 

que pueden afectar a la eficiencia del propio bioinoculante. Por ejemplo, los 

microorganismos introducidos pueden ser eliminados de dicho hábitat por la microbiota 

nativa debido a fenómenos de competición entre ambos (Maghnia et al., 2019). Además, 

la introducción de microorganismos en un hábitat natural puede tener importantes 

consecuencias ecológicas, que por otra parte, son generalmente poco estudiadas. Si en 

la formulación del bioinoculante se incluyen microorganismos externos o foráneos al 

hábitat donde van a ser introducidos, es posible que tenga lugar un evento de invasión 

microbiana, pudiendo desencadenar un desplazamiento de los microorganismos 

autóctonos o nativos. Si uno de los microorganismos afectados es de los denominados 

keystone species o especie clave que desempeña un papel crucial en el mantenimiento 

del equilibrio de la comunidad nativa, entonces es posible que tenga lugar una fuerte 
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alteración del funcionamiento del ecosistema (Mallon et al., 2015). Por otro lado, debe 

tenerse en cuenta que la abundancia de ciertos taxones que forman parte de la 

microbiota de las plantas se puede encontrar correlacionada con la de otros 

microorganismos, incluidos patógenos. Así, el aumento de la abundancia de algunos 

miembros de la comunidad puede dar lugar en última instancia a la aparición o desarrollo 

de microorganismos que ejercen un efecto negativo sobre el hospedador (van der 

Heijden y Hatmann, 2016). 

Sin embargo, el efecto que la aplicación de un bioinoculante ejerce sobre la 

comunidad microbiana nativa no siempre tiene porqué ser negativo. Experimentos en 

invernadero han demostrado que la introducción de un inoculante bacteriano supone 

una alteración de la diversidad de la comunidad procariota de la rizosfera de plantas de 

maíz, siendo el signo de dicha alteración dependiente del método de introducción del 

inoculante (Ciccillo et al., 2002). Otros autores han podido observar cómo la introducción 

de un microorganismo invasor en el suelo supone un aumento de la diversidad de la 

comunidad procariota residente, suponiendo al mismo tiempo un incremento de la 

abundancia relativa de algunos taxones, pero un descenso en otros casos (Mallon et al., 

2018). Así pues, a pesar de la relevancia que el efecto de la inoculación puede tener 

sobre la microbiota asociada a la planta en estudio, todavía es un aspecto que debe ser 

estudiado con más detalle ya que los resultados al respecto son escasos, y en ocasiones 

controvertidos o confusos.  

 Otro rasgo escasamente tenido en cuenta cuando se desarrollan bioinoculantes 

es la persistencia a largo plazo del inóculo una vez en campo, así como los factores que 

afectan a la misma. Los bioinoculantes ideales deben estar compuestos por 

microorganismos que, entre otros aspectos, sean suficientemente competitivos como 

para permanecer en las inmediaciones o en asociación con la planta durante gran parte 

de su periodo vegetativo (Kaminsky et al., 2019), o que sean nativos del nicho donde se 

van a aplicar y por tanto perfectamente adaptados a las condiciones típicas de dicho 

hábitat. La reinoculación periódica de las plantas es una tendencia habitual en algunos 

agroecosistemas, sin embargo en determinados casos dicha reiteración no es necesaria 

ya que algunas especies son capaces de persistir en suficiente número durante 

relativamente largos periodos de tiempo (Ulzen et al., 2018). Así, el estudio de la 

persistencia en campo de los microorganismos inoculados es un aspecto que no debería 

ser ignorado ya que permitiría optimizar el desarrollo de las bioformulaciones, además 

de que podría suponer una reducción de la necesidad de adquirir y aplicar nuevamente 

los bioinoculantes. En el caso concreto de hospedadores de tipo arbóreo, algunos 

trabajos se han centrado en el estudio de la persistencia de hongos ectomicorrícicos 

una vez los plantones inoculados son transferidos del vivero al campo. La mayoría de 

los trabajos demuestran que poco después del trasplante se produce un reemplazo de 

los hongos ectomicorrícicos inoculados por otros autóctonos (Quoreshi et al., 2008). Sin 

embargo, la persistencia en campo de inoculantes bacterianos aplicados a plantones de 

vivero permanece a día de hoy poco estudiada. 

 Así pues, las incógnitas existentes sobre el efecto positivo, negativo e incluso 

neutro de la introducción de bioinoculantes sobre la microbiota residente en un hábitat 

concreto deberían ser resueltas antes de la liberación de los microorganismos en dicho 

hábitat. Por otro lado, si bien resulta difícil predecir la persistencia de los 



Capítulo III 
 

191 
 

microorganismos inoculados en condiciones naturales (Toju et al., 2018), su estudio es 

recomendado para poder lograr optimizar el proceso de desarrollo de bioformulaciones.  

III.2. Diseño experimental  

 Antes de proceder al complejo proceso que supone el desarrollo de un inoculante 

bacteriano, se considera oportuno responder a varias cuestiones que pueden afectar al 

ecosistema y a la eficiencia final del producto. Por un lado, se trató de esclarecer si las 

comunidades procariotas de la rizosfera de individuos de la especie Q. pyrenaica 

inoculados con un consorcio bacteriano en vivero son diferentes a aquellas 

correspondientes a individuos no tratados, dos años después de su inoculación y una 

vez en condiciones naturales. Asimismo, se cuestionó si transcurrido dicho periodo es 

posible detectar la presencia de los inoculantes bacterianos en la rizosfera de los árboles 

trasplantados a campo, estudiando la posible abundancia diferencial de los mismos. Por 

otro lado, se planteó si al cabo de un año y medio en campo las comunidades procariotas 

de la rizosfera de robles trasplantados se aproximan a las correspondientes a árboles 

naturalmente presentes o de antiguas repoblaciones. Finalmente, la escasez de 

conocimiento sobre cuestiones inherentes a las comunidades procariotas asociadas a 

plantones de repoblación motivó el estudio de ciertos aspectos ecológicos sobre las 

mismas que a continuación se detallan. 

 Para resolver dichas cuestiones, se llevó a cabo un abordaje que trató de cubrir 

las diferentes etapas que comprenden la repoblación de zonas de montaña con 

plantones inoculados procedentes de vivero. El diseño experimental seguido se expone 

a continuación, el cual supuso la implementación de la metodología específica descrita 

en la sección Materiales y Métodos de esta memoria de Tesis.  

 Estudios previos del grupo de investigación demuestran que el género 

Bradyrhizobium es abundante en la rizosfera de otras quercíneas como la encina (Q. 

ilex subsp. ballota) situadas también en el Espacio Natural de Sierra Nevada (Cobo-

Díaz et al., 2015). La familia Bradyrhizobiaceae es incluso una de las más abundantes 

en la rizosfera de Q. pyrenaica en diversas localizaciones de este mismo enclave (Cobo-

Díaz et al., 2017), habiéndose aislado diferentes cepas del mencionado género en la 

zona de trabajo experimental, a partir de la rizosfera de la leguminosa arbustiva Genista 

versicolor (Cobo-Díaz et al., 2014). Por otro lado, otros estudios han revelado que tres 

años después de un incendio, el género Arthrobacter es el más abundante en la 

rizosfera de encinas que rebrotaron después de ser quemadas, sugiriendo un papel 

restaurador de este género bacteriano. Diferentes cepas del género Arthrobacter fueron 

aisladas, y caracterizadas sus actividades promotoras del crecimiento vegetal 

(Fernández-González et al., 2017). Así pues, teniendo en cuenta el papel potencial de 

los dos géneros mencionados en el ecosistema en estudio, se seleccionaron las cepas 

Bradyrhizobium canariense GV101 y Arthrobacter globiformis AFG20.1 de las 

colecciones bacterianas previamente obtenidas por el grupo de investigación. 

 Plantones de roble obtenidos a partir de bellotas y crecidos en un vivero local 

fueron inoculados durante la primavera (mayo-junio) de 2013 con el consorcio 

bacteriano constituido por las cepas Bradyrhizobium canariense GV101 y Arthrobacter 

globiformis AFG20.1. Concretamente, 800 plantones fueron inoculados conservando 

otros tantos sin tratar, siendo por lo tanto los controles negativos de la inoculación. 
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Todos los plantones fueron mantenidos en el vivero hasta que en invierno de ese mismo 

año (diciembre de 2013) se procedió a las tareas de repoblación forestal. 

 Para ello, previamente se seleccionaron tres áreas de estudio ubicadas en Sierra 

Nevada: NPF (pinar en el que se llevaron a cabo tareas de clareo en la primavera del 

año 2013, tratando de reducir la densidad de pies de pino por hectárea); AZC (zona 

localizada a una altitud superior al límite altitudinal de Q. pyrenaica), en el municipio de 

Cañar, y AZL (área arrasada por el fuego durante el incendio acaecido en Sierra Nevada 

en 2005 en Lanjarón). Los detalles de dichas zonas se encuentran recogidos en la Tabla 

M.1. En cada uno de los tres lugares se delimitaron tres parcelas en las cuales se 

llevaron a cabo las tareas de forestación (AZC, AZL) y reforestación (NPF). Para ello, 

en cada una de ellas se habilitaron diez líneas rectas disponiendo diez árboles por línea, 

alternando los plantones inoculados y control debidamente marcados (ver Figura III.1). 

Transcurridos 18 y 21 meses desde la repoblación (junio y septiembre del año 2015), 

se realizó un seguimiento visual de la supervivencia de los plantones en cada uno de 

los sitios en estudio. 

 

Figura III.1. Esquema del diseño experimental y procesamiento de muestras hasta la secuenciación 
masiva (Illumina) de las regiones hipervariables V4-V5 del gen rrs. 

 En la primavera del año 2015 (18 meses tras el trasplante) se procedió a la toma 

de muestras de suelo rizoférico y bajo la influencia de las raíces de plantones inoculados 

y no inoculados. Concretamente, se tomaron muestras de suelo de tres árboles 

inoculados y tres considerados control. De esta forma se obtuvo un total de 54 muestras. 

A dichos robles se les consideró como robles de repoblación reciente. 
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 Paralelamente, se recuperaron muestras de suelo rizoférico de robles de mayor 

edad, no procedentes de tareas de repoblación reciente (denominados robles naturales 

de aquí en adelante). Concretamente, se muestrearon exactamente los tres mismos 

árboles que fueron analizados dos años antes (2013) en cada una de las tres subáreas 

de HAF (robledal maduro), BRF (robles de menos de 20 años de edad) y XZF, donde 

se localizaban pies sueltos de Q. pyrenaica de no más de 50 años en el momento del 

muestreo (Capítulo II). En este caso, al tratarse de robles nunca inoculados, se obtuvo 

un total de 27 muestras de suelo. 

 Tanto en el caso de los robles de repoblación como en el caso de los robles 

naturales, parte del suelo obtenido fue destinado al análisis de las propiedades 

fisicoquímicas del mismo, mezclando en este caso el suelo correspondiente a los tres 

árboles procedentes de la misma parcela, y obteniendo por tanto una mezcla compuesta 

por cada una de ellas. La fracción restante de suelo fue procesada hasta la obtención 

del DNA rizosférico siguiendo la metodología concreta descrita en el Apartado M.4.1.1. 

Una vez obtenido el DNA de alta calidad procedente de cada uno de los árboles 

muestreados, se llevó a cabo la secuenciación de las regiones hipervariables V4-V5 del 

gen rrs mediante tecnología MiSeq (Illumina) empleando los primers y las condiciones 

descritas en el Apartado M.4.7.2.2. En este caso, el DNA molde procedente de cada 

uno de los 81 árboles muestreados fue secuenciado de forma individualizada (Figura 

III.1).  

 Tras la obtención de las lecturas brutas, estas fueron procesadas 

bioinformáticamente siguiendo el procedimiento descrito en detalle en el Apartado 

M.5.1.2.2. Debe mencionarse que por problemas inherentes a la secuenciación masiva 

hubo de eliminarse del análisis una réplica dado el anormal bajo número de secuencias 

limpias registrado. Para mantener el diseño balanceado del experimento, 

subsecuentemente se eliminó la réplica de menor número de secuencias de calidad las 

muestras correspondientes a cada uno de los sitios y condiciones estudiadas, siendo 

por lo tanto el nivel de replicación definitivo de 8 réplicas por sitio y tratamiento. El 

procesamiento de las secuencias culminó con la obtención de la correspondiente tabla 

de OTUs que recoge el número de secuencias limpias registradas para cada uno de 

ellos en cada muestra, siendo estos colapsados a un mayor nivel de distancia en 

aquellos casos en los que se deseó analizar rangos taxonómicos más elevados. 

 El análisis ecológico de las comunidades procariotas supuso en primer lugar la 

obtención de las curvas de esfuerzo a nivel de OTU para cada una de las muestras. 

Para el cálculo de la cobertura de Good así como de los diferentes índices de diversidad 

α se procedió a la realización de una rarefacción de los datos, reteniendo de forma 

aleatoria para cada muestra un número de secuencias equivalente al correspondiente a 

la muestra de menor tamaño. La comparación de los índices α mediante métodos 

estadísticos univariantes (paramétricos o no paramétricos según el tipo de distribución 

y la homogeneidad de la varianza de cada variable) fue uno de los primeros pasos hacia 

el estudio de las posibles diferencias entre plantones inoculados y no inoculados. 

Además, dichas comparaciones fueron también realizadas entre las muestras 

correspondientes a los robles de repoblación y aquellas correspondientes a los robles 

naturales. 
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 El abordaje desarrollado prosiguió con el estudio de la diversidad β de las 

comunidades procariotas de la rizosfera. Para ello, se emplearon todas las secuencias 

de calidad que componían las 72 muestras, sin realizar rarefacción alguna. Todos los 

análisis que aluden al estudio de la diversidad β fueron realizados en base a la métrica 

de distancia Weighted UniFrac. Así pues, se trató de responder a las cuestiones 

ecológicas inicialmente planteadas mediante los test estadísticos de análisis 

multivariante PERMDISP2 y PERMANOVA, estudiando por tanto la homogeneidad de 

la dispersión y las diferencias en los centroides de los grupos de muestras en función 

de los niveles de los factores en estudio, respectivamente. Concretamente, se analizó 

el efecto de varios factores sobre la composición y estructura de las comunidades 

procariotas. Para responder a la pregunta sobre las posibles diferencias asociadas a la 

introducción de inoculantes, se tuvieron en cuenta tan solo las muestras 

correspondientes a las áreas NPF, AZC y AZL, considerando el factor tratamiento y sus 

dos niveles (inoculado y control). Por otro lado, se evaluó si las comunidades rizosféricas 

de robles de repoblación reciente se aproximaban a aquellas de robles naturales, ya 

consolidados. En este caso, al objeto de mantener el diseño balanceado del 

experimento, tan solo fueron tenidas en cuenta las muestras correspondientes a los 

plantones control. Adicionalmente se analizaron las posibles diferencias existentes entre 

las comunidades procariotas de la rizosfera de los robles situados en los diferentes 

sitios, considerando por un lado los robles naturales y por otro los de repoblación 

reciente. Así pues, se analizó el efecto del factor sitio con tres niveles en cada caso. 

Debe puntualizarse que tras la realización de todas las comparativas posibles, en 

aquellos casos en los que el test permutacional PERMANOVA resultó significativo, se 

realizaron comparaciones dos a dos de las muestras conforme se detalla en el Apartado 

M.5.4.5., al objeto de identificar aquellas parejas de muestras entre las que residían las 

mencionadas diferencias. 

 Para estudiar la posible existencia de gradientes en la composición y estructura 

de las comunidades procariotas debidos a los parámetros fisicoquímicos del suelo, se 

llevó a cabo un análisis interpretativo de tipo CAP, seguido de la correspondiente 

validación estadística mediante una variante permutacional de ANOVA (Apartado 

M.5.4.3.4.3.). En este caso debe remarcarse que el análisis fue realizado al nivel 

taxonómico de género, excluyendo los datos de secuenciación masiva referentes al área 

BRF por carecer del registro de los parámetros edáficos de esta zona. Además, ante la 

ausencia de datos fisicoquímicos correspondientes al suelo bajo la influencia de las 

raíces de cada árbol individualizado, fue preciso calcular la abundancia relativa media 

de cada género en la rizosfera de los tres árboles procedentes de la misma subárea, 

para cada tratamiento. En definitiva, el nivel de replicación en los sitios naturales 

equivalió a tres réplicas y a seis en las zonas NPF, AZC y AZL (tres correspondientes a 

los robles inoculados, y tres a los controles). La significación del modelo así como la de 

cada uno de los parámetros fisicoquímicos incluidos en el mismo fue evaluada mediante 

el mencionado test similar a ANOVA. 

 Una vez identificados los factores edáficos que pueden determinar la estructura 

y composición de las comunidades procariotas rizosféricas, se llevó a cabo un estudio 

del impacto de los mismos sobre la abundancia relativa de los principales géneros 

bacterianos. Para ello, se buscó la existencia de correlaciones entre cada uno de los 

factores fisicoquímicos que resultaron significativos según el análisis CAP, y la 
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abundancia relativa de aquellos géneros detectados en una abundancia igual o superior 

al 0.1% en el conjunto total de muestras. A tal fin se aplicó el test de correlaciones de 

Spearman (Apartado M.9.4.). Debe remarcarse que al objeto de reducir la complejidad 

del análisis, se excluyeron todos los géneros no identificados taxonómicamente 

(unclassified). Todas aquellas correlaciones estadísticamente significativas con un valor 

de rho (ρ) de Spearman ≤ -0.6 y ≥ 0.6 fueron consideradas fuertemente negativas y 

positivas, respectivamente. 

 Seguidamente se procedió al análisis de los perfiles taxonómicos de las 

comunidades procariotas. Dichos análisis fueron realizados en base a la abundancia 

relativa de los diferentes taxones, considerando inicialmente las comunidades 

procariotas en su totalidad, y haciendo hincapié posteriormente en los géneros 

Bradyrhizobium y Arthrobacter, al objeto de estudiar de forma aproximada la presencia 

del consorcio introducido. Así pues, se comparó la abundancia relativa de cada uno de 

los taxones en los diferentes sitios, prestando especial atención a las diferencias 

existentes entre los árboles inoculados y aquellos no tratados. Para la realización de 

dichas comparaciones se emplearon test estadísticos de naturaleza no paramétrica 

(Apartado M.9.3.). 

 En última instancia, se procedió a la inferencia sobre las funciones 

desempeñadas por cada OTU a partir de su adscripción taxonómica, para lo cual se 

empleó la herramienta FAPROTAX (Apartado M.5.4.7.). 

III.3. Resultados 

III.3.1. Seguimiento de la supervivencia de los plantones en campo 

 Transcurridos 18 y 21 meses desde el trasplante de los robles del vivero a 

campo, se cuantificó el número de individuos vivos correspondientes a cada tratamiento 

en cada una de las parcelas en estudio. Tal y como puede apreciarse en la Tabla III.1, 

destaca el elevado porcentaje de plantones vivos (independientemente del tratamiento 

considerado), en el pinar naturalizado, observándose una tendencia opuesta 

especialmente en AZC tras 21 meses del trasplante. 

Tabla III.1. Supervivencia de los plantones de Q. pyrenaica inoculados y no inoculados tras 18 y 21 
meses en campo. Se indica la cantidad promedio de individuos vivos en todas las subáreas ± desviación 

estándar, encontrándose los valores expresados porcentualmente. 

Área Tratamiento 
18 meses 

(junio 2015) 
21 meses 

(septiembre 2015) 

NPF 
Inoculado 70.00 ± 13.37 66.00 ± 14.97 

No inoculado 72.67 ± 22.65 70.00 ± 22.45 

AZC 
Inoculado 14.00 ± 4.32 0.67 ± 0.94 

No inoculado 10.00 ± 5.66 1.33 ± 1.89 

AZL 
Inoculado 25.00 ± 15.46 19.00 ± 13.43 

No inoculado 11.50 ± 10.18 7.50 ± 9.27 
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III.3.2. Propiedades fisicoquímicas del suelo bajo la influencia de las raíces 

 El suelo correspondiente a todas las áreas de muestreo fue de tipo franco-

arenoso a excepción del suelo del robledal maduro ubicado en HAF, el cual fue de tipo 

franco. Si bien algunas propiedades fisicoquímicas eran diferentes en función del área 

considerada, debe destacarse que entre el suelo bajo la influencia de las raíces de 

robles inoculados y robles sin inocular no se detectó parámetro alguno para el cual 

hubiera diferencias estadísticamente significativas (Tabla III.2). 

  El suelo franco de HAF mostró un contenido en arcilla significativamente superior 

a aquel bajo la influencia de las raíces de los plantones inoculados y no inoculados del 

área NPF, siendo prácticamente dos veces superior en ambos casos (test HSD de 

Tukey, p-valores < 0.018). Por el contrario, el suelo de la zona HAF resultó 

significativamente más arenoso y limoso que el correspondiente a la zona de expansión 

altitudinal XZF (test HSD de Tukey, p-valores < 0.016). El pH de la mayoría de los sitios 

se encontró próximo a la neutralidad, siendo el mayor valor detectado de 

aproximadamente 6.7 unidades (zona HAF), y el más ácido aquel registrado en el pinar 

naturalizado (NPF), con un valor de 5.7. Cabe destacar, que independientemente del 

modo en el que el pH fue medido (en H2O o en KCl), los sitios HAF y NPF resultaron 

significativamente diferentes en cuanto a este parámetro (test HSD de Tukey, p-

valores < 0.004). Por otro lado cabe destacar que fue precisamente el suelo bajo la 

influencia radicular de los plantones no inoculados trasplantados en NPF, aquel que 

mostró mayor contenido en materia orgánica, siendo el valor aquí registrado 

aproximadamente dos veces superior (y de forma estadísticamente significativa), a los 

propios de los árboles ubicados en AZL (inoculados y control) y en XZF (test HSD de 

Tukey, p-valores < 0.032). Destaca el bajo contenido en materia orgánica del suelo 

obtenido en los sitios AZL y XZF. 
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Tabla III.2. Propiedades fisicoquímicas del suelo bajo la influencia de las raíces de los individuos de Q. pyrenaica localizados en las diferentes áreas de estudio. Para 

cada parámetro se especifica el valor promedio de las tres réplicas (correspondientes a cada una de las tres subáreas) ± desviación estándar. Diferentes letras indican diferencias 
significativas entre sitios (test ANOVA seguido de contraste post-hoc HSD de Tukey; test Kruskal-Wallis seguido de contraste post-hoc de Dunn y ajuste de Benjamini-Hochberg 
para comparaciones múltiples, a un nivel de confianza del 95% en todos los casos). En el caso del área BRF no se dispone de datos fisicoquímicos del suelo bajo la influencia 

de las raíces para este periodo de muestreo. 

 HAF XZF NPF AZC AZL 

Parámetro   Inoculado No inoculado Inoculado No inoculado Inoculado No inoculado 

Tipo de suelo Franco Franco-arenoso Franco-arenoso Franco-arenoso Franco-arenoso Franco-arenoso Franco-arenoso Franco-arenoso 

Arena (%) 13.18 ± 0.66 a 9.02 ± 1.11 ab 7.77 ± 0.51 b 7.20 ± 0.22 b 11.83 ± 2.48 ab 11.47 ± 3.36 ab 10.43 ± 0.51 ab 10.38 ± 1.50 ab 

Limo (%) 42.95 ± 6.07 b 60.71 ± 4.77 a 52.69 ± 5.11 ab 51.46 ± 4.99 ab 53.00 ± 6.22 ab 53.49 ± 5.56 ab 55.68 ± 1.83 ab 53.81 ± 2.23 ab 

Arcilla (%) 43.87 ± 5.60 a 30.27 ± 4.44 b 38.54 ± 6.25 ab 41.4 ± 4.88 ab 35.16 ± 3.74 ab 34.96 ± 2.13 ab 33.89 ± 1.32 ab 35.81 ± 1.25 ab 

Agua 

disponible (%) 
13.97 ± 2.95 ab 10.07 ± 2.08 b 12.36 ± 0.96 ab 11.83 ± 0.63 ab 14.73 ± 0.89 a 13.92 ± 1.38 ab 13.53 ± 1.07 ab 14.59 ± 0.52 a 

pH (H
2
O) 6.67 ± 0.42 a 6.23 ± 0.25 ab 5.73 ± 0.15 b 5.73 ± 0.06 b 6.07 ± 0.15 ab 6.13 ± 0.23 ab 6.20 ± 0.20 ab 6.27 ± 0.12 ab 

pH (KCl) 6.13 ± 0.29 a 5.83 ± 0.32 ab 5.07 ± 0.20 bc 5.03 ± 0.06 c 5.60 ± 0.17 abc 5.67 ± 0.31 abc 5.50 ± 0.17 abc 5.57 ± 0.47 abc 

MOSa (%) 6.30 ± 1.33 ab 4.24 ± 2.04 b 6.93 ± 0.86 ab 8.17 ± 1.93 a 5.36 ± 0.36 ab 5.54 ± 1.43 ab 3.45 ± 0.18 b 3.94 ± 1.01 b 

N total (%) 0.30 ± 0.04 a 0.24 ± 0.10 a 0.19 ± 0.03 a 0.21 ± 0.03 a 0.25 ± 0.06 a 0.23 ± 0.04 a 0.17 ± 0.03 a 0.19 ± 0.02 a 

Ratio C:N 11.89 ± 1.60 ab 10.17 ± 0.58 a 21.17 ± 1.80 b 22.44 ± 1.60 ab 12.73 ± 2.94 ab 13.27 ± 3.70 ab 11.61 ± 1.57 ab 11.83 ± 1.83 ab 

Salinidad  

(mS/cm) 
0.19 ± 0.06 a 0.13 ± 0.01 a 0.10 ± 0.01 a 0.10 ± 0.01 a 0.09 ± 0.01 a 0.09 ± 0.02 a 0.11 ± 0.03 a 0.12 ± 0.01 a 

P asimilable 

(mg/kg) 
26.67 ± 3.22 a 16.33 ± 6.81 a 23 ± 6.08 a 25.33 ± 7.02 a 11.33 ± 2.52 a 10.67 ± 2.08 a 14.67 ± 1.16 a 19.00 ± 6.56 a 

K asimilable 

(mg/kg) 
408.33 ± 45.09 a 273 ± 111.97 a 161.33 ± 5.77 a 168 ± 20.79 a 140.00 ± 10.58 a 125.33 ± 29.48 a 126.00 ± 29.05 a 132.33 ± 36.91 a  

a MOS, Materia Orgánica del Suelo 
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III.3.3 Características generales de los datos de secuenciación masiva y 

diversidad alfa (α) 

 La secuenciación de las regiones hipervariables V4-V5 correspondientes a los 

amplicones del gen rrs supuso la obtención de un total de 3,811,431 secuencias brutas, 

que tras ser procesadas y aplicado el filtro adicional propuesto por Bokulich y 

colaboradores (2013), resultó en la obtención de 1,810,414 secuencias de alta calidad. 

En la Tabla III.3 se indica en detalle el número de secuencias brutas y de calidad 

obtenido para cada uno de los sitios y tratamientos en estudio. 

 La tendencia de las curvas de rarefacción obtenidas a nivel de OTU (distancia 

genética del 3%) fue asintótica, tal y como se aprecia en las Figuras III.2 y III.3. Para la 

mayoría de los casos, independientemente del sitio de muestreo o tratamiento 

considerado, las curvas prácticamente alcanzaron el plateau. Asimismo, los valores 

promedio del índice de cobertura de Good registrados se encontraban comprendidos 

entre el 98 y 99% aproximadamente, quedando así demostrado el suficiente esfuerzo 

de muestreo realizado. 
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Figura III.2. Curvas de rarefacción obtenidas a nivel de OTU (3% distancia genética), para las 
muestras correspondientes a los robles naturales (HAF, BRF, XZF). La línea vertical (x = 12,752) indica 

el tamaño muestral más pequeño del conjunto total de muestras, el cual fue seleccionado para realizar la 
rarefacción de las muestras y calcular los índices de diversidad α. 
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Figura III.3. Curvas de rarefacción obtenidas a nivel de OTU (3% distancia genética), para las 

muestras correspondientes a los sitios de repoblación forestal (NPF, AZC, AZL). La línea vertical 

(x = 12,752) indica el tamaño muestral más pequeño del conjunto total de muestras, el cual fue 

seleccionado para realizar la rarefacción de las muestras y calcular los índices de diversidad α. 

  Para evitar los sesgos debidos al diferente tamaño muestral, los índices de 

diversidad α fueron calculados tras la realización de una rarefacción al tamaño de 
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muestra más pequeño (12,752 secuencias, correspondiente a la muestra obtenida para 

el árbol 2 localizado en la subárea 3 del sitio de muestreo BRF). Cabe destacar que en 

todos los sitios y tratamientos analizados, las comunidades procariotas de la rizosfera 

de los robles mostraron una gran diversidad, reflejada en los valores del índice de 

Shannon superiores a 6 en todos los casos, así como en los altos valores del Inverso 

de Simpson (Tabla III.3). Asimismo, en todas las áreas de muestreo y para las dos 

condiciones estudiadas, la riqueza estimada (medida con el índice Chao-1) resultó 

considerablemente elevada, si bien el número de OTUs esperados depende del área 

considerada (Tabla III.3). Los valores próximos a la unidad para los índices de Pielou 

revelaron la equidad de las comunidades procariotas en todos los casos. 
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Tabla III.3. Resumen de los parámetros de calidad de la secuenciación masiva (Illumina) e índices de diversidad α calculados para las comunidades procariotas de 
la rizosfera de Q. pyrenaica. En el caso del número de secuencias brutas y de calidad, se muestra la suma de todas las secuencias obtenidas para cada área o tratamiento. 

Todos los índices de diversidad α fueron calculados a un nivel de distancia genética del 3% y tras realizar la rarefacción de las muestras a 12,752 secuencias. Se indican los 
valores promedio obtenidos para las ocho réplicas de cada condición en estudio ± desviaciones estándar. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre áreas o 
tratamientos (test ANOVA seguido de contraste post-hoc HSD de Tukey; test Kruskal-Wallis seguido de contraste post-hoc de Dunn, aplicando la corrección de los p-valores de 
Benjamini-Hochberg para comparaciones múltiples). El nivel de confianza considerado para todos los test estadísticos fue del 95%. I, Inoculado; N.I, No Inoculado. 

Área Trata. 

Nº 

secuencias 

brutas 

Nº 

secuencias 

de calidad 

Cobertura de 

Good (%) 

Nº OTUs  

observados 
Chao-1 Shannon (H’) 

Inverso  

Simpson (1/D) 
Pielou (J’)b 

HAF  475,602 203,875 98.74 ± 0.34 1369.12 ± 186.28 bc 1587.05 ± 193.18 bc 6.26 ± 0.46 ab 254.92 ± 90.4 ab 0.8673 ± 0.0473 a 

BRF  355,006 172,095 98.34 ± 0.78 1296.38 ± 77.32 c 1452.72 ± 99.75 c 6.13 ± 0.17 a 140.9 ± 54.27 b 0.8558 ± 0.0183 a 

XZF  392,889 187,182 98.43 ± 0.72 1364.75 ± 93.35 bc 1558.93 ± 123.5 c 6.25 ± 0.16 ab 194.53 ± 55.81 ab 0.8655 ± 0.0165 a 

NPF 
I 339,331 170,545 98.39 ± 0.66 1349.5 ± 123.89 bc 1537.15 ± 123.41 c 6.3 ± 0.12 ab 216.93 ± 27.76 ab 0.8738 ± 0.0089 a 

N.I 379,389 186,969 98.59 ± 0.68 1293.5 ± 70.81 c 1464.98 ± 95.37 c 6.27 ± 0.08 ab 223.81 ± 37.23 ab 0.8758 ± 0.0076 a 

AZC 
I 442,925 209,735 98.52 ± 0.72 1651.62 ± 117.68 a 1915.24 ± 140.65 a 6.53 ± 0.2 b 275.97 ± 103.35 a 0.8818 ± 0.0196 a 

N.I 468,990 229,856 98.80 ± 0.49 1637.75 ± 210.37 a 1897.27 ± 217.16 a 6.55 ± 0.24 b 303.65 ± 89.76 a 0.8857 ± 0.0191 a 

AZL 
I 514,138 244,346 99.09 ± 0.26 1596.25 ± 252.84 ab 1853.61 ± 302.97 ab 6.49 ± 0.25 b 265.79 ± 91.89 a 0.8809 ± 0.0175 a 

N.I 443,161 205,811 98.50 ± 0.65 1443.12 ± 167.59 abc 1663.68 ± 212.09 abc 6.32 ± 0.2 ab 208.24 ± 46.87 ab 0.8695 ± 0.0165 a 

a Trat., Tratamiento 
b Los valores promedio y desviación estándar del índice de Pielou se especifican con más cifras decimales que el resto de índices para facilitar la interpretación de los datos. 
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Por otro lado, debe remarcarse que no se apreciaron diferencias 

estadísticamente significativas ni en términos de riqueza ni de equidad entre las 

comunidades procariotas asociadas a árboles inoculados y no inoculados, en ninguno 

de los dos sitios forestados (AZC, AZL) ni en el pinar naturalizado (NPF). 

 Si bien en el caso de las comunidades rizosféricas relativas a los robles naturales 

(sitios HAF, BRF, XZF) no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre ninguna de ellas en cuanto a los índices de diversidad α se refiere, las 

comunidades correspondientes a los robles trasplantados en AZC (tanto en el caso de 

los inoculados como los no inoculados), resultaron significativamente más ricas que 

aquellas de los robles de NPF (test HSD de Tukey, p-valores < 0.050). En efecto, las 

comunidades procariotas de los robles inoculados introducidos en AZC mostraron el 

mayor nivel de riqueza (observada y esperada, 1651 y 1915 OTUs respectivamente) de 

todas las poblaciones analizadas, incluso superior a la riqueza reportada en HAF, XZF 

y BRF. 

III.3.4. Diversidad beta (β) de las comunidades procariotas 

La diversidad existente entre las comunidades procariotas de la rizosfera de los 

robles ubicados en las diferentes áreas de estudio fue analizada tomando en 

consideración el conjunto de 1,810,414 secuencias de calidad, esto es, la totalidad de 

las secuencias sin rarificar. Esta fue además calculada a nivel de OTU (3% de distancia 

genética). 

En primer lugar se analizaron las muestras correspondientes a los sitios de 

repoblación (NPF, AZC, AZL), apreciándose una alta multidimensionalidad de los datos, 

ya que para lograr explicar el 100% de la varianza de los mismos serían necesarias 

hasta 47 dimensiones. Teniendo en cuenta exclusivamente las dos primeras 

coordenadas del PCoA (43.8% de la varianza explicada, Figura III.4A), pudo apreciarse 

una considerable dispersión de los datos, especialmente en el caso de las muestras 

correspondientes a los robles ubicados en AZC. Pese a ello, la betadispersión o 

dispersión multivariante de este subconjunto de muestras resultó homogénea (test 

PERMDISP2, F = 0.933, p-valor = 0.478). Tal y como se puede apreciar en la Figura 

III.4A, en ninguno de los sitios analizados pudo verse una separación de las muestras 

en función del tratamiento de los plantones, encontrándose las muestras 

correspondientes a plantones inoculados y control igualmente distribuidas a lo largo de 

ambas coordenadas. El análisis PERMANOVA confirmó la ausencia de diferencias 

estadísticamente significativas entre las comunidades procariotas de la rizosfera de 

robles inoculados y sin inocular (ver Tabla III.4). Por otro lado, tampoco se apreció un 

patrón claro de distribución de las muestras en base al área considerada, si bien 

aquellas relativas a NPF (tanto las correspondientes a plantones inoculados como no 

inoculados) quedaron ligeramente separadas de las de AZL en cuanto a la primera 

coordenada. Sin embargo, el análisis PERMANOVA reveló que la composición y 

estructura de las comunidades procariotas de cada uno de los sitios considerados son 

significativamente diferentes entre sí (Tabla III.4). 

Contrastada la homegeneidad en la estructura y composición de las 

comunidades procariotas de robles inoculados y control, se pasó a estudiar si las 

poblaciones que habitan en la rizosfera de robles de repoblación reciente se aproximan 
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a las correspondientes a los robles naturales o ya consolidados. Para mantener un 

diseño balanceado del experimento, únicamente se incluyeron en el análisis las 

muestras correspondientes a robles control (no inoculados), además de las relativas a 

HAF, BRF y XZF (zonas naturales). Tal y como en el caso anterior, el subconjunto de 

muestras seleccionadas resultó altamente multidimensional, siendo necesarias 47 

dimensiones para poder explicar la totalidad de la varianza de los datos, explicando un 

39.4% de la misma con las dos primeras coordenadas (Figura III.4B). El análisis 

PERMDISP2 reveló que la dispersión de todos los grupos de muestras era homógenea 

(F = 1.196, p-valor = 0.327), aunque con tan solo las dos primeras coordenadas la 

variabilidad de los conjuntos de muestras relativas a AZC y AZL pareció mayor que en 

el resto de los casos (Figura III.4B). En el gráfico de ordenación correspondiente no fue 

posible observar un patrón claro de agrupación de las muestras en base a ninguna de 

las dos coordenadas, si bien pudieron apreciarse ciertos gradientes. Mientras que las 

comunidades procariotas de la rizosfera de los plantones de NPF aparentaron ser 

diferentes del resto de poblaciones según el primer eje, en el segundo pudo apreciarse 

cierta separación entre sí, especialmente de las muestras correspondientes a los robles 

naturales (Figura III.4B). En base a ninguna de las dos coordenadas estudiadas fue 

posible apreciar la separación de las muestras relativas a los robles de repoblación 

reciente respecto a aquellas de los árboles naturales. Dichos resultados fueron 

confirmados mediante análisis PERMANOVA, siendo significativamente diferente la 

estructura y composición de todas las comunidades procariotas entre sí (Tabla III.4). 
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Figura III.4. Análisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las comunidades procariotas que 

habitan la rizosfera de robles de repoblación reciente (AZC, AZL, NPF) (A), y de robles naturales 

(HAF, BRF, XZF) y de repoblación no inoculados (B). Los gráficos de ordenación fueron realizados a 

nivel de OTU (3% de distancia genética) y en base a la medida de distancia Weighted UniFrac. Los valores 

incluidos entre paréntesis indican el porcentaje de la varianza observada explicada por cada uno de los 

correspondientes ejes. Los números localizados encima de cada círculo o triángulo coloreado indican la 

parcela o subárea a la que corresponde cada muestra. 
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Tabla III.4. Análisis PERMANOVA, y PERMANOVA por parejas de las comunidades procariotas de la 
rizosfera de Q. pyrenaica considerando diferentes factores y grupos de muestras. El PERMANOVA 
por parejas fue llevado a cabo en aproximación a métodos de contraste de tipo post-hoc (ver detalles en el 

Apartado M.5.4.5.). En el caso de las comparaciones por parejas tan solo se indican aquellas que permiten 
responder a las principales preguntas planteadas en este capítulo. El nivel de confianza considerado para 
todos los test estadísticos fue del 95%. 

Subconjunto de muestras y factor 
considerado 

F R2 p-valor 

Global    

 Sitio_tratamientoa 4.913 0.384 10-4 

Zonas (re)forestadas    

 Tratamiento 4.031 0.324 10-4 

Zonas (re)forestadas    

 Sitio 8.916 0.283 10-4 

Robles naturales    

 Sitio 3.155 0.231 10-4 

Zonas (re)forestadas (robles control)    

 Sitio 4.768 0.312 2 · 10-4 

Comparaciones por parejas 

 F R2 p-valorb 

Zonas (re)forestadas     

 NPF (Inoculados) vs. NPF (Control) 1.249 0.082 0.177 

 AZC (Inoculados) vs. AZC (Control) 0.719 0.049 0.621 

 AZL (Inoculados) vs. AZL (Control) 0.659 0.045 0.884 

Zonas (re)forestadas     

 NPF (Inoculados) vs. AZC (Inoculados) 5.097 0.267 0.002 

 NPF (Inoculados) vs. AZL (Inoculados) 7.300 0.343 0.002 

 AZC (Inoculados) vs. AZL (Inoculados) 2.245 0.138 0.011 

 NPF (Control) vs. AZC (Control) 4.307 0.235 0.002 

 NPF (Control) vs. AZL (Control) 9.614 0.407 0.002 

 AZC (Control) vs. AZL (Control) 2.658 0.160 0.024 

Robles naturales    

 HAF vs. BRF 4.677 0.250 0.003 

 HAF vs. XZF 2.269 0.139 0.004 

 BRF vs. AZC 2.620 0.158 0.003 

Zonas (re)forestadas, robles control    

 NPF vs. AZC 4.369 0.238 0.002 

 NPF vs. AZL 8.032 0.365 0.002 

 AZC vs. AZL 2.361 0.144 0.032 
a El factor Sitio_tratamiento fue creado artificialmente. 
b En este caso, los p-valores fueron corregidos mediante el ajuste Benjamini-Hochberg. 

 

III.3.5. Relación entre la estructura de las comunidades procariotas de la 

rizosfera de roble melojo y las propiedades fisicoquímicas del suelo 

En una primera aproximación se llevó a cabo un análisis de constricción CAP 

incluyendo los parámetros edáficos como variables explicativas y la abundancia relativa 

promedio de los géneros procariotas en cada subárea o parcela como variable 

dependiente. Para ello inicialmente se descartaron del análisis las variables colineales 
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(VIF > 10), esto es, la textura, arena, arcilla, y la relación C:N. El modelo planteado 

incluyente de todas las variables restantes resultó estadísticamente significativo (test de 

permutación similar a ANOVA, p-valor = 10-4), así como los siguientes factores edáficos: 

contenido en limo, agua disponible, pH (medido en solución acuosa y de KCl), MOS, 

contenido en N total y en K asimilable (test de permutación similar a ANOVA, p-

valores < 0.037).  

Así pues, el análisis canónico de coordenadas principales logró explicar un 39% 

de la varianza total observada (Figura III.5). Las muestras correspondientes al pinar 

naturalizado (NPF) quedaron separadas en el eje 1 del resto de muestras, 

encontrándose dicho eje fuertemente correlacionado y en sentido positivo con el 

contenido en materia orgánica del suelo, y en menor medida y en sentido opuesto con 

el pH (H2O). En cuanto al eje menos explicativo de los dos, la abundancia relativa y 

relaciones filogenéticas de los diferentes géneros procarióticos se encontraban 

determinadas fundamentalmente por el contenido en agua y en potasio asimilable del 

suelo, encontrándose las muestras de la parcela 2 ubicadas en AZL y algunas de AZC 

claramente separadas de las correspondientes a HAF en base a ambos factores (Figura 

III.5). 

Figura III.5. Análisis Canónico de Coordenadas Principales (CAP) de las comunidades procariotas 
de la rizosfera de Q. pyrenaica. El análisis fue realizado a nivel de género y en base a la medida de 

distancia Weighted UniFrac, incluyendo en el modelo tan solo las variables de constricción no colinelaes 
(VIF < 10). Los valores incluidos entre corchetes indican el porcentaje de la varianza observada explicada 
por cada uno de los correspondientes ejes. Los parámetros fisicoquímicos que se encuentran dentro de un 
recuadro rojo son aquellos que resultaron estadísticamente significativos según el test de permutación 
similar a ANOVA, a un nivel de confianza del 95%. Los números localizados encima de cada círculo o 
triángulo coloreado indican la parcela o subárea a la que corresponde cada muestra. El nombre completo 
de los parámetros fisicoquímicos puede consultarse en la Tabla III.2. 

  

Identificados aquellos factores edáficos con potencial impacto sobre la estructura 

y composición de las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. pyrenaica, se 

estudió la existencia de correlaciones entre dichos factores y la abundancia relativa de 



Resultados 
 

208 
 

los géneros mayoritarios. De todos aquellos géneros detectados en una abundancia 

relativa superior o igual a 0.1% en el conjunto total de muestras analizadas, 22 

mostraron una correlación estadísticamente significativa y fuertemente positiva con el 

pH (medido en H2O) del suelo rizosférico (test de correlación de Spearman, ρ > 0.6, p-

valores < 0.002). Tal y como se puede apreciar en la Tabla III.5, destacan algunos 

géneros como Aquabacterium, Blastochloris, Flavitalea, Herbaspirillum, Niastella y 

Telmatobacter por la alta correlación entre su abundancia relativa y el pH, mientras que 

tan solo cinco se hallaban correlacionados con el contenido en materia orgánica del 

suelo. 

 Por el contrario, 15 y 17 géneros bacterianos se encontraban correlacionados de 

forma estadísticamente significativa y fuertemente negativa con el contenido en materia 

orgánica y el pH del suelo, respectivamente (test de correlación de Spearman, 

ρ < - 0.795, p-valores < 0.001). Cabe destacar que algunos géneros mostraron 

correlaciones significativas y fuertemente negativas con varios parámetros 

fisicoquímicos del suelo (ver Tabla III.5), mientras que algunos como 

Anaeromyxobacter, Spartobacteria, Lysobacter y Sphingobium se encontraban 

simultáneamente correlacionados en sentido positivo y negativo con el pH y el contenido 

en materia orgánica, respectivamente. 
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Tabla III.5. Impacto de los factores fisicoquímicos del suelo bajo la fluencia de las raíces de Q. 
pyrenaica sobre la abundancia relativa de los principales géneros bacterianos rizosféricos. Tan solo 

se indican los géneros mayoritarios (abundancia relativa ≥ 0.1% en el conjunto total de muestras analizadas) 
que mostraron correlaciones estadísticamente significativas fuertemente positivas o negativas (ρ ≥ 0.6, ρ ≤ 
-0.6, respectivamente, test de correlaciones de Spearman), con los parámetros estadísticamente 
significativos según el análisis CAP. El nivel de confianza del test estadístico fue del 95%. 

Género 
Parámetro 

fisicoquímicoa 
Rho de 

Spearman (ρ) 
p-valor 

Correlaciones positivas 

Acidovorax pH (H2O) 0.642 0.001 

Anaeromyxobacter pH (H2O) 0.737 < 10-4 

Aquabacterium pH (H2O) 0.919 < 10-4 

Blastochloris pH (H2O) 0.831 < 10-4 

Bradyrhizobium pH (H2O) 0.631 0.001 

Candidatus_Endomicrobium pH (H2O) 0.638 0.001 

Flavitalea pH (H2O) 0.840 < 10-4 

Gp10 pH (H2O) 0.623 0.001 

Gp17 pH (H2O) 0.759 < 10-4 

Herbaspirillum pH (H2O) 0.885 < 10-4 

Spartobacteria pH (H2O) 0.616 0.001 

Lysobacter pH (H2O) 0.704 10-4 

Marmoricola pH (H2O) 0.600 0.002 

Mesorhizobium pH (H2O) 0.757 < 10-4 

Niastella pH (H2O) 0.8342 < 10-4 

Nitrolancea pH (H2O) 0.662 4 · 10-4 

Novosphingobium pH (H2O) 0.715 10-4 

Pirellula pH (H2O) 0.745 < 10-4 

Sphingobium pH (H2O) 0.658 0.001 

Sphingomonas pH (H2O) 0.602 0.002 

Telmatobacter pH (H2O) 0.804 < 10-4 

Vampirovibrio pH (H2O) 0.682 2  10-4 

Aeromicrobium MOS 0.630 0.001 

Aminobacter MOS 0.611 0.002 

Bauldia MOS 0.694 2 · 10-4 

Gp15 MOS 0.646 0.001 

Ramlibacter MOS 0.635 0.001 

Correlaciones negativas 

Chthonomonas/Armatimonadetes_gp3 K asimilable -0.751 < 10-4 

Candidatus_Hydrogenedens K asimilable -0.662 4 · 10-4 

Massilia K asimilable -0.741 < 10-4 

Hydrogenophaga N total -0.631 0.001 

Aggregicoccus pH (H2O) -0.638 0.001 

Amorphus pH (H2O) -0.672 3 · 10-4 

Anderseniella pH (H2O) -0.795 < 10-4 

Arthrobacter pH (H2O) -0.689 2 · 10-4 

Bacillus pH (H2O) -0.766 < 10-4 

Bauldia pH (H2O) -0.748 < 10-4 

Chryseolinea pH (H2O) -0.623 0.001 
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Género 
Parámetro 

fisicoquímicoa 
Rho de 

Spearman (ρ) 
p-valor 

Dokdonella pH (H2O) -0.628 0.001 

Flavisolibacter pH (H2O) -0.725 10-4 

Lentzea pH (H2O) -0.703 10-4 

Luteolibacter pH (H2O) -0.650 6 · 10-4 

Microvirga pH (H2O) -0.632 9 · 10-4 

Mycobacterium pH (H2O) -0.713 10-4 

Parasegetibacter pH (H2O) -0.616 0.001 

Schlesneria pH (H2O) -0.617 0.001 

Sporichthya Limo -0.725 10-4 

Adhaeribacter MOS -0.622 0.001 

Anaeromyxobacter MOS -0.618 0.001 

Blastocatella MOS -0.702 10-4 

Chitinophaga MOS -0.675 3 · 10-4 

Chryseobacterium MOS -0.691 2 · 10-4 

Gemmatimonas MOS -0.717 10-4 

Haliangium MOS -0.618 0.001 

Candidatus_Hydrogenedens MOS -0.685 2 · 10-4 

Spartobacteria MOS -0.647 6 · 10-4 

Lysobacter MOS -0.675 3 · 10-4 

Nitrolancea MOS -0.693 2 · 10-4 

Porphyrobacter MOS -0.786 < 10-4 

Reyranella MOS -0.708 10-4 

Rhodanobacter MOS -0.617 0.001 

Sideroxydans MOS -0.628 0.001 

Sphingobium MOS -0.675 3 · 10-4 

Sporichthya MOS -0.641 7 · 10-4 

a MOS, Materia Orgánica del Suelo (%); K asimilable (mg/kg); N total; Contenido en N total (%); 

Limo (%) 

 

III.3.6. Composición de las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. 

pyrenaica 

 La distribución de los diferentes taxones en las muestras en estudio fue 

analizada en base a la abundancia relativa de cada uno de ellos, y considerando 

diferentes rangos taxonómicos. Así, en todos los sitios fue posible detectar secuencias 

de hasta 24 phyla procarióticos conocidos, aunque la abundancia relativa promedio de 

solo nueve de ellos fue superior o igual al 1% en todos los sitios. Cabe mencionar que 

aunque la mayoría de los phyla pertenecían al dominio Bacteria, tres de ellos se 

encontraban adscritos al dominio Archaea: Thaumarchaeota, Euryarchaeota y 

Pacearchaeota, todos ellos detectados en una abundancia relativa inferior al 0.23% en 

cualquiera de los sitios y tratamientos considerados.  

Entre los phyla identificados, Proteobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, 

Verrucomicrobia y Planctomycetes supusieron aproximadamente un 80% del total de 

secuencias en todos los sitios y condiciones estudiadas (Figura III.6). En línea con los 
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resultados del PCoA y de los análisis PERMANOVA, la abundancia relativa de ninguno 

de los phyla mayoritarios (≥ 1%) resultó significativamente diferente en la rizosfera de 

robles inoculados y no inoculados en ninguna de las áreas de repoblación reciente. Por 

el contrario, y tal y como reveló la estructura general de la comunidad procariota 

(Apartado III.3.4.), pudieron apreciarse ciertas diferencias estadísticamente 

significativas tanto entre robles de los diferentes sitios de repoblación como entre robles 

naturales y robles no inoculados de los sitios (re)forestados, en cuanto a la abundancia 

relativa de los principales phyla rizosféricos se refiere (Figura III.6). 

 

Figura III.6. Abundancia relativa promedio de los phyla mayoritarios que habitan la rizosfera de 
robles naturales (HAF, BRF, XZF) y de repoblación reciente (NPF, AZC, AZL). N.I, No Inoculado; I, 
Inoculado. En el grupo artificial Otros (< 1%) se incluyen todos aquellos phyla representados por menos del 
1% de las secuencias totales obtenidas. No clasificados hace referencia a aquellos phyla que no pudieron 
ser identificados con ningún otro presente en la base de datos empleada. Las estrellas rojas indican la 
existencia de diferencias significativas en la abundancia relativa promedio de los phyla correspondientes, 
entre plantones de repoblación (entre parejas de individuos inoculados y/o entre parejas de individuos no 
inoculados). Las estrellas azules indican la existencia de diferencias significativas en la abundancia relativa 
promedio de los géneros correspondientes, entre plantones de repoblación no inoculados y los robles 

localizados en los sitios naturales. 

 Entre los géneros predominantes identificados destacaron por su abundancia 

Gp6 y Gp4 (Acidobacteria), Bradyrhizobium (Proteobacteria), Terrimonas, 

Ferruginibacter y Flavobacterium (Bacteroidetes), Gemmatimonas 

(Gemmatimonadetes), Candidate division WPS-1, y Spartobacteria y Opitutus 

(Verrucomicrobia), en función de la muestra considerada. Por otro lado, resultó 

considerable el elevado porcentaje de secuencias que no pudieron ser clasificadas a 

nivel de género (Figura III.7). De forma similar a lo apreciado a nivel de phylum y en 

consonancia con los resultados relativos a la diversidad β, no pudieron observarse 

diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la abundancia relativa de 

ninguno de los principales géneros de la rizosfera de robles inoculados y robles control, 
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ni en NPF, AZC ni AZL (Figura III.7). Entre los diez géneros más abundantes, algunos 

se encontraron distribuidos de manera significativamente heterogénea en la rizosfera de 

los plantones de repoblación. Igualmente, la abundancia relativa de algunos de ellos 

resultó diferente significativamente si se compara la rizosfera de robles naturales y 

robles no inoculados.  

 

Figura III.7. Abundancia relativa promedio de los 10 géneros más abundantes que habitan la 
rizosfera de robles naturales (HAF, BRF, XZF) y de repoblación reciente (NPF, AZC, AZL). N.I, No 
Inoculado; I, Inoculado. No clasificados hace referencia a aquellos géneros que no pudieron ser 

identificados con ningún otro presente en la base de datos empleada. Las estrellas rojas indican la 
existencia de diferencias significativas en la abundancia relativa promedio de los géneros correspondientes, 
entre plantones de repoblación (entre parejas de individuos inoculados y/o entre parejas de individuos no 
inoculados). Las estrellas azules indican la existencia de diferencias significativas en la abundancia relativa 
promedio de los géneros correspondientes, entre plantones de repoblación no inoculados y los robles 
localizados en los sitios naturales. 

 Tras aproximadamente un año y medio de los plantones en campo, se estudió la 

abundancia relativa de los géneros Arthrobacter y Bradyrhizobium (a los cuales se 

encontraban adscritas las cepas inoculadas en vivero) en las muestras 

correspondientes a las áreas de repoblación y en las relativas a los robles naturales. La 

proporción de secuencias promedio adscritas al género Arthrobacter fue 

considerablemente baja, no superando el 0.06% del total de secuencias en ninguno de 

los sitios analizados e incluso no siendo detectado en BRF ni XZF. Destaca la elevada 

dispersión de los datos, resultando dificultoso identificar diferencias significativas en la 

distribución de este taxón entre los robles inoculados y los controles negativos (Figura 

III.8). La disparidad en la proporción de secuencias correspondientes a este género en 

un mismo sitio o tratamiento condujo a semejante dispersión de los datos, no llegando 

a detectarse en algunas muestras (e.g., árbol 2 no inoculado de la parcela 3 de NPF) 
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mientras que en otras su abundancia relativa llegó hasta el 0.07% (e.g., árbol 2 no 

inoculado de la parcela 1 de NPF).  

 

Figura III.8. Distribución de los géneros Arthrobacter (A) y Bradyrhizobium (B) en la rizosfera de 
robles naturales (HAF, BRF, XZF) y robles de repoblación (NPF, AZC, AZL). N.I, No Inoculado; I, 

Inoculado. Las líneas denotan la desviación estándar de la abundancia relativa registrada para cada género 
en cada condición. 

 En tanto, la abundancia relativa promedio del género Bradyrhizobium fue 

superior al 1.4% en NPF, AZC y AZL, tanto en el caso de los robles inoculados como en 

el de los controles negativos. Sin embargo, la abundancia relativa de este género en la 

rizosfera de los robles inoculados y no inoculados fue homogénea en cualquiera de los 

tres sitios, no detectándose diferencias significativas en ninguno de los casos. Tampoco 

pudieron detectarse diferencias significativas con respecto a la abundancia de este 

género en la rizosfera de los robles naturales (test de Kruskal-Wallis, p-valores > 0.072). 

III.3.7. Predicción de las funciones llevadas a cabo por las comunidades 

procariotas de la rizosfera de Q. pyrenaica 

 La inferencia funcional de las comunidades procariotas que habitan la rizosfera 

de los robles fue realizada en base a los perfiles taxonómicos de las mismas mediante 

el empleo de la herramienta FAPROTAX. Del total de OTUs que componen las 

muestras, tan solo a un 13% se le pudo asignar al menos una de las funciones incluidas 

en la base de datos de FAPROTAX, detectándose un total de 33 grupos funcionales en 

el conjunto total de los datos. Debe mencionarse que algunos OTUs poseían varias 

funciones asociadas, llegando a asignarse hasta 15 funciones distintas al OTU 002746 

(género Rhodoplanes). 

En líneas generales se pudo apreciar un alto grado de conservación funcional: 

25 de las 33 funciones detectadas fueron registradas en todas las muestras, entre las 

que se encuentran la quimioheterotrofía (aerobia o no), fijación de N2, reducción de 

nitrato o fermentación. Del total de funciones asignadas, diez fueron detectadas en una 
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proporción superior o igual al 0.5% en al menos una de las áreas o tratamientos 

estudiados (Tabla III.6), entre las que destacan algunas generales como la mencionada 

quimioheterotrofía, y otras más específicas. Asimismo, entre las funciones mayoritarias 

se pudieron apreciar varias relacionadas con el metabolismo del N (fijación de N2, 

reducción de nitrato, ureolisis, nitrificación, oxidación aerobia del nitrito y respiración del 

nitrito y N). 
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Tabla III.6. Proporción de las funciones inferidas para las comunidades procariotas de la rizosfera de Q. pyrenaica en zonas naturales y de repoblación. N.I, No 
Inoculado; I, Inoculado. Los datos expresan porcentualmente la proporción promedio de cada función en las tres parcelas de cada sitio ± desviación estándar. Se detallan 
aquellas funciones detectadas en una proporción promedio superior o igual al 0.5% en al menos unos de los sitios o tratamientos, agrupándose todas las restantes en el grupo 
artificial Otras funciones asignadas. La categoría Funciones no asignadas alude a todas aquellas funciones descritas en la base de datos para las cuales no se encontraron 

correspondencias con ninguno de los OTUs de las comunidades procariotas en estudio. 

  HAF BRF XZF NPF AZC AZL 

Géneroa Función    N.I I N.I I N.I I 

56 Quimioheterotrofíaβ 11.83 ± 0.65 11.85 ± 1.04 13.53 ± 1.45 9.65 ± 2.7 11.27 ± 1.58 10.8 ± 1.2 11.1 ± 1.18 11.25 ± 1.23 12.08 ± 2.17 

51 
Quimioheterotrofía 

aerobiaα,β 
9.89 ± 0.65 10.06 ± 1.03 11.83 ± 1.59 7.82 ± 2.05 9.75 ± 1.79 9 ± 1.35 9.36 ± 1.12 9.8 ± 1.1 10.63 ± 2.16 

B, H Fijación de N2
α,β 2.05 ± 0.35 3.7 ± 1.43 3.21 ± 1.01 1.24 ± 0.37 1.52 ± 0.65 1.47 ± 0.73 1.59 ± 0.57 2.82 ± 1.03 2.56 ± 0.57 

Sch, Rh, O 
Reducción de 

NO3
- α,β 

2.32 ± 0.99 1.74 ± 0.25 1.65 ± 0.31 1.87 ± 0.36 1.62 ± 0.26 1.69 ± 0.39 1.56 ± 0.24 1.32 ± 0.36 1.32 ± 0.24 

Rhx, Sp, A, O Fermentación 1.87 ± 0.56 1.67 ± 0.23 1.56 ± 0.35 1.89 ± 0.38 1.55 ± 0.26 1.74 ± 0.48 1.62 ± 0.21 1.41 ± 0.3 1.41 ± 0.24 

S, Am, M, D, H, Ma, 
R, Th 

Ureolisisα,β 0.82 ± 0.3 0.93 ± 0.2 1.01 ± 0.27 1.22 ± 0.17 1.11 ± 0.18 1.02 ± 0.28 0.9 ± 0.25 0.84 ± 0.15 0.99 ± 0.2 

Npm, Nph, Nsp, Np Nitrificaciónβ 0.68 ± 0.29 0.35 ± 0.13 0.69 ± 0.42 0.47 ± 0.09 0.52 ± 0.1 0.66 ± 0.13 0.65 ± 0.15 0.76 ± 0.48 0.53 ± 0.19 

Np 
Oxidación aerobia 

de NO𝟐
- α 

0.56 ± 0.25 0.25 ± 0.11 0.54 ± 0.33 0.31 ± 0.06 0.35 ± 0.08 0.42 ± 0.12 0.38 ± 0.09 0.54 ± 0.43 0.27 ± 0.13 

Sch, Rh 
Respiración de 

NO3
- α 

0.52 ± 1.26 0.1 ± 0.06 0.12 ± 0.1 0.21 ± 0.08 0.24 ± 0.1 0.13 ± 0.09 0.12 ± 0.06 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.04 

Sch, Rh Respiración de Nα 0.52 ± 1.26 0.1 ± 0.06 0.12 ± 0.1 0.21 ± 0.08 0.24 ± 0.1 0.13 ± 0.09 0.12 ± 0.06 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.04 

 Otras funciones 
asignadas 

0.88 ± 0.75 1.27 ± 1.29 1.33 ± 1.64 1.01 ± 0.66 1.25 ± 1.35 1.21 ± 0.68 1.3 ± 0.98 1.04 ± 0 1.23 ± 0.93 

 Funciones no 
asignadas 

31.04 ± 6.58 30.76 ± 4.55 34.27 ± 5.91 24.9 ± 3.02 28.17 ± 5.1 27.06 ± 4.84 27.39 ± 3.92 28.81 ± 0 29.88 ± 5.97 

a En el caso de la quimioheterotrofía (aerobia o no) se indica el número de géneros distintos a los que pertenecen los OTUs a los que se les asignó dicha función. Para el resto de 

funciones, se especifican los géneros concretos. B, Bradyrhizobium; H, Herbaspirillum; Sch, Schlesneria; Rh, Rhodoplanes; O, Opitutus; Rhx, Rhodoferax; Sp, Spirochaeta; A, 
Alterococcus; S, Singulisphaera; Am, Aminobacter; M, Mesorhizobium; D, Duganella; Ma, Massilia; R, Rhizobacter; Th, Thermomonas; Npm, Nitrosopumilus; Nph, Nitrososphaera; 
Nsp, Nitrosospira; Np, Nitrospira. 
α Existencia de diferencias significativas en la proporción de la función correspondiente, entre plantones de repoblación (entre parejas de individuos inoculados y/o entre parejas de 

individuos no inoculados). 
β Existencia de diferencias significativas en la proporción de la función correspondiente, entre plantones de repoblación no inoculados y los robles localizados en los sitios naturales. 
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La mencionada conservación funcional fue especialmente observada en el caso 

de los plantones de repoblación, no detectándose diferencias significativas en la 

proporción de ninguna de las funciones mayoritarias (≥ 0.5%) entre los robles inoculados 

y no inoculados, (ni en NPF, AZC ni en AZL). En tanto, la proporción de algunas 

funciones resultó significativamente diferente en la rizosfera de los robles de 

repoblación, y en los robles naturales con respecto a los no tratados (ver Tabla III.6). 

III.4. Discusión   

 En zonas como la cuenca mediterránea, las tareas de repoblación forestal son 

frecuentemente llevadas a cabo con objeto de acelerar la recuperación de zonas 

degradadas o afectadas por un incendio forestal, por ejemplo. Sin embargo, uno de los 

principales problemas inherentes a las forestaciones o reforestaciones en el área 

mediterránea es la elevada tasa de mortalidad temprana de los plantones que son 

trasplantados a campo (Gómez-Aparicio et al., 2004). En el presente trabajo, la 

repoblación con plantones de roble fue realizada siguiendo un método reduccionista, 

esto es, adaptando un proceso como es la inoculación bacteriana y subsiguiente 

trasplante a un ecosistema preexistente (Maghnia et al., 2019). En el caso de AZL, 

previo a la realización de los trasplantes se llevó a cabo un desbroce, limpiando y 

eliminando la vegetación allí presente cuya parte aérea podía bien alcanzar hasta 2 m 

de altura. Aunque en AZC no se realizó ninguna tarea de desbroce o limpieza de la 

zona, los plantones fueron trasplantados directamente, siendo la vegetación 

naturalmente presente matorrales almohadillados de porte no superior a 50 cm 

(aproximadamente). Así pues, en ninguna de las áreas de estudio donde la 

supervivencia fue especialmente baja (AZL, AZC), los robles recién trasplantados 

contaban con plantas nodrizas próximas que los protegiera de las duras condiciones 

ambientales, especialmente en verano. Cabe destacar que otros autores han 

demostrado el efecto positivo del trasplante de individuos de roble melojo bajo 

matorrales en diferentes áreas de Sierra Nevada, entre las que se encuentra Lanjarón 

(Gómez-Aparicio et al., 2004). Los citados autores documentaron la mayor 

supervivencia de los plantones de roble melojo cuando estos eran trasplantados junto 

con plantas nodrizas. Al parecer, estas redujeron el impacto sobre los robles jóvenes de 

las altas temperaturas del estío y de la alta radicación solar en zonas abiertas como las 

aquí estudiadas (AZL, AZC), manteniendo una mayor humedad ambiental y del suelo. 

Así pues, en NPF el dosel de los pinos bajo el cual los plantones fueron transferidos 

podría haber desempeñado un papel clave en la protección de los mismos, actuando 

por tanto los pinos como planta nodriza y resultando en un considerable porcentaje de 

supervivencia de los plantones. En definitiva, los registros de supervivencia aquí 

obtenidos y los aportados por otros autores apuntan hacia la necesidad de mantener los 

matorrales o incluso incluir plantas nodrizas típicas de la zona en las tareas de 

repoblación forestal para aumentar la eficiencia de las mismas, especialmente en la 

zona mediterránea y para afrontar los meses de verano. Es decir, se recomienda llevar 

a cabo aproximaciones holísticas, adaptando el ecosistema a un proceso concreto como 

es el trasplante de árboles inoculados (Maghnia et al., 2019). 

 Aunque los suelos sobre los que habitualmente se desarrollan los robles son de 

naturaleza ácida, los valores de pH aquí medidos en la mayoría de los casos se 

encontraban próximos a la neutralidad o eran ligeramente bajos. Los registros obtenidos 
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se encuentran en consonancia con aquellos documentados para las mismas zonas dos 

años antes (Capítulo II), y con los obtenidos por otros autores en algunas de las áreas 

de muestreo aquí analizadas (Cobo-Díaz et al., 2017). Sin embargo, destaca el suelo 

relativamente ácido del área NPF, en comparación con el resto. Pese a tratarse del suelo 

bajo la influencia de las raíces de Q. pyrenaica, la acidez característica de NPF podría 

ser consecuencia de la presencia de pinos en esta área. En los bosques de coníferas 

es común que se produzca una acidificación del suelo donde se depositan las acículas, 

debido a la presencia de compuestos polifenólicos propios de la hojarasca que acidifican 

el suelo (Li et al., 2014). El pH de las capas superficiales del suelo de los bosques de 

coníferas puede llegar a encontrarse en valores próximos a 3-4 unidades (Baldrian et 

al., 2012; Li et al., 2014), por lo que el pH registrado en NPF podría encontrarse marcado 

por las acículas y materia orgánica depositada en las capas más superficiales del 

mismo. 

 Por otro lado, pudo apreciarse que las comunidades procariotas rizosféricas en 

todos los sitios analizados fueron diferentes entre sí, destacando la influencia de ciertos 

parámetros edáficos sobre la estructura y composición de las mismas (Figura III.5). Uno 

de los principales factores determinantes de las diferencias en las poblaciones 

procariotas fue el contenido en materia orgánica del suelo. Así, este parámetro podría 

ser el origen de las diferencias observadas, a nivel de género, entre las comunidades 

rizosféricas de los árboles ubicados en NPF y AZL, siendo los valores más elevados los 

que conducirían a la estructuración de comunidades similares a las características de 

NPF, y lo opuesto en el caso de AZL. Por otro lado, independientemente de las 

propiedades edáficas que determinan la estructura de las poblaciones procariotas, 

múltiples resultados demostraron que las comunidades de la rizosfera de robles de 

repoblación reciente y de robles naturales son diferentes entre sí. Sin embargo, las 

poblaciones procariotas correspondientes a los robles de repoblación resultaron 

diferentes en función del área considerada, no pudiéndose observar en el PCoA (Figura 

III.4) la agrupación entre sí de las muestras correspondientes a NPF, AZC y AZL y el 

distanciamiento de las mismas de aquellas relativas a los robles naturales (HAF, BRF, 

XZF). Así pues, no es posible determinar si las comunidades procariotas de la rizosfera 

de robles de repoblación no se han establecido en campo tras un año y medio del 

trasplante de los árboles; esto es, si no tienden hacia la estructura típica de 

comunidades propias de robles naturales o ya establecidos. Por otro lado, podría 

pensarse que las propiedades inherentes a cada área (ambientales, historia del lugar, 

etc.) tienen un efecto superior a las propias plantas sobre las comunidades procariotas. 

Las diferencias observadas en la estructura y perfiles taxonómicos de las comunidades 

procariotas podrían ser fruto de los parámetros fisicoquímicos del suelo en el que 

habitan, ya que es sabido que el suelo tiene una profunda influencia en el ensamblaje 

de las comunidades microbianas. Sin embargo, diversas variables no controladas en 

este trabajo podrían ser responsables de tales diferencias. Tal y como revisaron 

Philippot y colaboradores (2013), las poblaciones microbianas pueden ser dependientes 

no solo del tipo de suelo, sino también de la localización donde la planta crece, así como 

de la especie vegetal, genotipo o incluso del cultivar. Por lo tanto, no sería de extrañar 

que las diferencias observadas entre las poblaciones analizadas se encontraran 

gobernadas por múltiples aspectos como los diferentes barrancos de los ríos en los que 

se hallan los robles, edad de los hospedadores, vegetación acompañante, tipo de 



Resultados 
 

218 
 

formaciones forestales, etc., o por la interacción de varios de ellos, resultando por lo 

tanto en comunidades propias y específicas de cada hábitat. 

 Tal y como se ha mencionado, las únicas comunidades procariotas entre las que 

no se detectaron diferencias significativas de ningún tipo (ni en términos de diversidad 

α, ni en cuanto a los perfiles taxonómicos y abundancia relativa de los principales phyla 

y géneros, ni en cuanto a las funciones predichas) fueron aquellas correspondientes a 

la rizosfera de robles inoculados y control, en ninguno de los tres sitios de repoblación. 

Por ello, se sugiere que la inoculación con el consorcio bacteriano aquí estudiado tiene 

un efecto neutro sobre todos los parámetros ecológicos estudiados.  

Otros estudios han revelado que la introducción de inoculantes bacterianos 

supone la alteración de la estructura de la comunidad bacteriana de la rizosfera de 

plantas como alfalfa (Medicago sativa) o pepino (Cucumis sativus), encontrándose 

ciertos taxones desplazados por otros que aumentaron su abundancia relativa 

(Schwieger y Tebbe, 2000; Wang et al., 2018). Sin embargo, debe destacarse que en 

ambos casos los cambios en la estructura de la población fueron constatados a las 14 

semanas de la liberación de los inoculantes a campo, periodo de tiempo muy inferior al 

contemplado en el caso del roble melojo. Si bien en aquellos trabajos se analizaron 

hospedadores herbáceos, no puede descartarse que en un menor periodo de tiempo al 

analizado las comunidades procariotas de la rizosfera de individuos de Q. pyrenaica 

inoculados hubieran mostrado diferencias con aquellas relativas a robles no inoculados. 

En tanto, algunos estudios realizados con especies forestales como Pseudotsuga 

menziesii (abeto de Douglas o pino Oregón) revelan que cuatro años tras la inoculación 

de una cepa de la especie Pseudomonas fluorescens y trasplante a campo de los 

plantones, las comunidades procariotas y fúngicas de la rizosfera permanecen 

invariables respecto a los controles no inoculados (Heinonsalo et al., 2004). 

 Tras un año y medio desde el trasplante de los robles procedentes de vivero, la 

diversidad, estructura, composición y potencial funcional de las comunidades 

procariotas de la rizosfera de árboles inoculados y no inoculados fueron los mismos. 

Dicha homogeneidad sugiere, por un lado, que las comunidades procariotas son 

resilientes a una perturbación como la introducción de inoculantes y por ende tienen la 

capacidad de reestablecerse hacia la misma comunidad que los árboles no inoculados. 

Por otro lado, bien podría darse el caso de que ni tan siquiera hubiera llegado a 

producirse ningún tipo de perturbación, como consecuencia, por ejemplo, de una baja 

persistencia de los inoculantes. La ausencia de datos correspondientes a las 

comunidades procariotas que habitan el suelo donde los robles control e inoculados 

fueron trasplantados dificulta discernir entre ambos tipos de situaciones. Algunos 

autores reconocen la diversidad de las comunidades microbianas como factor clave de 

la resistencia a las invasiones por otros microorganismos (Mallon et al., 2015). 

Asimismo, se considera que la susceptibilidad de los ecosistemas del suelo a la 

introducción de microorganismos foráneos depende de la complejidad de los propios 

ecosistemas (Griffiths y Philippot, 2013). Cabe destacar que en general, la microbiota 

asociada a diferentes tipos de hospedadores (e.g., plantas, animales) se caracteriza por 

su tendencia a ser resistente y además resiliente, siendo capaz de recuperar la 

estructura inicial de la comunidad tras una perturbación externa o tras la introducción de 

nuevas especies (Castro-Sowinski et al., 2007; Toju et al., 2018). En el caso concreto 
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de las especies leñosas, un estudio en Sierra Nevada demuestra que las comunidades 

procariotas de la rizosfera de encinas se encuentran prácticamente restablecidas nueve 

años después de una alteración tan marcada como un incendio forestal de alta 

intensidad (Fernández-González et al., comunicación personal). Teniendo en cuenta la 

sugerida resiliencia de las comunidades procariotas rizosféricas de la encina, en el caso 

de que el consorcio bacteriano hubiera persistido en la rizosfera de Q. pyrenaica durante 

el periodo en vivero, no sería de extrañar que la comunidad microbiana del suelo en el 

que los plantones fueron trasplantados fuera lo suficientemente diversa y compleja como 

para sobreponerse a una posible alteración de la misma ocasionada por el trasplante y 

la introducción de los inoculantes.  

 Por otro lado, las similitudes existentes entre las comunidades procariotas 

rizosféricas de árboles inoculados y no inoculados podrían ser consecuencia del largo 

periodo transcurrido desde el tratamiento bacteriano hasta el muestreo, siendo tentador 

el especular sobre una persistencia del consorcio bacteriano inferior a dos años. 

Frecuentemente las bacterias se caracterizan por su baja capacidad para persistir en el 

sistema radicular de las plantas, e incluso para mantener los niveles poblacionales a 

una alta concentración semanas después de su inoculación (Araújo et al., 2018). Por 

ejemplo, Frey-Klett y colaboradores (1997) documentaron que una cepa de la especie 

Pseudomonas fluorescens no fue capaz de sobrevivir más de 19 semanas tras su 

inoculación sobre plantones de abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii), pudiendo 

haberse dado una situación similar en el caso de roble melojo. 

Algunos autores destacan que el efecto de la aplicación de bioinoculantes 

bacterianos en árboles como Acacia senegal sobre la diversidad de las comunidades 

procariotas de la capa superficial del suelo próxima al cuello de la raíz puede ser variable 

(Herrmann et al., 2012). Así, los mencionados autores observaron que varios meses 

después de la inoculación, las comunidades asociadas a árboles inoculados y no 

inoculados resultaron significativamente diferentes en términos de diversidad, no siendo 

detectada ninguna diferencia transcurrido un periodo de tiempo más largo, sugiriendo 

por tanto la pérdida de las cepas inoculadas. Dichos resultados apoyan parcialmente las 

evidencias obtenidas en este trabajo ya que las comunidades procariotas de robles 

control e inoculados no mostraron diferencias, pero los géneros bacterianos a los que 

se encuentran adscritas las cepas inoculadas sí pudieron ser detectados en ambos 

casos. Por un lado, a la vista de la baja supervivencia de algunos inoculantes una vez 

liberados a campo, se podría especular sobre una corta persistencia del consorcio 

inoculado. A ello podría seguirle o acompañarle el reclutamiento de OTUs de ambos 

géneros bacterianos del suelo circundante en el que residen hacia la rizosfera de los 

plantones (tanto inoculados como no inoculados). Tal y como se ha mencionado 

anteriormente, Bradyrhizobium es un género frecuente en el suelo de diferentes tipos 

de bosques, habiéndose detectado en una abundancia relativa de aproximadamente 3% 

en el suelo suelto y la rizosfera de encinas localizadas en Lanjarón, valor próximo al 

reportado en el sitio AZL ubicado en la misma zona montañosa (Fernández-González, 

2014). Por otro lado, en consonancia con los resultados obtenidos aquí para Q. 

pyrenaica, Fernández-González y colaboradores (comunicación personal) 

documentaron también la prácticamente indetectable presencia del género Arthrobacter 

en el suelo suelto y la rizosfera de encinas situadas en un área próxima a AZL. Así pues, 

la ubicuidad del género Bradyrhizobium en diversos ecosistemas forestales 
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(VanInsberghe et al., 2015) y una presencia similar de ambos géneros en zonas 

próximas a AZL podrían respaldar la idea de la atracción de individuos de dichos 

géneros desde el suelo suelto hacia la rizosfera de roble melojo, y posterior 

establecimiento de los mismos. Sin embargo, la ausencia de datos referentes a la 

estructura de las comunidades procariotas típicas del suelo suelto de cada zona de 

estudio imposibilita corroborar dicha teoría. Por otra parte, debe tenerse en cuenta que 

por aspectos inherentes a las técnicas de secuenciación masiva y a las bases de datos 

empleadas, no fue ni tan siquiera posible conocer la especie de adscripción de los OTUs 

pertenecientes a los géneros Arthrobacter y Bradyrhizobium que fueron detectados en 

este trabajo. 

 Asimismo, se plantea la posibilidad de que los inoculantes introducidos hubieran 

persistido y fueran capaces de colonizar la raíces y establecerse en campo, pudiendo 

incluso dispersarse hacia el hábitat rizosférico de los plantones no inoculados. Cabe 

destacar que previamente ha sido demostrado que una cepa del género Bradyrhizobium 

inoculada en árboles de la especie Acacia mangium es capaz de persistir hasta 42 

meses después del trasplante a campo de los árboles inoculados, siendo capaz de 

diseminarse hacia las raíces de plantas vecinas no inoculadas (Galiana et al., 1994). En 

la misma línea, Narożna y colaboradores (2015) documentaron la supervivencia de dos 

cepas de la especie B. japonicum en una parcela en la que fueron inoculadas 20 años 

antes sobre plantas de soja (Glycine max), y en la que no volvió a haber nunca cultivos. 

Además, los citados autores fueron capaces de detectar la presencia de ambas cepas 

a una distancia de hasta 40 m de donde las plantas fueron inicialmente cultivadas, 

denotando una marcada dispersión bacteriana. En el caso del roble melojo, la dispersión 

de las cepas del hábitat rizosférico de un árbol a otro adyacente podría verse favorecida 

por la gran prominencia del sistema radicular y la notable extensión de las raíces 

laterales de esta especie (Jiménez Sancho et al., 1997; Castillo Marín y Castillo Marín, 

2010), aunque además del contacto radicular entre árboles se requeriría para ello la 

movilidad de las cepas inoculadas.  

En aparente controversia con los resultados obtenidos para roble melojo, 

Thompson y colaboradores (1990) informaron sobre la persistencia de 100 días de una 

cepa de la especie Arthrobacter globiformis al ser inoculada en la rizosfera de plantas 

de trigo (Triticum aestivum), periodo muy inferior al considerado en este trabajo. Sin 

embargo, cabe destacar que tanto las condiciones experimentales de aquel trabajo 

como el holobionte en estudio distaban mucho de las correspondientes al estudio aquí 

realizado, siendo por tanto difícil inferir la posible supervivencia de la cepa inoculada 

sobre Q. pyrenaica. Además, la escasez de estudios en la literatura que abordan la 

persistencia de inoculantes basados en este género (especialmente en lo que a 

especies arbóreas se refiere) hace que sea difícil hipotetizar sobre su posible 

establecimiento una vez liberados a campo.  

 En otro orden de cosas, los resultados obtenidos revelaron que algunos géneros 

se encuentran positivamente correlacionados con el pH, como Gp10 y Gp17, lo cual ha 

sido previamente observado por otros autores para dichos géneros (Jones et al., 2009). 

Por el contrario, otros como Arthrobacter mostraron una correlación negativa con el 

mencionado parámetro edáfico. Dichos resultados contrastan con los obtenidos por 

Fernández-González y colaboradores (2017), quienes documentaron una mayor 
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abundancia de este género en la rizosfera de encinas a pH alcalino que en el caso de 

suelos más ácidos. Debe puntualizarse que en aquel caso el holobionte mencionado se 

encontró sujeto a un incendio forestal que supuso la alcalinización del suelo, pudiendo 

haber alterado más parámetros de los aquí considerados que determinaran la mayor 

abundancia de dicho género en suelos de pH alto. Por otro lado, algunos de los géneros 

más abundantes en la rizosfera de roble melojo como Gemmatimonas se encontraban 

negativamente correlacionados con el contenido en materia orgánica del suelo, lo cual 

se vio apoyado en la mayor abundancia relativa de este taxón precisamente en el suelo 

rizosférico de AZL, aquel con menor valor de este parámetro. Este mismo fenómeno ha 

sido observado también en la rizosfera de otras especies leñosas como encina y olivo 

(Fernández-González et al., resultados sin publicar), quedando de manifiesto la 

preferencia o mayor abundancia de este género por suelos pobres en materia orgánica. 

En el mismo sentido, los géneros Anaeromyxobacter y Lysobacter se encontraban 

negativamente correlacionados con el contenido en MOS. Estos géneros se 

caracterizan por su naturaleza microdepredadora, habiéndose sugerido su importante 

papel en el recambio de la materia orgánica del suelo (Lueders et al., 2006). Así, la lisis 

de sus presas bacterianas podría contribuir al descenso en el contenido en materia 

orgánica asociado al incremento en la abundancia relativa de dichos géneros 

microdepredadores. 

 Por otro lado, debe remarcarse que algunos de los géneros más abundantes en 

la rizosfera de roble melojo no se encontraron afectados por ninguno de los factores 

edáficos analizados. Uno de los más abundantes en todas las áreas estudiadas fue 

Bradyrhizobium, lo cual no resultó sorprendente dada su habitual presencia en la 

rizosfera de quercíneas como encina o incluso roble melojo (Cobo-Díaz et al., 2015; 

Cobo-Díaz et al., 2017; Fernández-González et al., 2017), tal y como se ha mencionado 

anteriormente. A su vez, en 18 bosques distintos de Norte América, correspondientes a 

diferentes ecozonas y sujetos a distintas condiciones climáticas e historias 

sucesionales, este género ha sido en todos los casos el mayoritario del suelo 

(VanInsberghe et al., 2015). Así, resulta tentativo justificar la ausencia de correlaciones 

entre la abundancia de Bradyrhizobium y los diferentes parámetros fisicoquímicos del 

suelo rizosférico en base a la ubicuidad que caracteriza a este género bacteriano.  

 La abundancia de este género en todos los sitios estudiados hizo que una de las 

principales funciones predichas en este hábitat fuera la fijación de N. Junto con esta 

función, otras tantas relacionadas con el metabolismo del N fueron las detectadas en 

mayor proporción en todas las muestras, poniendo de manifiesto la importante potencial 

contribución de las comunidades bacterianas de la rizosfera en el reciclado de este 

nutriente. Otras de las funciones mayoritarias en los hábitats estudiados fueron la 

nitrificación y oxidación aerobia del amonio, descritas previamente como dos de los 

principales procesos del ciclo del N llevados a cabo por bacterias en los ecosistemas 

forestales (Lladó et al., 2017). Por otro lado, debe destacarse la redundancia funcional 

detectada en muchos casos, encontrándose OTUs taxonómicamente diversos 

asociados a una misma función. Algunos autores sugieren que la redundancia funcional 

podría incrementar la resiliencia de las comunidades procariotas a determinadas 

alteraciones (Allison y Martiny, 2008), por lo que la ausencia de especialización funcional 

aquí observada podría ser signo de comunidades procariotas resilientes. 
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 Predecir las funciones llevadas a cabo por las comunidades procariotas a partir 

de la taxonomía es uno de los primeros pasos hacia el desciframiento del 

funcionamiento del hábitat en estudio. Sin embargo, debe tenerse en mente que las 

funciones son inferidas a partir de la afiliación taxonómica de los OTUs que componen 

las comunidades, y que la predicción de una función no necesariamente implica que 

esta se lleve a cabo en el hábitat o ecosistema en consideración. Además, diferentes 

cepas de una misma especie pueden mostrar un metabolismo diferencial como ciertas 

cepas no fijadoras de N2 atmosférico del género Bradyrhizobium (VanInsberghe et al., 

2015), por lo que asignación de ciertas funciones a ciertos OTUs puede no ser del todo 

certera. En definitiva, los resultados correspondientes a la inferencia funcional deben 

tomarse con cautela y como una aproximación a las funciones desempeñadas por la 

comunidad procariota en el hábitat estudiado. 

III.5. Perspectivas futuras  

 Si bien el diseño experimental planteado permitió concluir que las comunidades 

procariotas de la rizosfera de roble melojo son iguales en individuos inoculados y no 

inoculados tras 18 meses en campo, varios aspectos podrían ser abordados en un futuro 

con los que completar el estudio realizado. Así pues, la ausencia de diferencias entre 

las poblaciones procariotas de ambos tipos de árboles fue únicamente contrastada en 

términos de diversidad, estructura y composición de las mismas, si bien aspectos 

funcionales no fueron tenidos en cuenta. Mediante aproximaciones de tipo 

metaproteómico, metabolómico o incluso bioquímico (e.g., estudio de la actividad de 

enzimas extracelulares) podría alcanzarse una visión holística del efecto de la 

introducción de plantones inoculados, incluyendo el impacto sobre la funcionalidad del 

suelo. En este sentido, debe tenerse en cuenta que la herramienta FAPROTAX 

únicamente permite realizar una inferencia sobre las posibles funciones desempeñadas 

por las comunidades procariotas en base a la taxonomía de los individuos que las 

componen, por lo que sería necesario validar experimentalmente dichos hallazgos 

obtenidos. 

 En otro orden de cosas, debe mencionarse que con la técnica de secuenciación 

masiva y las bases de datos de taxonomía procariota disponibles es difícil conocer la 

especie de adscripción de los OTUs registrados, siendo el nivel de género el rango 

taxonómico más bajo determinado con fiabilidad. Por consiguiente, con la metodología 

y herramientas disponibles en la actualidad, no fue posible conocer si las cepas 

inoculadas se hallaban en las muestras analizadas. Sería por tanto recomendable 

implementar en un futuro otro tipo de alternativas con las que poder estudiar las 

comunidades – o parte de ellas – a un nivel taxonómico más profundo, como se indica 

a continuación. Siempre teniendo en cuenta que se trata de un Parque Nacional, donde 

no se pueden introducir especies modificadas genéticamente. 

 Por otro lado, la búsqueda de las cepas bacterianas inoculadas en estadíos más 

tempranos al considerado, por ejemplo en el vivero, permitiría tener una idea más 

certera de la supervivencia del consorcio, y determinar si incluso llega a campo. La 

presencia de las cepas inoculadas podría examinarse mediante qPCR, empleando para 

ello primers específicos con los que detectar las cepas concretas en estudio, o el rango 

taxonómico superior más próximo. Además de conocer la posible supervivencia del 

consorcio inoculado, el estudio de la comunidad microbiana del suelo donde los 
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plantones son transferidos permitiría conocer si se produce una alteración de la 

comunidad nativa o si esta es resiliente frente a la introducción de inoculantes 

bacterianos. Al mismo tiempo, sería posible determinar si las cepas B. canariense 

GV101 y A. globiformis AFG20.1 forman parte de la comunidad microbiana del suelo 

suelto en cada una de las áreas estudiadas. 

 Finalmente, en caso de ser descartada la ausencia de alteraciones de índole 

estructural, composicional y funcional de las comunidades procariotas nativas, sería 

conveniente testar el efecto protector de plantas nodrizas sobre plantones de roble 

melojo introducidos desde vivero a campo. Sin embargo, para ello deberían llevarse a 

cabo estudios pormenorizados considerando diferentes aspectos, como las especies 

vegetales más adecuadas a emplear. 

  



 

 
 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO IV 

Aislamiento, estudio de la diversidad genotípica e identificación taxonómica de 

bacterias aisladas de la rizosfera y endosfera de raíz de Quercus pyrenaica 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra las ramas de un individuo de Quercus pyrenaica y el matorral arbustivo de Genista versicolor. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  
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IV.1. Introducción 

IV.1.1. Géneros Pseudomonas y Luteibacter 

 Las bacterias que interaccionan con plantas forman parte de uno de los grupos 

de microorganismos más apreciados en la agricultura y silvicultura, tal y como se ha 

revisado anteriormente en detalle (Apartado 2.2.). En aquellos casos en los que se 

buscan PGPB o BCAs para mejorar el fitness de un hospedador vegetal que sufre algún 

tipo de amenaza – véase el caso de la especie leñosa Q. pyrenaica (Apartado 

1.1.1.2.3.4.) –, resulta primordial el diagnóstico del problema y la identificación de los 

posibles bioinoculantes. Así, algunos autores remarcan la necesidad de caracterizar 

taxonómicamente los potenciales PGPB y BCAs (así como los microorganismos sobre 

los que ejercer el biocontrol) para su monitorización y futuras aplicaciones. La correcta 

identificación taxonómica de los mismos puede suponer importantes beneficios 

prácticos y económicos en el desarrollo de esta tecnología (Lyal et al., 2008; Prakash et 

al., 2016). 

 La búsqueda y aislamiento de candidatos a PGPB y/o BCAs y los subsiguientes 

estudios taxonómicos de los mismos, han conducido a la identificación de múltiples 

especies bacterianas asociadas a plantas. Uno de los géneros habitualmente detectado 

en los nichos vegetales es Pseudomonas. Con frecuencia se considera que los 

miembros de este género son prometedores PGPB y/o BCAs dada su gran ubicuidad e 

inmensa plasticidad metabólica, lo cual les permite, entre otros aspectos, colonizar 

nichos ecológicos muy variados (Ramírez-Bahena et al. 2015). No solo su metabolismo 

es reconocido por su gran plasticidad, sino que la complejidad filogenética y el elevado 

número de especies adscritas a este género son también característicos (Peix et al., 

2018). Este género perteneciente a la clase Gammaproteobacteria fue descrito a finales 

del siglo XIX (Migula, 1894), y desde entonces su taxonomía ha sufrido abundantes 

cambios, adscribiéndose numerosas nuevas especies al mismo. Así, aproximadamente 

un siglo tras la descripción del género este ya contaba con 102 especies reconocidas 

(Mulet et al., 2010). Si bien el número de nuevas especies descritas anualmente durante 

los primeros años del siglo XXI puede considerarse moderado (entre 3 y 5), de 2009 a 

2017 la lista de especies pertenecientes al género Pseudomonas fue engrosada en 70 

adicionales, con una media de 10 especies nuevas descritas anualmente durante el 

periodo 2014-2017 (Peix et al., 2018). En julio de 2019 la cantidad de especies 

válidamente incluidas en el género Pseudomonas asciende a 255 según la LPSN 

(Euzéby, 1997). 

 Así, la riqueza taxonómica del género Pseudomonas podría considerarse 

elevada. En la actualidad el género se compone de dos principales linajes: el 

correspondiente a P. fluorescens y el linaje de P. aeruginosa (Mulet et al., 2010; Gomila 

et al., 2015: García-Valdés y Lalucat, 2016). Según estos autores, el linaje ‘P. 

fluorescens’ comprende seis grupos filogenéticos, concretamente ‘P. fluorescens’ (el 

más amplio de todos), ‘P. syringae’, ‘P. lutea’, ‘P. putida’, ‘P. anguilliseptica’ y ‘P. 

straminea’, cada uno de ellos comprendiendo a su vez por varios subgrupos. Sin 

embargo, Peix y colaboradores (2018) propusieron la definición de un nuevo grupo 

filogenético en este linaje, el grupo ‘P. rhizosphaerae’. El otro gran linaje (‘P. 

aeruginosa’) se compone de cinco grupos filogenéticos concretos: ‘P. aeruginosa’, ‘P. 

oleovorans’, ‘P. oryzihabitans’, ‘P. stutzeri’ y ‘P. luteola’. Por otro lado, los estudios más 
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recientes sugieren la definición de un nuevo linaje, el linaje ‘P. pertucinogena’ (Peix et 

al., 2018), el cual contendría el consolidado grupo filogenético del mismo nombre 

previamente definido por García-Valdés y Lalucat (2016), compuesto por varias 

especies recientemente descritas. En definitiva, el elevado número de especies 

incluidas en el género Pseudomonas así como las relaciones filogenéticas entre las 

mismas pone de manifiesto la extrema complejidad filogenética del mismo. 

 Otro género bacteriano perteneciente a la clase Gammaproteobacteria cuyos 

miembros interaccionan frecuentemente con plantas es Luteibacter (Johansen et al., 

2005; Akter y Huq, 2018). Este fue descrito por primera vez en el año 2005 por Johansen 

y colaboradores, y a diferencia de la gran cantidad de especies incluidas en el género 

Pseudomonas, en julio de 2019 Luteibacter cuenta tan solo con tres especies 

válidamente descritas y reconocidas: L. anthropi, L. rhizovicinus y L. yeojuensis, según 

la LPSN (Euzéby, 1997). Debido a la relativamente reciente descripción del género y de 

forma totalmente opuesta a lo sucedido con Pseudomonas, pocos aspectos son 

conocidos del mismo. Así, ni tan siquiera se ha podido esclarecer la identidad de dos 

cepas que podrían pertenecer a nuevas especies del género. Por un lado, la hipotética 

nueva especie L. jiangsuensis propuesta por Wang y colaboradores (2011) permanece 

ocho años después sin validez taxonómica según la LPSN (Euzéby, 1997), 

considerándose su nombre inválido (Yoon et al., 2017). Empero, otras propuestas de 

descripción de nuevas especies como la relativa a L. pinisoli realizada por Akter y Huq 

(2018) no han tenido ningún apoyo taxonómico. En este último caso no se ha incluido a 

fecha de escritura de esta Tesis la secuencia del gen rrs de la propuesta cepa tipo ni 

tan siquiera en bases de datos de este gen curadas como EzBioCloud (Yoon et al., 

2017). La reciente secuenciación del genoma de la sugerida cepa tipo L. pinisoli MAH-

14 (Baltrus et al., 2019) podría contribuir a esclarecer la situación taxonómica de la 

misma y por consiguiente la de la especie nueva propuesta. No obstante, se debe aún 

seguir aunando esfuerzos para caracterizar más en detalle la taxonomía y propiedades 

del género Luteibacter. 

IV.1.2. Identificación de bacterias pertenecientes a los géneros 

Pseudomonas y Luteibacter 

Hasta aproximadamente finales del siglo XX, la inmensa mayoría de los trabajos 

relativos a la taxonomía de Pseudomonas se basaban exclusivamente en el análisis de 

la secuencia del gen rrs. Aunque se trata de una herramienta poderosa para realizar 

asignaciones taxonómicas a nivel de género, con tan solo la secuencia de este gen es 

difícil distinguir diferentes cepas de la misma especie, como sucede en el caso de P. 

putida (Yamamoto y Harayama, 1995). En ocasiones es tan bajo el poder resolutivo de 

la secuencia de este gen que no es posible discriminar de forma interespecífica en 

algunos grupos filogenéticos del género Pseudomonas (Peix et al., 2018). El alto nivel 

de conservación del mismo conduce a que solo unas cuantas posiciones en su 

secuencia sean informativas. Además, en el caso de Pseudomonas la utilidad de este 

gen ha sido cuestionada debido a la heterogeneidad intraespecífica del mismo, dando 

lugar en numerosas ocasiones a la obtención de árboles filogenéticos con bajo soporte 

estadístico a nivel de especie (Tayeb et al., 2005). A pesar de ello, el análisis de la 

secuencia del gen rrs resulta obligatorio en los casos de descripción de nuevas especies 

de este género (Tindall et al., 2010).  
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Al igual que en el caso de los rizobios (Capítulo I), el análisis de genes 

housekeeping que codifican proteínas es una alternativa que permite superar las 

limitaciones inherentes al estudio del gen ribosomal. Así, en el caso del género 

Pseudomonas, durante la última década se han incluido ciertos genes en los estudios 

taxonómicos y filogenéticos de este género por resultar más informativos. Entre ellos 

destacan el gen rpoD que codifica el factor σ70 de la RNA polimerasa, el gen gyrB que 

codifica la subunidad β de la girasa, y el gen rpoB codificante de la subunidad β de la 

RNA polimerasa. Se trata de genes de excelentes características para la realización de 

estudios taxonómicos y filogenéticos dado que por lo general su nivel de expresión es 

elevado, se encuentran suficientemente conservados pero mantienen un suficiente nivel 

de variabilidad nucleotídica, y se hallan en copia única en el genoma de las especies 

del género Pseudomonas (Mulet et al., 2010). De todos ellos, se considera que el rpoD 

es el de mayor poder resolutivo seguido de gyrB y rpoB, habiéndose demostrado que 

este último tiene un poder de resolución tres veces superior al del gen rrs (Tayeb et al., 

2005). Estos autores apuntaban a que cuanto mayor sea el número de genes 

analizados, más probable es que la filogenia de este género sea fiable y estable. Sin 

embargo, en un trabajo más reciente Mulet y colaboradores (2010) recomiendan 

analizar en primer lugar el gen ribosomal (el cual permite conocer la localización 

filogenética de las cepas dentro del género) y continuar analizando el rpoD y gyrB para 

una mayor resolución. Tan solo en el caso de ciertos grupos filogenéticos (e.g., ‘P. 

oryzihabitans’, ‘P. oleovorans’, ‘P. asplenii’, ‘P. koreensis’, ‘P. fragi’) dichos autores 

consideran imprescindible el análisis del gen rpoB para lograr una mayor resolución. 

Debe destacarse que en la actualidad existe una tendencia cada vez mayor a analizar 

las relaciones evolutivas entre especies del género Pseudomonas en base a múltiples 

genes, esto es, mediante MLSA (Multi-Locus Sequence Analysis, análisis de la 

secuencia de múltiples loci). Ello es debido a que a través de MLSA es más probable 

determinar correctamente los patrones evolutivos entre especies ya que se analiza un 

mayor número de posiciones nucleótidicas (con respecto al análisis individualizado de 

uno de esos genes), mitigando en cierta medida los efectos de la transferencia horizontal 

génica sobre las inferencias evolutivas (Pascual et al., 2010). 

Por el contrario, en el caso del género Luteibacter, la delineación molecular de 

especies llevada a cabo hasta la fecha se ha encontrado sujeta exclusivamente al 

análisis de la secuencia del gen rrs. Tal y como se ha mencionado, el número de 

especies incluidas en este género es considerablemente pequeño y la distancia genética 

entre las mismas lo suficientemente elevada como para no haber sido propuesto el 

análisis de genes housekeeping para la delineación de especies. 

IV.2. Diseño experimental 

 Una de las etapas principales en el desarrollo de un bioinoculante bacteriano es 

la búsqueda de los candidatos teóricamente más adecuados para el hospedador 

concreto o el hábitat en estudio. En este contexto, el aislamiento y subsiguiente 

caracterización genotípica y taxonómica de los mismos son dos aspectos cruciales en 

este proceso. Así pues, una vez descartadas las diferencias entre las comunidades 

procariotas rizosféricas de plantones inoculados y no inoculados con un consorcio 

bacteriano (Capítulo III), se pretendió aislar bacterias que forman parte de la comunidad 

procariota nativa asociada a la raíz de roble melojo. Para ello, atendiendo a los 
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resultados obtenidos en el Capítulo II relativos a la composición del core-compartido de 

la rizosfera de dicha especie, se buscó aislar aquellos OTUs con ratio rRNA:rDNA 

superior o igual a dos dada su potencial actividad en dicho hábitat. En aras de optimizar 

la eficiencia del posible bioinoculante, se tuvo en cuenta que las hojas, corteza e incluso 

las raíces de diferentes especies del género Quercus son frecuentemente ricas en 

taninos, lo cual puede comprometer la supervivencia del bioinoculante dadas las 

propiedades antibacterianas de dichos compuestos fenólicos (Chowdhury et al., 2004). 

Así, de los 157 OTUs del core-compartido con ratio superior o igual a dos, se tuvieron 

en consideración aquellos taxonómicamente clasificados que según la literatura 

científica son capaces de degradar compuestos fenólicos. En definitiva, en base a las 

premisas anteriores se pretendió obtener una colección de aislados rizosféricos de los 

géneros Phenylobacterium y Pseudomonas.  

 Los microorganismos que habitan la endosfera radicular de las plantas también 

forman parte de la microbiota asociada a las raíces, y en el caso específico de las 

quercíneas pocos trabajos se han centrado en su estudio. Por lo tanto, al objeto de tener 

representados varios nichos ecológicos relativos a la raíz de roble melojo, se pretendió 

obtener una colección de aislados bacterianos que habitaran en el interior de las 

mismas. En este caso, la ausencia de trabajos previos sobre la composición y estructura 

de la comunidad procariota endosférica de la especie Q. pyrenaica condujo al 

aislamiento no selectivo de las bacterias que residen en el interior de las raíces. 

 Teniendo en cuenta todo lo anterior, en otoño de 2014 se tomaron muestras de 

suelo rizosférico de tres árboles ubicados en la subárea 1 de HAF por tratarse de la 

localización donde Phenylobacterium y Pseudomonas eran más abundantes, según los 

resultados obtenidos en el Capítulo II. Por otro lado, dada la menor suberificación de las 

raíces de robles jóvenes en comparación con las de aquellos más adultos, durante la 

primavera de 2015 se descuajaron tres árboles inoculados y otros tres no inoculados en 

cada una de las parcelas habilitadas en NPF, zona donde la supervivencia de los 

plantones fue elevada (Capítulo III). 

 Para proceder al aislamiento bacteriano se llevó a cabo la metodología detallada 

en el Apartado M.6.3.2. Con el objetivo de aislar bacterias de la rizosfera de roble melojo 

pertenecientes a los géneros Phenylobacterium y Pseudomonas, se emplearon medios 

selectivos que incluían fuentes de carbono de naturaleza fenólica como agentes 

selectivos. Sin embargo, el aislamiento de las bacterias que habitan en la endosfera de 

las raíces fue realizado en los medios generales que se detallan en el Apartado M.6.2. 

 Con el objetivo de seleccionar tan solo los aislados pertenecientes a los géneros 

de interés y reducir a su vez el volumen de muestras con el que trabajar, se procedió a 

la identificación taxonómica de todos los aislados obtenidos en base a la secuencia 

parcial del gen rrs de los mismos (primers 9bfm y 1512uR). Para ello, se seleccionaron 

para el resto de análisis aquellas cepas correspondientes a los géneros de interés. 

 Una vez obtenidas sendas colecciones de bacterias de la rizosfera y endosfera 

radicular de Q. pyrenaica se estudió la diversidad genotípica de las mismas mediante 

análisis de los perfiles electrofóreticos RAPD. Para ello, todos aquellos aislados que 

mostraron perfiles RAPD con un nivel superior al 70% del coeficiente de correlación de 

Pearson se consideró que pertenecían al mismo grupo. Una vez caracterizada la 
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diversidad genotípica de los aislados, se procedió a la identificación taxonómica de los 

mismos, para lo cual fue secuenciado completamente el gen rrs (primers 9bfm, 1512uR, 

Z4 y X11). En el caso de las cepas aisladas pertenecientes al género Pseudomonas, 

adicionalmente se amplificó y secuenció el gen rpoD para lograr una mayor resolución 

a nivel de especie. Finalmente, se estudiaron las relaciones filogenéticas entre las cepas 

de cada una de las colecciones bacterianas obtenidas y las cepas tipo de las especies 

más próximas. En el caso del género Pseudomonas se llevó a cabo un análisis 

filogenético basado en los genes rrs y rpoD concatenados. Debe puntualizarse que dado 

que en este Capítulo se analizó un número considerablemente inferior de cepas con 

respecto al Capítulo I de esta Tesis, y que las relaciones filogenéticas fueron inferidas 

en base a la concatenación de los dos genes en estudio, las secuencias no fueron 

agrupadas por Tipos. Por otro lado, en el caso de las cepas adscritas al género 

Luteibacter, únicamente fue analizado el gen ribosomal.  

IV.3. Resultados 

IV.3.1. Aislamiento de bacterias asociadas a la raíz de Q. pyrenaica y 

genotipado mediante RAPD 

 Teniendo en cuenta todos los medios de cultivo empleados para la realización 

del aislamiento, se apreció el desarrollo de 406 y 30 colonias bacterianas en el caso de 

las muestras correspondientes a la rizosfera y endosfera radicular de roble melojo, 

respectivamente. De todas ellas se logró identificar a nivel de género la totalidad de los 

aislados procedentes del interior de la raíz y 93 correspondientes a la rizosfera de los 

robles ubicados en HAF, pertenecientes todos ellos a los 22 géneros que se indican en 

la Tabla IV.1. Cabe destacar que no fue posible identificar ninguna cepa adscrita al 

género Phenylobacterium, pero sí se lograron aislar 44 pertenecientes al género 

Pseudomonas. En el caso de la endosfera radicular, el género del cual se obtuvo una 

mayor representación fue Luteibacter (Tabla IV.1), por lo que todos los aislados 

pertenecientes a dicho género fueron seleccionados para el resto de análisis. En 

definitiva, tan solo se tuvieron en cuenta las colecciones de aislados de los géneros 

Pseudomonas y Luteibacter. 
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Tabla IV.1. Número de aislados obtenidos de la rizosfera y del interior de la raíz de individuos de Q. 
pyrenaica localizados en HAF y NPF, respectivamente. Se indica el género de adscripción de cada uno 
de los aislados en base a la secuencia parcial del gen rrs y tras la comparación de las mismas con aquellas 

presentes en la base de datos GenBank® mediante la herramienta BLASTn. Para realizar la adscripción a 
cada género, se tuvieron en cuenta los resultados del mejor hit obtenido. Inoculado hace referencia a los 
robles inoculados ubicados en NPF de los que fueron obtenidos los aislados, y No Inoculado a aquellos no 
inoculados (controles negativos). Los guiones denotan que no fue detectado ningún aislado perteneciente 

al género concreto. 

Género Rizosfera 

Endosfera radicular 

Inoculado 
No 

inoculado 

Agrobacterium-Rhizobium - - 4 
Agromyces 1 - - 
Arthrobacter 12 - - 
Bacillus 1 - - 
Bradyrhizobium 1 - - 
Burkholderia 2 - - 
Cellulomonas 1 - - 
Curtobacterium 3 - - 
Flavobacterium 2 - - 
Janthinobacterium 1 - - 
Leifsonia 6 - - 
Luteibacter - 1 16 
Mesorhizobium 1 1 4 
Methylobacterium 2 - - 
Microbacterium 7 - - 
Micrococcus 2 - - 
Oerskovia 2 - - 
Promicromonospora 1 - - 
Pseudomonas 44 - - 
Rathayibacter 1 - - 
Stenotrophomonas 5 - - 
Streptomyces 2 1 3 

 

La diversidad genotípica de las 44 cepas de la colección de Pseudomonas quedó 

reflejada en los 15 perfiles RAPD obtenidos (Figura IV.1). Aunque el perfil IX fue 

mostrado por hasta 12 cepas, cuatro perfiles resultaron ser únicos o específicos de una 

cepa concreta, como es el caso de las cepas p23, p60, p61 y p62 (Tabla IV.2).  
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Figura IV.1. Imagen de los patrones de bandas electroforéticas relativas al genotipado RAPD, 
correspondientes a las 44 cepas aisladas de la rizosfera de Q. pyrenaica. Los números romanos 

indican los diferentes perfiles RAPD obtenidos. Las cepas representativas de cada perfil se encuentran 
marcadas con un asterisco. M, marcador de peso molecular. 

En el caso de las cepas aisladas del interior de la raíz de roble melojo (género 

Luteibacter) tan solo pudieron detectarse tres perfiles RAPD correlacionados en un nivel 

inferior al 70% en función del coeficiente de Pearson. Cabe destacar la baja diversidad 

genotípica de las mismas, especialmente en el caso de las 14 cepas que mostraban el 

perfil III de RAPD, presentando todas ellas un idéntico patrón de bandas electroforéticas 

(Figura IV.2). Por el contrario, el perfil II resultó específico de la cepa L13. 

 

 

 

Figura IV.2. Dendrograma obtenido en base a los perfiles RAPD de las 17 cepas aisladas de la 
rizosfera de Q. pyrenaica. El dendrograma fue generado en base al coeficiente de correlación de Pearson 

y mediante el algoritmo UPGMA. La línea vertical representa el punto de corte establecido para la 
delimitación de los grupos RAPD (70%). Los números romanos indican los diferentes perfiles RAPD 
obtenidos. Las cepas representativas de cada perfil se encuentran marcadas con un asterisco. 
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IV.3.2. Análisis de los genes rrs y rpoD 

 De las 44 cepas del género Pseudomonas, el gen rrs de la cepa p23 tuvo que 

ser descartado de los análisis ya que este no pudo ser secuenciado de forma completa. 

El porcentaje de identidad de la secuencia del gen ribosomal del resto de cepas se 

encontró comprendido en el rango 98.8-99.9%, con respecto a la correspondiente de las 

cepas tipo de las especies más próximas (P. koreensis, P. silesiensis, P. granadensis, 

P. gessardii, P. helmanticensis y P. migulae). No pudo observarse una absoluta 

correspondencia entre los perfiles RAPD de cada cepa y la especie más próxima de las 

mismas según la secuencia del gen rrs ya que ciertas cepas que mostraban diferentes 

patrones de bandas electroforéticas resultaron próximas a la misma especie. Tan solo 

las cepas que exhibían los perfiles RAPD II, IX, X y XIII resultaron la excepción de dicha 

observación (Tabla IV.2). Debe remarcarse que pese a que en numerosos casos se 

obtuvieron valores de identidad próximos al 100%, el gen ribosomal tan solo es válido 

para la determinación del posible linaje de adscripción de las cepas del género 

Pseudomonas. En este caso, los porcentajes de identidad obtenidos apuntaron a que 

podría tratarse de cepas pertenecientes al linaje de P. fluorescens definido por Mulet y 

colaboradores (2010), por su moderada-elevada proximidad a especies incluidas en el 

mismo.  
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Tabla IV.2. Características moleculares de las 44 cepas pertenecientes al género Pseudomonas, aisladas de la rizosfera de Q. pyrenaica. Nd, No determinado. Con 

un asterisco se indican las cepas representativas de cada perfil RAPD. 

Cepa Perfil RAPD Cepa tipo más próxima (rrs) Identidad (%) Cepa tipo más próxima (rpoD) Identidad (%) 

p1 I P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.2 

p2* II P. silesiensis A3T 99.6 P. prosekii AN/28/1T 95.8 

p3* III P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p4 III P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p7 IV P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. lactis DSM 29167T 97.5 

p9 V P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p10 VI P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p11 VII P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.2 

p12 III P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p13 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p14* VI P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p15 VIII P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.0 

p16 III P. koreensis LMG 21318T 98.9 Nd Nd 

p17 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p18 V P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.8 

p19* IV P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. lactis DSM 29167T 97.5 

p20 V P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.0 

p23* XII Nd Nd Nd Nd 

p24* VII P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.2 

p25 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p30 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p31 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p33 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p34* VIII P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.0 

p36 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p37 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 
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Cepa Perfil RAPD Cepa tipo más próxima (rrs) Identidad (%) Cepa tipo más próxima (rpoD) Identidad (%) 

p42 X P. gessardii CIP 105469T 99.6 P. lactis DSM 29167T 98.5 

p43* X P. gessardii CIP 105469T 99.6 P. lactis DSM 29167T 98.5 

p44 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p45 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p47 VII P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.2 

p48* IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p49 VI P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p50 III P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 

p51* I P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.3 

p52* V P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.8 

p53 II P. silesiensis A3T 99.6 P. prosekii AN/28/1T 95.8 

p54* XI P. helmanticensis  OHA11T 99.6 P. granadensis F-2787700T 91.7 

p55 XI P. helmanticensis OHA11T 99.6 P. granadensis F-2787700T 91.7 

p56 IX P. granadensis F-2787700T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.3 

p57 I P. koreensis LMG 21318T 98.8 P. abietaniphila ATCC 700689T 93.2 

p60* XIII P. migulae NBRC 103157T 99.7 P. migulae NBRC 103157T 96.1 

p61* XIV P. helmanticensis OHA11T 99.9 P. granadensis F-2787700T 94.0 

p62* XV P. koreensis LMG 21318T 98.9 P. abietaniphila ATCC 700689T 92.7 
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Dado que en el caso del género Pseudomonas la resolución interespecífica que 

es posible alcanzar mediante el análisis del gen housekeeping rpoD es elevada, este 

fue secuenciado al objeto de identificar y conocer las relaciones evolutivas de las cepas 

en estudio. Debe remarcarse que no fue posible amplificar mediante PCR dicho gen en 

el caso de las cepas p16 y p23. En tanto, las 42 cepas restantes se encontraban 

relacionadas con cinco especies distintas del género según la secuencia de dicho gen, 

mostrando porcentajes de identidad de secuencia variables. A su vez, cabe destacar 

que la secuencia del gen housekeeping de todas las cepas incluidas en el mismo perfil 

RAPD resultó idéntica para todas ellas. Por ello, se seleccionó una cepa representativa 

de cada perfil para el estudio de las relaciones filogenéticas entre las mismas.  

Aquellas cepas incluidas en los perfiles RAPD I, III, V, VI, VII, VIII y XV mostraron 

valores de identidad superiores a 98.6% entre sí en cuanto a la secuencia del gen rpoD. 

A su vez, estas resultaron similares en un 92.7-93.2% a la cepa P. abietaniphila ATCC 

700689T en cuanto a la secuencia de dicho gen. En el árbol filogenético basado en los 

genes rrs y rpoD concatenados, las cepas representativas de dichos perfiles quedaron 

agrupadas en un mismo clado con la cepa tipo mencionada, con un soporte de 100% 

de bootstrap. Por lo tanto, tal y como se aprecia en la Figura IV.3, estas pertenecen al 

grupo filogenético ‘P. lutea’ descrito por Mulet y colaboradores (2010), García-Valdés y 

Lalucat (2016) y Peix y colaboradores (2018). 
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Figura IV.3. Árbol filogenético enraizado basado en la secuencia de los genes rrs y rpoD 

concatenados. El árbol fue obtenido mediante el algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas 

representativas de cada perfil RAPD y las cepas tipo de las especies más próximas válidamente descritas 

para el género Pseudomonas. Se incluyen además varias cepas tipo de especies del mismo género 

pertenecientes a diferentes grupos y subgrupos de los tres linajes descritos para el género  
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Pseudomonas. Por reducir la complejidad del árbol filogenético, cuanto mayor fue la distancia filogenética 

entre las cepas en estudio y las cepas tipo de otros grupos filogenéticos, menor número de cepas tipo fueron 

incluidas en los mismos. Los valores de bootstrap fueron calculados para 1000 réplicas, indicándose en los 

correspondientes nodos tan solo aquellos valores ≥ 50. La barra representa sustituciones de 2 nucleótidos 

por cada 100. El perfil RAPD al que representa cada cepa se indica en la Tabla IV.2. Los números de acceso 

de las cepas tipo en las bases de datos correspondientes se recogen en la Tabla A.2 (Anexos). 

 

Por otro lado, el resto de cepas analizadas perteneció al grupo filogenético ‘P. 

fluorescens’, encontrándose distribuidas en diferentes subgrupos. Concretamente, las 

cepas p2 y p53 (perfil RAPD II) mostraron una identidad de secuencia del gen rpoD de 

tan solo 95.8% con respecto a la cepa tipo de la especie más próxima, esto es, P. 

prosekii. A su vez, la cepa representativa p2 quedó agrupada en el mismo clado del 

árbol filogenético basado en los dos genes en estudio con la cepa p60 (perfil RAPD XIII) 

y la cepa tipo más próxima a esta, P. migulae NBRC 1013157T, aunque en diferentes 

ramas del mismo (Figura IV.3). El porcentaje de identidad de la secuencia del gen rpoD 

entre p2 y p60 fue de 93.3%. Debe destacarse que aunque ambas cepas aisladas de la 

rizosfera de roble melojo mostraron porcentajes considerablemente bajos de identidad 

de la secuencia del gen rpoD con respecto al correspondiente de las cepas tipo 

mencionadas (Tabla IV.2), estas pertenecen al subgrupo ‘P. mandelii’ del grupo 

filogenético ‘P. fluorescens’. 

Las cepas cuyo patrón de bandas electroforéticas se correspondió con los 

perfiles RAPD IV y X se encontraron relacionadas con la especie P. lactis según la 

secuencia del gen rpoD (97.5-98.5% de identidad nucleotídica). En el árbol filogenético 

basado en este gen y el gen rrs, las cepas representativas de estos perfiles RAPD 

quedaron agrupadas con un alto valor de bootstrap con las cepas tipo de las especies 

P. lactis y P. paralactis (Figura IV.3), perteneciendo por tanto al subgrupo ‘P. 

fluorescens’ del grupo filogenético que recibe el mismo nombre. Cabe destacar que el 

porcentaje de identidad de la secuencia del gen rpoD entre las cepas representativas 

de ambos perfiles RAPD (p19 y p43) fue de 97.3%. 

Finalmente, las cepas que exhibieron los perfiles RAPD IX, XI y el perfil XIV 

único, mostraron un porcentaje considerablemente bajo de identidad de la secuencia 

del gen rpoD con respecto al correspondiente de la cepa P. granadensis F-2787700T; 

concretamente los valores registrados se encontraban comprendidos entre 91.7 y 94.3% 

de identidad nucleotídica (Tabla IV.2). En el árbol filogenético basado en los genes rrs 

y rpoD concatenados, las cepas representativas de los mencionados perfiles se 

agruparon en el mismo clado conjuntamente con la cepa tipo de la especie P. 

helmaticensis aunque con un soporte de bootstrap no demasiado alto. No obstante, 

todas ellas resultaron ser miembros del subgrupo ‘P. baetica’ del grupo filogenético ‘P. 

fluorescens’. Cabe mencionar que las tres cepas representativas se encontraban 

localizadas en el mismo clado, pero en dos ramas diferentes del mismo (Figura IV.3), 

siendo el porcentaje de identidad de secuencia del gen rpoD entre p61 y p48 de 98.8%, 

e inferior a 94.5% entre estas y p54.  

En definitiva, las 42 cepas cuyas relaciones filogenéticas pudieron ser 

estudiadas, pertenecieron al linaje de P. fluorescens. 
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En el caso de las 17 cepas aisladas del interior de la raíz de roble melojo, se 

obtuvieron secuencias del gen rrs de 1415 pb que resultaron idénticas entre sí, no 

detectándose por lo tanto polimorfismo alguno en este gen. Cuando estas fueron 

comparadas con aquellas correspondientes a las de las cepas tipo descritas para este 

género, y a la cepa L. jiangsuensis JW-64-1 (nombre de especie sin validez taxonómica), 

se obtuvo un 100% de identidad con respecto a la secuencia de la cepa Luteibacter 

rhizovicinus LJ96T, quedando agrupadas en el correspondiente árbol filogenético con un 

100% de valor de bootstrap (Figura IV.4).  

 

Figura IV.4. Árbol filogenético enraizado basado en las secuencias del gen rrs. El árbol fue obtenido 

mediante el algoritmo Neighbour-joining incluyendo las cepas en estudio y las cepas tipo de las especies 
válidamente descritas para el género Luteibacter, y la cepa L. jiangsuensis JW-64-1. Los valores de 
bootstrap fueron calculados para 1000 réplicas, indicándose en los correspondientes nodos tan solo 
aquellos valores ≥ 50. La barra representa sustituciones de 5 por cada 1000 nucleótidos. Entre paréntesis 
se muestra el número de acceso de las cepas tipo en la base de datos GenBank®. 

 

IV.4. Discusión 

 Tal y como se ha mencionado anteriormente, el componente microbiano del 

holobionte vegetal – y en concreto las bacterias asociadas a las raíces – se considera 

muy influyente en el fitness del hospedador vegetal (Apartado 2.2.2.2.). Así, los 

bioinoculantes para ser aplicados en plantas tienden a ser formulados a base de 

microorganismos que forman parte de la microbiota autóctona del propio hospedador, 

tratando de evitarse problemas asociados a las invasiones por microorganismos 

exógenos, y buscando la adaptación al nicho ecológico donde van a ser aplicados o a 

ejercer su función. De forma preliminar al posible desarrollo de futuros bioinoculantes 

para plantas de quercíneas, se pretendió caracterizar genotípicamente e identificar 

bacterias que de forma natural habitan la rizosfera y endosfera radicular de Q. pyrenaica. 

 Pese al empleo de medios de cultivo selectivos, el número de aislados obtenidos 

de la rizosfera de roble melojo fue considerablemente superior al correspondiente a la 

endosfera radicular, documentándose a su vez un mayor número de géneros diferentes 
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identificados. Aunque dicho resultado se encuentra en consonancia con la mayor 

riqueza típicamente observada en la rizosfera respecto al interior de la raíz de diversas 

especies vegetales, incluidas leñosas (Coleman-Derr et al., 2016; Beckers et al., 2017), 

debe tenerse en cuenta que en este Capítulo únicamente fue analizada la fracción 

cultivable del procarioma total, la cual representa tan solo una pequeña proporción de 

la diversidad total existente en la naturaleza (Stewart, 2012). Asimismo, la diversidad 

genotípica (determinada en base a los perfiles RAPD) de las cepas aisladas de la 

rizosfera fue considerablemente superior a la registrada en el caso de aquellas aisladas 

del interior de la raíz. En este sentido, destacó la detección de tan solo tres perfiles 

RAPD diferentes en el caso de los aislados endofíticos, y especialmente la identidad 

absoluta del perfil de bandas electroforéticas registrado para 14 de las 17 cepas en 

estudio. La idéntica distribución de la secuencia de 15 pb del gen III del bacteriófago 

M13 a lo largo del genoma de las 14 cepas sugiere una gran homogeneidad en las 

secuencias genómicas de las mismas, siendo probable el origen clonal de las 14 cepas. 

En tal caso, la mayor diversidad genotípica de las cepas rizosféricas con respecto a las 

endosféricas podría ser fruto del mencionado origen clonal de estas últimas. 

 Tal y como se ha mencionado, las bacterias aisladas de la rizosfera de roble 

melojo resultaron genotípicamente diversas, lo cual quedó reflejado en la obtención de 

hasta 15 perfiles RAPD diferentes. Dicha herramienta de genotipado resultó de gran 

utilidad para revelar la diversidad infraespecífica de la colección de bacterias del género 

Pseudomonas. Especialmente en el caso de aquellas que mostraron diferentes perfiles 

RAPD pero que agruparon juntas en el árbol filogenético de genes concatenados, esto 

es, las representantes de los perfiles I, III, V, VI, VII, VIII y XV pertenecientes a la misma 

especie y relacionadas filogenéticamente todas ellas con P. abietaniphila. Así pues, en 

casos como el mencionado, el genotipado mediante RAPD se presenta como un método 

de especial utilidad para discriminar entre cepas próximamente relacionadas.

 En los medios de cultivo selectivos empleados, el género del que mayor 

representación se obtuvo en las muestras rizosféricas fue Pseudomonas, lográndose 

aislar 44 cepas pertenecientes al mismo. Se trata de un género muy ubicuo capaz de 

habitar nichos ecológicos muy diversos, frecuentemente hallado en suelos y muestras 

obtenidas de tejidos vegetales de diversa índole. Tal es así, que de las 70 nuevas 

especies descritas en el periodo 2009-2017, 30 fueron aisladas de muestras de suelo 

(Peix et al., 2018). La diversidad taxonómica de bacterias de este género asociadas a 

plantas se encuentra evidenciada por la gran cantidad de especies distintas descritas 

que habitan nichos de origen vegetal. Así, durante el periodo señalado se han aislado 

nuevas especies a partir de diversos hospedadores, incluidas plantas leñosas, véase el 

caso de P. populi y P. tarimensis aisladas ambas de Populus euphratica (Anwar et al., 

2016; 2017) o P. caspiana aislada de cítricos (Busquets et al., 2017). Sin embargo, hasta 

donde nuestro conocimiento alcanza, es la primera vez que se documenta el aislamiento 

de bacterias pertenecientes al género Pseudomonas de la rizosfera de la leñosa Q. 

pyrenaica. 

 Teniendo en consideración las comparaciones de las secuencias génicas y el 

análisis filogenético realizado, las cepas seleccionadas podrían representar hasta cinco 

especies nuevas del género Pseudomonas. Por un lado, las cepas p2 y p60 mostraron 

porcentajes de identidad de la secuencia del gen housekeeping de 95.8 y 96.1% con 
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respecto a las especies más próximas, respectivamente (Tabla IV.2). Dichos niveles son 

inferiores al existente entre dos especies diferentes del género Pseudomonas, esto es, 

inferiores al 97% (Mulet et al., 2010). Teniendo en cuenta la topología del árbol 

filogenético, estas formaron dos linajes independientes quedando agrupadas en el clado 

en el que se halla P. mandelii, por lo que todo ello revela que podría tratarse de dos 

nuevas especies pertenecientes al subgrupo ‘P. mandelii’. 

 Las cepas p3, p14, p24, p34, p51, p52 y p62 mostraron valores de identidad del 

gen rpoD muy inferiores a los límites actuales para la delineación de especies con 

respecto a la especie filogenéticamente más próxima, esto es, P. abietaniphila (ver 

Tabla IV.2). Además, todas ellas quedaron agrupadas en la misma rama del árbol 

filogenético y separadamente de dicha especie y de las restantes pertenecientes al 

grupo filogenético ‘P. lutea’. Por ello, las mencionadas cepas aisladas de la rizosfera de 

Q. pyrenaica podrían pertenecer a una nueva especie de dicho grupo filogenético. 

 Por otro lado, la especie P. helmanticensis aislada también de un suelo forestal 

(Ramírez-Bahena et al., 2014) resultó la especie filogenéticamente más próxima a las 

cepas p48, p61 y p54. Si bien las tres mostraron valores de identidad del gen rpoD 

considerablemente bajos con respecto al correspondiente de la mencionada especie, 

las cepas p48 y p61 formaron un linaje independiente (al igual que lo hizo p54) en el 

clado en el que se agrupan las especies del subgrupo ‘P. baetica’. Por lo tanto, 

atendiendo a la divergencia génica y la posición filogenética de las tres cepas podría 

concluirse que p54, y p48 y p51 podrían representar una y dos cepas, respectivamente, 

de dos nuevas especies del mencionado subgrupo. 

 Destaca el caso de las cepas representativas de los perfiles RAPD IV (p19) y X 

(p43). La primera de ellas mostró un porcentaje de identidad de secuencia del gen rpoD 

de 97.5% respecto a la especie P. lactis, encontrándose dicho valor próximo al límite 

actual para la delimitación de especies de este género (97%). Sin embargo, la topología 

del árbol filogenético basado en los dos genes concatenados reveló que p19 podría 

representar una nueva especie del género Pseudomonas dada su localización en una 

rama independiente a aquella en las que se hallaban p43 y P. lactis DMS 29167T, siendo 

del 100% el soporte de bootstrap del correspondiente clado. Sin embargo, se deberían 

realizar más estudios para esclarecer la situación taxonómica de dicha cepa y esclarecer 

si se trata de una nueva especie, dado que la identidad de secuencia del gen rpoD con 

respecto a la especie conocida más próxima se encuentra en el límite de los estándares 

taxonómicos vigentes. Por el contrario, teniendo en cuenta la similitud de la cepa p43 

con P. lactis en cuanto a la secuencia del gen rpoD y la relación filogenética entre estas, 

podría considerarse que la cepa representativa del perfil RAPD X (p43) podría 

pertenecer a la especie P. lactis del subgrupo ‘P. fluorescens’. Dicha especie fue 

obtenida a partir de leche cruda bovina y descrita por von Neubeck y colaboradores 

(2017), y hasta donde alcanza nuestro conocimiento, se trata de la primera vez que una 

cepa de dicha especie es aislada de un ecosistema forestal. 

 Por otro lado, debe remarcarse que cepas que mostraron diferente secuencia 

del gen rpoD (y por ende, cuya especie más próximamente relacionada en base a dicho 

gen era distinta), resultaron similares a la misma especie según el gen rrs. Este hecho 

podría verse explicado por la baja capacidad de los análisis basados en el gen ribosomal 

para discriminar entre especies que han divergido recientemente. Tal es así que en otros 
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trabajos se ha demostrado que para el género Pseudomonas, los resultados de los 

análisis de tipo MLSA basados en varios genes housekeeping y en el gen rrs 

concatenados no difieren respecto a aquellos obtenidos cuando no se incluye el gen 

ribosomal (Pascual et al., 2010). Dichos autores mencionan que la baja capacidad 

resolutiva del gen rrs se ve neutralizada o contrarrestada por la mayor tasa evolutiva de 

los genes housekeeping. 

En otro orden de cosas, debe puntualizarse que no se trata de la primera vez 

que se logran aislar nuevas especies de un Espacio Protegido. Así, otros autores han 

aislado y descrito previamente otras especies procedentes de muestras de suelo de 

varios Parques Naturales en España, como los Parques de Almijara, Alhama e incluso 

Sierra Nevada (Pascual et al., 2014; 2015). Por otro lado, el aislamiento de hasta cinco 

posibles nuevas especies del género Pseudomonas a partir de la rizosfera de Q. 

pyrenaica se encuentra en línea con otros trabajos en los que se han descrito diferentes 

nuevas especies aisladas de varios ecosistemas forestales (Wu et al., 2014; Ramírez-

Bahena et al., 2014; Frasson et al., 2017). De esta manera queda patente que este tipo 

de entornos constituye un interesante reservorio de especies desconocidas de este 

género. Por otro lado, debe tenerse en cuenta que no es de extrañar la considerable 

cantidad de posibles nuevas especies aquí registrada, ya que al tratarse un género 

notablemente ubicuo, es esperable que el número de especies adscritas al mismo 

crezca conforme se vayan estudiando nuevos nichos ecológicos, tal y como sucede con 

la rizosfera de Q. pyrenaica. 

 Por otro lado, Luteibacter es otro género perteneciente a la clase 

Gammaproteobacteria que se encuentra frecuentemente asociado a diferentes 

hospedadores vegetales. Así, ha sido aislado del suelo suelto próximo a algunas 

especies leñosas como sauce (Salix caprea) (Leigh et al., 2006), tejo (Taxus cuspidata) 

(Li et al., 2007), y de la rizosfera de otras plantas como cebada (Hordeum vulgare) 

(Johansen et al., 2005) e incluso de pino de Corea (Pinus koraiensis) (Akter y Huq, 

2018). Además, este género ha sido detectado mediante técnicas de secuenciación 

masiva también en la hojarasca en bosques dominados por diferentes especies 

arbóreas como Quercus mongolica, Larix gmelinii (Alerce de Gmelin), Juglans 

mandshurica (Zhang et al., 2019), y Q. petraea o roble albar, llegando incluso a ser 

aislado en este último caso (López-Mondéjar et al., 2016a). En el presente trabajo se 

registró una proporción promedio de secuencias correspondientes a este género inferior 

a 0.017% en las muestras rizosféricas analizadas mediante tecnología Illumina (HAF, 

BRF, XZF, NPF, AZC, AZL; Capítulo III), sin embargo no pudo detectarse en los sitios 

HAF, BRF ni XZF mediante pirosecuenciación (Capítulo II), probablemente debido a la 

menor profundidad de muestreo y cobertura en este último caso. 

 Cabe destacar que la naturaleza endofítica del género Luteibacter ha sido 

raramente descrita. Por un lado, Hoffman y colaboradores (2013) aislaron una cepa 

perteneciente a este género del interior de las hifas de un hongo endófito foliar de 

Platycadus orientalis, especie de la familia de las cupresáceas. Otros autores lograron 

aislar una cepa de este género de la endosfera de la raíz de una planta ornamental, 

Platycodon grandiflorum (Cui et al., 2016). Cabe mencionar que, si bien las 17 cepas 

pertenecientes a este género fueron aisladas del interior de la raíz de robles localizados 

en NPF, también pudieron detectarse secuencias correspondientes a Luteibacter en las 
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muestras rizosféricas tanto de plantones inoculados como no inoculados ubicados en la 

misma área, aunque su abundancia relativa promedio fue inferior a 0.008% (Capítulo 

III). Así pues, teniendo en cuenta los resultados de esta Tesis Doctoral y la literatura 

mencionada, podría considerarse que este género forma parte de la microbiota de 

ciertos holobiontes vegetales, encontrándose asociado tanto al exterior como al interior 

de la raíz de Q. pyrenaica. En el caso concreto de la endosfera radicular de dicha 

especie leñosa, el análisis de la secuencia del gen rrs y la topología del árbol filogenético 

correspondiente demostraron que las 17 cepas en estudio probablemente pertenezcan 

a la especie L. rhizovicinus. 

IV.5. Perspectivas futuras 

 Tal y como revelaron los resultados del Capítulo II, el género Phenylobacterium 

es uno de los que podría considerarse de mayor interés en la rizosfera de Q. pyrenaica, 

sin embargo ninguna cepa correspondiente a dicho género pudo ser aislada en este 

trabajo. Por lo tanto, para obtener aislados de dicho género a partir del suelo rizosférico 

correspondiente a roble melojo, otros medios de cultivo deberían ser empleados. Debe 

puntualizarse que varios autores han logrado aislar miembros de dicho género de la 

rizosfera de ginseng (Panax ginseng) empleando el medio de cultivo R2A (Farh et al., 

2016) y de la hojarasca de un bosque dominado por Picea abies, en el medio VL55 

(Lladó et al., 2016). Así pues, podrían emplearse dichos medios y las condiciones de 

cultivo empleadas por los mencionados autores para tratar de aislar bacterias 

pertenecientes al género Phenylobacterium. 

 Por otro lado, debe destacarse que pese a que el análisis de la secuencia del 

gen rpoD y el análisis filogenético basado en el mismo y en el gen rrs no mostraron 

discordancias y proporcionaron resultados robustos en el caso de la mayoría de las 

cepas estudiadas del género Pseudomonas, deberían analizarse además otros genes 

housekeeping como gyrB y rpoB en aras de definir las posibles nuevas especies aquí 

aisladas. El análisis de dichos genes sería especialmente recomendable en el caso 

concreto de la cepa p19, cuya afiliación taxonómica no pudo determinarse con precisión.  

 Debe mencionarse que las herramientas actuales empleadas en el ámbito de la 

taxonomía del género Pseudomonas se basan también en el análisis de la secuencia 

de los genomas completos de las cepas en estudio. La comparación de dicha secuencia 

con la correspondiente de cepas tipo de especies conocidas proporciona una imagen 

más precisa de las relaciones filogenéticas entre bacterias, permitiendo la diferenciación 

de las mismas. A su vez, el número de genomas secuenciados y disponibles en bases 

de datos de acceso público es considerable, lo cual contribuye a alcanzar una buena 

resolución mediante el empleo de dichas herramientas (Peix et al., 2018). Por lo tanto, 

sería recomendable secuenciar el genoma de las cepas representativas de los grupos 

RAPD para determinar con absoluta fiabilidad la especie de adscripción de las mismas, 

y dilucidar si efectivamente se trata de nuevas especies. 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO V 

Caracterización enzimática de las cepas asociadas a la raíz de Quercus 

pyrenaica. Determinación de la localización de los enzimas extracelulares 

producidos implicados en la descomposición de la materia orgánica 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra la hojarasca y setas desarrolladas bajo individuos de Quercus pyrenaica. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López. 
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V.1. Introducción  

V.1.1. El papel de las bacterias en la descomposición de la materia orgánica

 en los ecosistemas forestales 

La microbiota que caracteriza los bosques – especialmente las comunidades 

fúngicas y bacterianas que habitan la hojarasca depositada, las maderas muertas, el 

suelo y la rizosfera – contribuye a la homeóstasis del ecosistema forestal mediante 

diversos mecanismos. La interacción con sus correspondientes hospedadores 

vegetales y la intervención en los ciclos biogeoquímicos y en el reciclado o recambio de 

los nutrientes son ejemplos de sus actuaciones, siendo la descomposición de la materia 

orgánica un proceso esencial en el que los microorganismos participan. En lo que 

respecta a los procesos ecosistémicos relativos a los bosques y más concretamente en 

cuanto a la descomposición de la biomasa muerta se refiere, los hongos saprotróficos y 

los micorrícicos que habitan los suelos forestales han sido estudiados intensamente 

(Voříšková et al., 2014; Sterkenburg et al., 2015). Sin embargo, el papel de las bacterias 

permanece aún poco estudiado (Lladó et al., 2017). 

 La biomasa vegetal se encuentra fundamentalmente compuesta por celulosa y 

diferentes tipos de hemicelulosas así como por otros polímeros como lignina y pectina, 

suponiendo su degradación un paso clave del ciclo del C en los ecosistemas terrestres. 

Tradicionalmente los hongos han sido considerados los principales protagonistas de la 

descomposición de la biomasa vegetal (de Boer et al., 2005), siendo el papel de las 

bacterias en este proceso relativamente poco estudiado. Sin embargo, cada vez más 

trabajos describen la potencial contribución de las mismas en los procesos degradativos 

que tienen lugar en la hojarasca y en los suelos forestales (Eichorst y Kuske, 2012; 

Štursová et al., 2012). Lladó y colaboradores (2016) remarcaron el gran potencial de 

ciertas bacterias aisladas de un bosque de Picea abies para degradar polisacáridos 

vegetales como celulosa y hemicelulosas de diferentes tipos. Mediante ensayos 

enzimáticos estos autores demostraron el potencial degradador de cepas 

filogenéticamente divergentes, concretamente pertenecientes a los géneros 

Granulicella, Edaphobacter, Terriglobus, Bryocella, Acidobacterium (phylum 

Acidobacteria), Frigobacterium (phylum Actinobacteria), Dyella (Gammaproteobacteria), 

Burkholderia (Betaproteobacteria), Caulobacter, Phenylobacterium 

(Alphaproteobacteria), entre otros. A su vez, la capacidad celulolítica de cepas adscritas 

a los géneros Mucilaginibacter, Pedobacter y Luteibacter procedentes de un bosque de 

Quercus petraea ha sido demostrada a través de análisis genómicos, proteómicos y 

enzimáticos (López-Mondéjar et al., 2016a). De forma similar, diferentes especies del 

género Streptomyces aisladas también de un suelo forestal han mostrado la habilidad 

de crecer en presencia de lignocelulosa como única fuente de C, así como de producir 

enzimas implicados en la degradación de celulosa y de diferentes tipos de 

hemicelulosas (Větrovský et al., 2014). La riqueza de bacterias de origen filogenético 

diverso con potencial para degradar polímeros vegetales refleja que dicha propiedad no 

es atribuible exclusivamente a las comunidades fúngicas, ni a un taxón bacteriano 

especializado. 

Tras la celulosa, la quitina es el biopolímero más abundante de la Tierra (Jolles 

y Muzzarelli, 1999), siendo uno de los principales constituyentes de la pared celular 

fúngica así como del exoesqueleto de artrópodos (Bartnicki-Garcia, 1968). Numerosos 
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géneros bacterianos adscritos a diferentes phyla son capaces de producir quitinasas 

para poder acceder al C y N contenidos en este polímero compuesto por unidades de 

N-acetilglucosamina. Entre dichos géneros se incluyen Streptomyces (Jha et al., 2016), 

Glycomyces, Cellulomonas, Actinoplanes, Actinokineospora, Kitasatospora, 

Nonomurea (Kawase et al., 2004), Pseudomonas, Ewingella, Pedobacter, Variovorax, 

Stenotrophomonas, Chitinophaga (Brabcová et al., 2016), entre otros. Es de remarcar 

que la degradación bacteriana de la quitina puede tener una implicación dual, pudiendo 

suponer por un lado un mecanismo antagónico frente a hongos del suelo, y una 

adaptación nutricional por otro. Mediante la actividad de los enzimas quitinolíticos, las 

bacterias pueden degradar uno de los componentes principales de la pared celular de 

los hongos, teniendo por tanto un efecto antagónico sobre los mismos. En tanto, el 

hecho de que las bacterias sean los principales descomponedores del micelio fúngico 

muerto (López-Mondéjar et al., 2018), que la actividad N-acetilglucosaminidasa se vea 

incrementada durante el crecimiento bacteriano sobre el micelio (Brabcová et al., 2018), 

junto con el hecho de que muchas bacterias son capaces de desarrollarse a partir de 

los productos finales de la degradación de la quitina (por ejemplo, a partir de N-

acetilglucosamina) (Lladó et al., 2016) ponen de manifiesto la implicación nutricional de 

la descomposición de la quitina así como la relevancia de las bacterias quitinolíticas en 

los ciclos del C y N. 

 Las bacterias son conocidas por su habilidad para acceder a uno de los 

nutrientes limitantes en muchos suelos, el P. El fósforo orgánico puede suponer el 4-

90% del P total en el suelo, siendo por tanto su transformación un proceso fundamental 

en algunos casos (Sharma et al., 2013). Durante la descomposición de la materia 

orgánica, el fósforo orgánico (por ejemplo, en forma de ésteres de fosfato) es 

transformado gracias a la actividad de enzimas como fosfatasas (fosfomonoesterasas) 

alcalinas o ácidas, siendo estas últimas las más habituales en suelos ácidos. Cabe 

destacar que aunque este tipo de procesos y enzimas no han sido tan ampliamente 

estudiados como aquellos concernientes al ciclo del C y del N, es conocido el papel de 

bacterias pertenecientes a los phyla Actinobacteria, Acidobacteria así como a las clases 

Alpha- y Betaproteobacteria en el recambio del P en bosques templados (Lladó et al., 

2017). 

 Los lípidos son otro importante componente de la materia orgánica vegetal, 

animal y microbiana, y por tanto su transformación suscita gran interés. En comparación 

con otras biomoléculas como carbohidratos y proteínas, el tiempo de residencia de los 

lípidos en el suelo es mucho mayor, considerándose de forma general que este tipo de 

compuestos muestra una resistencia selectiva a la degradación microbiana (Dinel et al., 

1990). La descomposición y estabilidad de los lípidos es dependiente de la actividad de 

los microorganismos así como de las características fisicoquímicas de los suelos 

(Jambu et al., 1985). Sin embargo, poco se conoce sobre el proceso de descomposición 

de los lípidos llevado a cabo por las bacterias que habitan los ecosistemas forestales. 

Algunos componentes lipídicos ejercen un efecto inhibitorio sobre los microorganismos, 

fenómeno que puede verse acentuado en suelos de pH ácido (Dinel et al., 1990). Por el 

contrario, es sabido que en suelos alcalinos y neutros la descomposición de los lípidos 

es debida fundamentalmente a la actividad de lipasas de origen microbiano. A pesar de 

que algunos autores han comprobado la importante contribución de las lipasas 

microbianas a los procesos lipolíticos en un bosque de Q. petraea (Brabcová et al., 
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2018), la identidad de los principales taxones bacterianos productores de dichos 

enzimas en los ecosistemas forestales permanece todavía prácticamente desconocida. 

 Aunque la literatura mencionada arroja algo de luz sobre los procesos 

degradativos llevados a cabo por las bacterias que habitan principalmente la hojarasca 

y el suelo suelto, el conocimiento sobre el papel de las bacterias que habitan en la 

endosfera radicular y la rizosfera de las especies forestales es escaso. 

V.1.2. Principales protagonistas de la degradación de la materia orgánica: 

los enzimas extracelulares 

 La transformación de la materia orgánica llevada a cabo por bacterias del suelo 

es mediada gracias a enzimas extracelulares que son liberados al medio externo o que 

por el contrario se encuentran asociados a la pared celular de la bacteria productora, 

bien adheridos o bien integrados en la misma (Traving et al., 2015). Una vez que los 

enzimas han sido excretados libremente al medio circundante, estos generalmente se 

enfrentan a condiciones ambientales hostiles (Burns, 2010). En el medio extracelular los 

enzimas libres pueden ser adsorbidos, inactivados o degradados por proteasas (Burns, 

1982), si bien una vez han difundido, la actividad de este tipo de enzimas puede suponer 

la formación de una gran nube de nutrientes (Traving et al., 2015). Pese a que tanto los 

enzimas asociados a las células como los libremente excretados son capaces de 

generar en última instancia productos que estarían disponibles para todos los 

microorganismos del suelo, las células productoras tienen más oportunidades de 

acceder a aquellos productos que se encuentran en sus proximidades, por ejemplo, 

cerca de la superficie celular (Burns et al., 2013). A su vez, el hecho de que algunos 

enzimas posean dominios de unión al sustrato les confiere a las bacterias que los 

sintetizan la habilidad de interaccionar con el sustrato específico, como es el caso de la 

celulosa y otros polisacáridos (López-Mondéjar et al., 2016a). Cabe destacar que las 

bacterias que habitan ecosistemas marinos expresan enzimas extracelulares que 

fundamentalmente se hallan asociados a la pared celular bacteriana (Reintjes et al., 

2017), si bien la relevancia ecológica de estos enzimas no ha sido esclarecida aún. En 

la rizosfera – un ecosistema altamente competitivo en términos de adquisición de 

nutrientes –, aquellas bacterias que han desarrollado estrategias nutricionales eficientes 

para competir con otros microorganismos son las que tienen una mayor probabilidad de 

supervivencia y serán las que se desarrollen y proliferen más fácilmente. Sin embargo, 

debe destacarse que la literatura sobre la localización de los enzimas extracelulares 

producidos por bacterias del suelo es prácticamente inexistente. 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se plantea la hipótesis de que los enzimas 

asociados a la pared celular bacteriana sean responsables de una importante parte de 

la actividad enzimática total mostrada por bacterias que interaccionan o ejercen un 

efecto sobre sus hospedadores vegetales, como es el caso de aquellas que habitan la 

rizosfera o endosfera de las raíces.  

V.2. Diseño experimental 

 Dado que la comprensión del papel que las bacterias desempeñan en los 

procesos de descomposición de la materia orgánica aún se encuentra en sus comienzos 

y estos requieren ser más profundamente estudiados, se trató de caracterizar las 17 y 
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44 cepas previamente aisladas de la endosfera radicular y rizosfera de Q. pyrenaica, 

respectivamente (Capítulo IV). Al objeto de estudiar el posible rol de las 61 cepas en el 

ecosistema forestal, y más concretamente la capacidad de las mismas de degradar la 

materia orgánica, se llevó a cabo una caracterización enzimática de las mismas. A su 

vez, teniendo en cuenta las implicaciones nutricionales que los diferentes tipos de 

enzimas extracelulares podrían tener, se trató de esclarecer la contribución en dichos 

procesos de los enzimas asociados a las células y excretados libremente. Ante la 

hipotética relevancia de los enzimas asociados a la pared celular, se planteó el diseño 

experimental que a continuación se detalla, y se siguió la metodología expuesta en el 

Apartado M.7.1. para poder contrastar la mencionada hipótesis. 

 Debido a la imposibilidad de analizar individualmente la actividad de los enzimas 

producidos por cada cepa bacteriana directamente en la endosfera radicular o la 

rizosfera, las 61 cepas en estudio fueron cultivadas en el medio líquido ME. Dicho medio 

fue seleccionado ya que contiene nutrientes de origen vegetal que son relevantes en el 

suelo, en la rizosfera y en la endosfera de las raíces, véanse ciertos oligosacáridos 

derivados de la celulosa y hemicelulosas (Paik et al., 1991; Evans et al., 2014). Puesto 

que los polisacáridos de cadena larga son difícilmente separables de las células 

bacterianas y dificultan la detección y cuantificación de los enzimas asociados a la pared 

celular bacteriana, medios de cultivo que contuvieran polisacáridos muy complejos 

fueron descartados. 

Todas las cepas fueron cultivadas individualmente y en triplicado bajo las 

condiciones especificadas en el Apartado M.7.1. Cuando las 61 cepas se encontraban 

en la fase estacionaria de crecimiento, los cultivos fueron recuperados mezclando las 

tres réplicas correspondientes a cada cepa. Las mezclas compuestas fueron entonces 

fraccionadas obteniendo por un lado la denominada fracción asociada a las células o 

fracción celular (correspondiente al pellet celular y por lo tanto, fracción en la que 

estudiar los enzimas que se hallan adheridos o integrados en la pared celular 

bacteriana), y por otro, la fracción libre de células, referente al sobrenadante de los 

cultivos bacterianos en los que se hallaban los enzimas excretados extracelularmente. 

 El nivel de actividad de 12 enzimas relevantes en el reciclado y recambio de 

nutrientes fue evaluado cuantitativamente. Dado el alto contenido en carbohidratos de 

la rizosfera, se estudiaron varias polisacarasas implicadas en la transformación de 

compuestos de origen vegetal, como la celulosa y diferentes tipos de hemicelulosas, 

incluyendo enzimas responsables de la desestructuración de las ramificaciones de 

dichos biopolímeros. Adicionalmente, en el ensayo se incluyeron otras hidrolasas 

implicadas también en el ciclo del C como lipasas, así como otros enzimas que 

participan en el ciclo del N y P (quitinasa y fostasa ácida, respectivamente). En la Tabla 

M.29 se pueden consultar los detalles de cada enzima. 

 La cuantificación de la actividad de cada uno de los enzimas en cada una de las 

fracciones fue realizada mediante un ensayo fluorimétrico basado en el fluoróforo MUF. 

Dicho ensayo fue realizado siguiendo la metodología detallada en el Apartado M.7.1. En 

líneas generales, el ensayo fluorimétrico se basó en cuantificar la intensidad de 

fluorescencia emitida al excitar a una determinada longitud de onda el fluoróforo MUF 

libre, generado tras la actividad de los enzimas correspondientes sobre sus sustratos 

marcados. La medida de la actividad enzimática fue realizada mediante comparación de 
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la intensidad de fluorescencia registrada, con aquella determinada para una muestra 

patrón de concentración conocida del fluoróforo MUF libre. Así pues, en última instancia 

la actividad enzimática fue expresada en unidades de concentración de MUF libre 

detectado por unidad de tiempo y por volumen del cultivo bacteriano. El límite de 

detección fue 10 nM·min-1·mL-1, considerando todos los valores inferiores como 

ausencia de actividad. 

Cabe destacar que para que los resultados obtenidos para las dos fracciones 

fueran comparables, se seleccionaron condiciones de pH y temperatura concretas que 

resultan en una cinética de reacción bioquímicamente bien definida. Así pues, se 

procedió a comparar la fracción libre y asociada a las células (en cuanto a la actividad 

de cada enzima se refiere) para cada una de las colecciones bacterianas en estudio. 

Puesto que cada colección se encontraba formada por múltiples cepas, la comparación 

de ambas fracciones fue realizada teniendo en cuenta el valor promedio de actividad de 

las tres réplicas técnicas correspondientes a cada cepa, de todas las cepas activas 

enzimáticamente que constituyen la correspondiente colección bacteriana. Esto es, para 

cada género bacteriano y en cada una de las fracciones se obtuvo un único valor 

promedio de actividad y desviación estándar de cada enzima. Cabe destacar que la 

comparación estadística de la actividad detectada en cada fracción fue realizada 

mediante el test no paramétrico Mann-Whitney U, tras descartar la distribución normal y 

homocedasticidad de los datos, y a un nivel de confianza del 95% (Apartado M.9.3.1.). 

A su vez, debe puntualizarse que tan solo fue posible realizar dichas comparaciones en 

el caso de que los enzimas resultaran activos para dos o más cepas y en ambas 

fracciones. 

Una vez estudiada comparativamente la relevancia de cada una de las 

localizaciones enzimáticas, para cada una de las 61 cepas en estudio se calculó la 

actividad total de cada uno de los enzimas expresados. Para ello, se tuvo en cuenta la 

contribución de ambas fracciones, sumando por tanto para cada enzima la actividad 

registrada en sendas fracciones. Debe mencionarse que en el caso de querer indicar el 

porcentaje de actividad detectado en cada fracción con respecto a la actividad total (para 

cada una de las cepas bacterianas estudiadas), este fue calculado en base a la 

Ecuación 9. 

         Actividad Enzimaf
i  (%)=

Actividad  Enzimaf

Actividad total Enzima
·100            (Ecuación 9) 

Siendo f la fracción concreta (libre o asociada a las células) e i cada cepa de la 

colección bacteriana correspondiente. Cabe destacar que en el caso de querer expresar 

porcentualmente la actividad registrada en cada fracción para cada colección de cepas 

en estudio, esta fue calculada en base a la Ecuación 10. 

        Actividad Enzimaf
c
 (%)=

∑ Actividad Enzimaf
N
i=1

∑ Actividad total EnzimaN
i=1

·100        (Ecuación 10) 

Donde N es el número de cepas que componen cada una de las colecciones c 

de cepas bacterianas en estudio (Luteibacter, Pseudomonas). 

A su vez, el perfil de actividad enzimática de cada cepa fue analizado mediante 

la construcción de un heatmap o mapa de calor y la consiguiente agrupación jerárquica 
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aglomerativa de los perfiles obtenidos. Para ello, se calcularon las distancias euclídeas 

entre los mismos, y estos fueron agrupados empleando el método de clustering o 

agrupación UPGMA. 

V.3. Resultados  

V.3.1. Comparación de la actividad de los enzimas excretados y los 

asociados a las células 

 Las 44 cepas adscritas al género Pseudomonas y las 17 correspondientes al 

género Luteibacter, aisladas de la rizosfera y endosfera radicular de Q. pyrenaica, 

respectivamente (Capítulo IV), fueron caracterizadas enzimáticamente.  

En el caso del género Luteibacter, todos los enzimas fueron detectados en al 

menos una fracción excepto la β-glucuronidasa, la cual no fue producida por ninguna 

cepa en cantidades detectables en ninguna de las fracciones estudiadas (Figura V.1, 

Tabla V.1). En líneas generales, la mayor parte de la actividad enzimática fue medida 

en la fracción celular: siete enzimas fueron detectados exclusivamente asociados a las 

células y más de un 97.6% de la actividad total de la fosfatasa ácida, la β-manosidasa 

y la β-glucosidasa relativa a la colección completa de cepas del género Luteibacter 

correspondía a dicha fracción (Tabla V.1). A pesar de que la fosfatasa ácida fue 

excretada al medio extracelular por todas las cepas pertenecientes a este género, 

aquellas que mostraron mayor valor de actividad de dicho enzima en la fracción libre de 

células incluso exhibieron más de un 95% de la actividad total de la fosfatasa ácida en 

la fracción celular (Tabla V.2). Es de remarcar que para aquellos enzimas que resultaron 

activos tanto asociados a la pared celular como en el sobrenadante para al menos dos 

cepas (β-glucosidada, fosfatasa ácida y lipasa), la actividad registrada en la fracción 

celular resultó significativamente superior a la detectada en la fracción libre de células 

(test Mann-Whitney U, p-valores < 0.028; Tabla V.1). 
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Tabla V.1. Actividad de los enzimas asociados a la pared celular y excretados libremente producidos 
por las cepas pertenecientes a la colección de Luteibacter y Pseudomonas aisladas de la endosfera 
radicular y rizosfera de Q. pyrenaica, respectivamente. Los valores indican, para cada enzima, la 

actividad promedio de todas las cepas productoras pertenecientes a cada uno de los géneros 
correspondientes (en el caso de ser detectados para dos o más cepas) ± desviación estándar. La actividad 
enzimática se encuentra expresada en nM·mL-1·min-1. Los guiones indican que la actividad cuantificada se 
hallaba por debajo del límite de detección. Los asteriscos denotan que el enzima fue detectado tan solo 
para una cepa, la cual se específica entre paréntesis. Para cada género bacteriano, las diferencias 
significativas en la actividad enzimática detectada entre ambas fracciones fueron calculadas mediante el 
test Mann-Whitney U a un nivel de confianza del 95%. 

 Luteibacter Pseudomonas 

Enzimasa 
Fracción 
celularb 

Fracción 
librec 

p-valor 
Fracción 
celularb 

Fracción 
librec 

p-valor 

bG 4152 ± 250 17 ± 9 0.028 203 ± 297 104 ± 95 0.216 
FA 5240 ± 364 128 ± 58 7·10-7 2729 ± 2105 1172 ± 1300 8·10-6 
Lip 5415 ± 343 3134 ± 468 7·10-7 5451 ± 907 3287 ± 1235 9·10-12 
bM 874 ± 149 10* (L50)  12* (p23) 42 ± 44  
aA 26 ± 6 -  - 44 ± 68  
bX 104 ± 14 -  30 ± 12 43 ± 46 0.896 
bGal 1163 ± 195 -  - 42 ± 54  
CBH 130 ± 24 -  30* (p23) 44 ± 47  
aG 594 ± 230 -  10* (p20) 39 ± 44  
QTN 11 ± 1 -  - 44 ± 52  
aGal 587 ± 92 -  - 124 ± 243  
bGlu - -  - 41 ± 41  
a bG, β-glucosidasa; FA, fosfatasa ácida; Lip, lipasa; bM, β-manosidasa; aA, α-arabinosidasa; bX, β-

xilosidasa; bGal, β-galactosidasa; CBH, celobiohidrolasa; aG, α-glucosidasa; QTN, quitinasa; aGal, α-

galactosidasa; bGlu, β-glucuronidasa. 
b Fracción celular, fracción correspondiente a los enzimas asociados a la pared celular bacteriana. 
c Fracción libre, fracción correspondiente a los enzimas excretados al medio líquido. 
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Figura V.1. Actividad de los enzimas asociados a la pared celular y excretados libremente, de todas 

las cepas de la colección correspondiente al género Luteibacter. Los diagramas de tipo Box & Whisker 

se representan en el estilo Tukey, donde los bigotes representan el primer y tercer cuartil y las líneas 

horizontales del interior de las cajas, la mediana de la actividad de cada enzima. Los puntos rojos 

corresponden al valor promedio de las tres réplicas relativas a una misma cepa que exceden 1.5 veces el 

intervalo intercuartílico. Los asteriscos denotan que la actividad de los enzimas es significativamente 

diferente en ambas fracciones consideradas, en aquellos casos en los que los enzimas fueron producidos 

por dos o más cepas, en ambas fracciones (test Mann-Whitney U, nivel de confianza del 95%). F. celular, 

fracción celular o de enzimas asociados a la pared celular bacteriana; F. libre, fracción libre de células o de 

enzimas excretados libremente al medio circundante. bG, β-glucosidasa; FA, fosfatasa ácida, bX, β-

xilosidasa; bGal, β-galactosidasa; CBH, celobiohidrolasa; aG, α-glucosidasa; QTN: quitinasa; Lip, lipasa; 

bGlu, β-glucuronidasa; aA, α-arabinosidasa; bM, β-manosidasa; aGal, α-galactosidasa. Todos los datos de 

actividad fueron transformados logarítmicamente para una mayor claridad de la representación gráfica, 

ajustándose a una misma escala. 

 Por el contrario, la estrategia de utilización de enzimas (localización enzimática) 

de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas no fue tan definida como la 

observada en el caso de la colección de Luteibacter. Por un lado, la actividad de cinco 

de los 12 enzimas estudiados fue detectada exclusivamente en el sobrenadante de los 

cultivos de las 44 cepas, concretamente los enzimas β-galactosidasa, quitinasa, β-

glucuronidasa, α-arabinosidasa y α-galactosidasa (Figura V.2; Tabla V.1). La β-

xilosidasa, exocelulasa, α-glucosidasa y β-manosidasa resultaron activas en ambas 

fracciones tan solo en el caso de algunas cepas. Cabe destacar, que en dichos casos 

la actividad determinada en la fracción asociada a las células fue considerablemente 

baja; como máximo, un 57% de la actividad total de la β-xilosidasa fue medida en la 

fracción celular en el caso de la cepa p24 (Tabla V.3). Por otro lado, tomando en 

conjunto todas las cepas productoras de enzimas activos en ambas fracciones, se 

pudieron apreciar diferencias significativas entre la actividad de los enzimas asociados 

a la pared celular y aquellos liberados al medio extracelular. Dichas diferencias tan solo 

fueron observadas para la fosfatasa ácida y la lipasa (test Mann-Whitney U, p-
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valores < 8·10-6), siendo los títulos de actividad superiores, en ambos casos, en la 

fracción asociada a las células (Tabla V.1). 

Figura V.2. Actividad de los enzimas asociados a la pared celular y excretados libremente, de todas 
las cepas de la colección correspondiente al género Pseudomonas. Los diagramas de tipo Box & 
Whisker se representan en el estilo Tukey, donde los bigotes representan el primer y tercer cuartil y las 
líneas horizontales del interior de las cajas, la mediana de la actividad de cada enzima. Los puntos rojos 
corresponden con el valor promedio de las tres réplicas relativas a una misma cepa que exceden 1.5 veces 
el intervalo intercuartílico. Los asteriscos denotan que la actividad de los enzimas es significativamente 
diferente en ambas fracciones consideradas, en aquellos casos en los que los enzimas fueron producidos 
por dos o más cepas, en ambas fracciones (test Mann-Whitney U, nivel de confianza del 95%). F. celular, 
fracción celular o de enzimas asociados a la pared celular bacteriana; F. libre, fracción libre de células o de 
enzimas excretados libremente al medio circundante. bG, β-glucosidasa; FA, fosfatasa ácida; bX, β-
xilosidasa; bGal, β-galactosidasa; CBH, celobiohidrolasa; aG, α-glucosidasa; QTN: quitinasa; Lip, lipasa; 
bGlu, β-glucuronidasa; aA, α-arabinosidasa; bM, β-manosidasa; aGal, α-galactosidasa. Todos los datos de 
actividad fueron transformados logarítmicamente para una mayor claridad de la representación gráfica, 
ajustándose a una misma escala. 

 

V.3.2. Potencial de las cepas aisladas de producir de enzimas implicados 

en la descomposición de la materia orgánica   

Dada la contribución – en mayor o menor medida – de ambas fracciones en el 

caso de los dos géneros en estudio, el análisis de los perfiles enzimáticos fue realizado 

teniendo en cuenta ambas fracciones, esto es, considerando la actividad total. 

Ninguna de las cepas del género Luteibacter fue capaz de producir β-

glucuronidasa y tan solo seis produjeron el enzima quitinasa; sin embargo los diez 

enzimas restantes fueron expresados por más del 94% de las cepas de esta colección 

(Figura V.3A). La habilidad de las cepas aisladas de la endosfera de la raíz de roble 

melojo de producir enzimas implicados en la degradación de la materia orgánica fue 

considerable. Tal es así, que la cepa L14 fue capaz de producir el menor número de 

enzimas activos en las condiciones ensayadas, sintetizando el 75% de los enzimas 

estudiados. La proporción media de enzimas producidos de la colección de Luteibacter 

de aproximadamente un 86%. 
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Al contrario de lo observado para la colección correspondiente al género 

Luteibacter, todas las cepas adscritas al género Pseudomonas fueron capaces de 

producir al menos dos enzimas, encontrándose el promedio de enzimas detectados 

próximo al 33%. Cabe destacar que tan solo unas pocas cepas contribuyeron a la 

síntesis de un amplio intervalo de enzimas: únicamente ocho de las 44 cepas de esta 

colección resultaron productoras de más de cuatro de los 12 enzimas ensayados (Figura 

V.3B). En efecto, tan solo para las cepas p20, p23, p34, p49 y p54 fue posible detectar 

la actividad de todos los enzimas considerados, exhibiendo por ende el rango más 

amplio y diverso de enzimas sintetizados, no solo para esta colección, sino en el 

conjunto de las 61 cepas estudiadas (Figura V.4). A pesar de ello, las cinco cepas 

mencionadas mostraron valores relativamente bajos de la actividad de la inmensa 

mayoría de los enzimas, excepto para la lipasa, la fosfatasa ácida, y la β-glucosidasa 

de algunas cepas (Tabla V.3).  

 

Figura V.3. Potencial enzimático 
de las cepas aisladas de la 
endosfera de la raíz y de la 
rizosfera de Q. pyrenaica, 
pertenecientes a los géneros 
Luteibacter y Pseudomonas, 
respectivamente. A) Porcentaje de 

cepas para las cuales se detectó la 
actividad de los diferentes enzimas 
hidrolíticos ensayados. B) 

Distribución de la cantidad de 
enzimas que fueron detectados 
para las cepas correspondientes a 
ambas colecciones bacterianas. aA, 
α-arabinosidasa; aG, α-
glucosidasa; aGal, α-galactosidasa; 
CBH, celobiohidrolasa; bG, β-
glucosidasa; bGal, β-galactosidasa; 
bM, β-manosidasa; QTN: quitinasa; 
FA, fosfatasa ácida; bGlu, β-
glucuronidasa; bX, β-xilosidasa; Lip, 
lipasa. Los datos se refieren a la 
detección de los enzimas en la 
fracción asociada a las células, en 
la fracción libre de células, o en 
ambas. 
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Tabla V.2. Actividad de los enzimas asociados a las células, de los enzimas excretados al medio extracelular y actividad total de las cepas pertenecientes al género 
Luteibacter. Para cada enzima, los datos representan los valores promedio de actividad de las tres réplicas correspondientes a cada cepa ± desviación estándar, así como el 
porcentaje de actividad calculado para cada localización enzimática, según la Ecuación 9. F. celular, Fracción celular (Fracción asociada a las células); F. libre, Fracción libre 
(Fracción libre de células). bG, β-glucosidasa; FA, fosfatasa ácida; Lip, lipasa; bM, β-manosidasa; aA, α-arabinosidasa; bX, β-xilosidasa; bGal, β-galactosidasa; CBH, 
celobiohidrolasa; aG, α-glucosidasa; QTN: quitinasa; aGal, α-galactosidasa; bGlu, β-glucuronidasa. Los guiones indican que la actividad registrada se encontraba por debajo del 

límite de detección. 

 L1  L3  L5  
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

bG 3905 ± 88 100 - bG 3832 ± 109 100 - bG 4030 ± 147 100 - 

FA 5208 ± 141 97 3 FA 5013 ± 168 97 3 FA 5202 ± 201 98 2 

Lip 7823 ± 354 64 36 Lip 8021 ± 59 60 40 Lip 8312 ± 53 61 39 

bM 675 ± 113 100 - bM 848 ± 69 100 - bM 825 ± 37 100 - 

aA 16 ± 1 100 - aA 28 ± 1 100 - aA 31 ± 1 100 - 

bX 82 ± 5 100 - bX 105 ± 7 100 - bX 104 ± 9 100 - 

bGal 910 ± 23 100 - bGal 1174 ± 27 100 - bGal 1286 ± 50 100 - 

CBH 98 ± 5 100 - CBH 131 ± 4 100 - CBH 146 ± 8 100 - 

aG 377 ± 51 100 - aG 600 ± 82 100 - aG 977 ± 128 100 - 

QTN - - - QTN - - - QTN 11 ± 1 100 - 

aGal 421 ± 6 100 - aGal 564 ± 4 100 - aGal 634 ± 5 100 - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - -  
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 91.7             



Resultados 

 

258 
 

 
L6  L7  L8  

Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

bG 4123 ± 293 100 - bG 4039 ± 214 100 - bG 4042 ± 125 100 - 

FA 5030 ± 272 99 1 FA 5668 ± 224 98 2 FA 5110 ± 89 98 2 

Lip 8794 ± 201 61 39 Lip 10,003 ± 61 54 46 Lip 8643 ± 173 64 36 

bM 943 ± 137 100 - bM 880 ± 72 100 - bM 905 ± 56 100 - 

aA 29 ± 1 100 - aA 32 ± 1 100 - aA 27 ± 2 100 - 

bX 110 ± 12 100 - bX 107 ± 10 100 - bX 115 ± 10 100 - 

bGal 1274 ± 56 100 - bGal 1349 ± 89 100 - bGal 1239 ± 53 100 - 

CBH 146 ± 10 100 - CBH 157 ± 13 100 - CBH 145 ± 8 100 - 

aG 875 ± 123 100 - aG 965 ± 113 100 - aG 619 ± 49 100 - 

QTN - - - QTN 11 ± 1 100 - QTN - - - 

aGal 639 ± 8 100 - aGal 619 ± 14 100 - aGal 610 ± 1 100 - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - -  
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 91.7 

 
Enzimas producidos (%) 83.3  

L9  L10  L12 
 

Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

bG 4397 ± 209 100 - bG 4466 ± 158 100 - bG 4031 ± 86 100 - 

FA 5462 ± 216 98 2 FA 5316 ± 153 98 2 FA 4988 ± 51 97 3 

Lip 8847 ± 72 66 34 Lip 8701 ± 111 64 36 Lip 8160 ± 94 63 37 

bM 951 ± 79 100 - bM 1002 ± 102 100 - bM 877 ± 126 100 - 

aA 30 ± 1 100 - aA 29 ± 0 100 - aA 21 ± 1 100 - 

bX 126 ± 17 100 - bX 129 ± 16 100 - bX 96 ± 8 100 - 

bGal 1302 ± 77 100 - bGal 1277 ± 71 100 - bGal 986 ± 41 100 - 

CBH 156 ± 14 100 - CBH 157 ± 14 100 - CBH 117 ± 6 100 - 

aG 738 ± 146 100 - aG 747 ± 113 100 - aG 477 ± 88 100 - 

QTN 11 ± 3 100 - QTN 13 ± 1 100 - QTN - - - 

aGal 659 ± 7 100 - aGal 671 ± 4 100 - aGal 554 ± 4 100 - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - -  
Enzimas producidos (%) 91.7 

 
Enzimas producidos (%) 91.7 

 
Enzimas producidos (%) 83.3 
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L13  L14  L15 
 

Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

bG 4004 ± 58 100 - bG 4743 ± 168 99 1 bG 3856 ± 38 99 1 

FA 4883 ± 17 98 2 FA 6305 ± 165 97 3 FA 5267 ± 89 95 5 

Lip 7757 ± 235 67 33 Lip 8741 ± 45 66 34 Lip 8574 ± 159 59 41 

bM 850 ± 111 100 - bM 1238 ± 162 100 - bM 610 ± 54 100 - 

aA 22 ± 1 100 - aA - - - aA 18 ± 2 100 - 

bX 94 ± 8 100 - bX 82 ± 7 100 - bX 91 ± 7 100 - 

bGal 955 ± 30 100 - bGal 1329 ± 48 100 - bGal 848 ± 14 100 - 

CBH 110 ± 6 100 - CBH 116 ± 11 100 - CBH 96 ± 4 100 - 

aG 446 ± 83 100 - aG 611 ± 34 100 - aG 267 ± 29 100 - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal 543 ± 8 100 - aGal 716 ± 13 100 - aGal 409 ± 9 100 - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - -  
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 75 

 
Enzimas producidos (%) 83.3  

L18  L20  L21 
 

Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

bG 4141 ± 90 100 - bG 4151 ± 88 100 - bG 4535 ± 225 100 - 

FA 5245 ± 30 99 1 FA 5140 ± 52 99 1 FA 5932 ± 169 97 3 

Lip 8037 ± 190 66 34 Lip 7971 ± 217 67 33 Lip 9078 ± 129 66 34 

bM 798 ± 102 100 - bM 640 ± 65 100 - bM 991 ± 84 100 - 

aA 20 ± 2 100 - aA 19 ± 1 100 - aA 32 ± 1 100 - 

bX 98 ± 10 100 - bX 94 ± 9 100 - bX 121 ± 16 100 - 

bGal 990 ± 40 100 - bGal 893 ± 52 100 - bGal 1407. ± 77 100 - 

CBH 107 ± 6 100 - CBH 103 ± 9 100 - CBH 164 ± 9 100 - 

aG 363 ± 55 100 - aG 339 ± 73 100 - aG 831 ± 276 100 - 

QTN - - - QTN 10 ± 1 100 - QTN - - - 

aGal 512 ± 4 100 - aGal 460 ± 0 100 - aGal 687 ± 7 100 - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - -  
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 91.7 

 
Enzimas producidos (%) 83.3 
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 L22  L50 
    

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

 
Actividad total 

(nM · min-1 · mL-1) 
F. celular (%) F. libre (%) 

    

bG 4032 ± 149 100 - bG 4297 ± 184 100 - 
    

FA 5647 ± 81 97 3 FA 5839 ± 91 98 2 
    

Lip 8729 ± 174 68 32 Lip 9143 ± 68 62 38 
    

bM 884 ± 55 100 - bM 959 ± 49 99 1 
    

aA 25 ± 1 100 - aA 38 ± 0 100 - 
    

bX 96 ± 11 100 - bX 118 ± 7 100 - 
    

bGal 1115 ± 55 100 - bGal 1442 ± 49 100 - 
    

CBH 116 ± 10 100 - CBH 149 ± 19 100 - 
    

aG 329 ± 78 100 - aG 541 ± 2 100 - 
    

QTN - - - QTN 11 ± 3 100 - 
    

aGal 605 ± 2 100 - aGal 668 ± 4 100 - 
    

bGlu - - - bGlu - - - 
    

 
Enzimas producidos (%) 83.3 

 
Enzimas producidos (%) 91.7 
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Tabla V.3. Actividad de los enzimas asociados a las células, de los enzimas excretados al medio extracelular y actividad total de las cepas pertenecientes al género 
Pseudomonas. Para cada enzima, los datos representan los valores promedio de actividad de las tres réplicas correspondientes a cada cepa ± desviación estándar, así como el 
porcentaje de actividad calculado para cada localización enzimática, según la Ecuación 9. F. celular, Fracción celular (Fracción asociada a las células); F. libre, Fracción libre 
(Fracción libre de células). bG, β-glucosidasa; FA, fosfatasa ácida; Lip, lipasa; bM, β-manosidasa; aA, α-arabinosidasa; bX, β-xilosidasa; bGal, β-galactosidasa; CBH, 
celobiohidrolasa; aG, α-glucosidasa; QTN: quitinasa; aGal, α-galactosidasa; bGlu, β-glucuronidasa. Los guiones indican que la actividad registrada se encontraba por debajo del 

límite de detección. 

 p1  p2  p3 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 327 ± 4 75 25 bG - - - bG 302 ± 3 53 47 

FA 7242 ± 108 58 42 FA 4970 ± 149 97 3 FA 5750 ± 88 52 48 

Lip 7880 ± 105 68 32 Lip 8213 ± 81 64 36 Lip 8846 ± 100 67 33 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal 15 ± 1 - 100.00 aGal - - - 

bGlu - - - bGlu -   bGlu - - - 
 Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25 
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 p4  p7  p9 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 125 ± 4 11 89 bG - - - bG 94 ± 6 61 39 

FA 2297 ± 65. 17 83 FA 1647 ± 77 94 6 FA 3521 ± 157 65 35 

Lip 2938 ± 278 32 68 Lip 8681 ± 117 58 42 Lip 9614 ± 141 68 32 

bM - - - bM - - - bM 17 ± 3 - 100 

aA - - - aA - - - aA 14 ± 1 - 100 

bX - - - bX - - - bX 16 ± 3 - 100 

bGal - - - bGal - - - bGal 13 ± 3 - 100 

CBH - - - CBH - - - CBH 13 ± 1 - 100 

aG - - - aG - - - aG 20 ± 3 - 100 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal 760 ± 22 - 100 aGal - - - aGal 22 ± 1 - 100 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu 17 ± 2 - 100 
 Enzimas producidos (%) 33.3  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 91.7 
 p10  p11  p12 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 46 ± 2 100 - bG 160 ± 4 56 44 bG 132 ± 2 58 42 

FA 6566 ± 138 58 42 FA 6440 ± 94 37 63 FA 5134 ± 148 40 60 

Lip 10,838 ± 355 53 47 Lip 10,667 ± 361 53 47 Lip 8715 ± 108 57 43 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25 
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 p13  p14  p15 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG 51 ± 3 100 - bG 141 ± 5 74 26 

FA 276 ± 28 89 11 FA 6683 ± 215 61 39 FA 4375 ± 199 78 22 

Lip 7327 ± 522 75 25 Lip 10,544 ± 617 55 45 Lip 8101 ± 529 75 25 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25 
            
 p16  p17  p18 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 289 ± 9 49 51 bG - - - bG 153 ± 45 83 17 

FA 7558 ± 281 55 45 FA 261 ± 17 74 26 FA 7055 ± 355 76 24 

Lip 9078 ± 509 68 32 Lip 10,518 ± 273 55 45 Lip 7990 ± 108 82 18 

bM - - - bM - - - bM 10 ± 5 - 100 

aA - - - aA - - - aA 15 ± 4 - 100 

bX - - - bX 19 ± 12 - 100 bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal 11 ± 1 - 100 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG 20 ± 20 - 100 aG 15 ± 1 - 100 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal 18 ± 2 - 100 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu 11 ± 1 - 100 
 Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 33.3  Enzimas producidos (%) 75 
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 p19  p20  p23 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG 1306 ± 27 71 29 bG 1449 ± 26 84 16 

FA 1862 ± 55 96 4 FA 8874 ± 127 63 37 FA 5676 ± 37 92 8 

Lip 8333 ± 157 62 38 Lip 8768 ± 325 67 33 Lip 7270 ± 431 72 28 

bM - - - bM 41 ± 5 - 100 bM 150 ± 8 8 92 

aA - - - aA 39 ± 2 - 100 aA 210 ± 9 - 100 

bX - - - bX 91 ± 6 42 58 bX 151 ± 15 - 100 

bGal - - - bGal 36 ± 3 - 100 bGal 164 ± 0 - 100 

CBH - - - CBH 41 ± 3 - 100 CBH 167 ± 25 18 82 

aG - - - aG 57 ± 4 18 82 aG 154 ± 28 - 100 

QTN - - - QTN 39 ± 1 - 100 QTN 148 ± 23 - 100 

aGal - - - aGal 43 ± 1 - 100 aGal 169 ± 7 - 100 

bGlu - - - bGlu 42 ± 1 - 100 bGlu 130 ± 11 - 100 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 100  Enzimas producidos (%) 100 

 p24  p25  p30 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 602 ± 31 67 33 bG - - - bG - - - 

FA 8586 ± 231 67 33 FA 175 ± 7 77 23 FA 210 ± 12 83 17 

Lip 10,074 ± 104 66 34 Lip 9245 ± 179 53 47 Lip 9038 ± 166 52 48 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX 39 ± 3 57 43 bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG 11 ± 3 - 100 aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 41.7  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7 
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 p31  p33  p34 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG - - - bG 194 ± 9 81 19 

FA 234 ± 6 75 25 FA 262 ± 7 76 24 FA 5852 ± 134 87 13 

Lip 10,589 ± 350 46 54 Lip 8217 ± 106 66 34 Lip 8680 ± 65 75 25 

bM - - - bM - - - bM 21 ± 3 - 100 

aA - - - aA - - - aA 16 ± 3 - 100 

bX - - - bX - - - bX 20 ± 4 - 100 

bGal - - - bGal - - - bGal 19 ± 1 - 100 

CBH - - - CBH - - - CBH 14 ± 1 - 100 

aG - - - aG - - - aG 23 ± 2 - 100 

QTN - - - QTN - - - QTN 14 ± 3 - 100 

aGal - - - aGal - - - aGal 25 ± 6 - 100 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu 21 ± 5 - 100 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 100 

 p36  p37  p42 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG - - - bG - - - 

FA 274 ± 11 82 18 FA 209 ± 16 82 18 FA 287 ± 16 90 10 

Lip 9420 ± 130 56 44 Lip 8519 ± 485 55 45 Lip 8321 ± 176 69 31 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7 
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 p43  p44  p45 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG - - - bG - - - 

FA 430 ± 27 88 12 FA 313 ± 15 74 26 FA 343 ± 19 75 25 

Lip 10,696 ± 152 56 44 Lip 10,587 ± 360 49 51 Lip 8891 ± 274 66 34 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 16.7 

 p47  p48  p49 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 226 ± 9 77 23 bG - - - bG 99 ± 3 47 53 

FA 6384 ± 132 63 37 FA 327 ± 17 77 23 FA 6534 ± 72 76 24 

Lip 8911 ± 107 66 34 Lip 11,059 ± 232 46 54 Lip 9598 ± 175 67 33 

bM - - - bM - - - bM 41 ± 9 - 100 

aA - - - aA - - - aA 28 ± 2 - 100 

bX - - - bX - - - bX 40 ± 2 - 100 

bGal - - - bGal - - - bGal 32 ± 4 - 100 

CBH - - - CBH - - - CBH 39 ± 5 - 100 

aG - - - aG - - - aG 32 ± 4 - 100 

QTN - - - QTN - - - QTN 29 ± 4 - 100 

aGal - - - aGal - - - aGal 30 ± 7 - 100 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu 39 ± 2 - 100 

 Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 100 
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 p50  p51  p52 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG 335 ± 9 50 50 bG 59 ± 5 100 - bG 113 ± 11 100 - 

FA 8027 ± 253 63 37 FA 6769 ± 128 76 24 FA 7756 ± 174 72 28 

Lip 8534 ± 169 71 29 Lip 6985 ± 47 73 27 Lip 7292 ± 193 80 20 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA - - - 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25 

 p53  p54  p55 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG 21 ± 3 - 100 bG - - - 

FA 4719 ± 217 98 2 FA 5460 ± 106 98 2 FA 2468 ± 332 99 1 

Lip 8094 ± 365 66 34 Lip 7650 ± 241 80 20 Lip 7899 ± 468 66 34 

bM - - - bM 29 ± 3 - 100 bM - - - 

aA - - - aA 21 ± 3 - 100 aA - - - 

bX - - - bX 25 ± 1 - 100 bX - - - 

bGal - - - bGal 22 ± 3 - 100 bGal - - - 

CBH - - - CBH 20 ± 3 - 100 CBH - - - 

aG - - - aG 31 ± 2 - 100 aG - - - 

QTN - - - QTN 23 ± 2 - 100 QTN - - - 

aGal - - - aGal 31 ± 3 - 100 aGal - - - 

bGlu - - - bGlu 28 ± 4 - 100 bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 100  Enzimas producidos (%) 16.7 
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 p56  p57  p60 

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%) 

bG - - - bG 46 ± 7 63 37 bG - - - 

FA 253 ± 16 90 10 FA 4855 ± 154 42 58 FA 5468 ± 258 98 2 

Lip 9641 ± 616 51 49 Lip 7765 ± 86 50 50 Lip 6737 ± 697 77 23 

bM - - - bM - - - bM - - - 

aA - - - aA - - - aA 11 ± 4 - 100 

bX - - - bX - - - bX - - - 

bGal - - - bGal - - - bGal - - - 

CBH - - - CBH - - - CBH - - - 

aG - - - aG - - - aG - - - 

QTN - - - QTN - - - QTN - - - 

aGal - - - aGal - - - aGal - - - 

bGlu - - - bGlu - - - bGlu - - - 

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 25  Enzimas producidos (%) 25 

 p61  p62     

 Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)  Actividad total 
(nM · min-1 · mL-1) 

F. celular (%) F. libre (%)     

bG - - - bG 55 ± 1 100 -     

FA 3688 ± 199 99 1 FA 5583 ± 90 69 31     

Lip 9970 ± 641 56 44 Lip 7709 ± 345 75 25     

bM - - - bM - - -     

aA - - - aA - - -     

bX - - - bX - - -     

bGal - - - bGal - - -     

CBH - - - CBH - - -     

aG - - - aG - - -     

QTN - - - QTN - - -     

aGal - - - aGal - - -     

bGlu - - - bGlu - - -     

 Enzimas producidos (%) 16.7  Enzimas producidos (%) 25     
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Si bien seis cepas pertenecientes al género Luteibacter resultaron productoras 

de quitina, la actividad total de este enzima se encontró próxima al límite de detección 

en todos los casos. En este sentido, un nivel de actividad promedio considerablemente 

bajo fue detectado para la α-arabinosidasa, aunque este enzima fue comúnmente 

expresado por las cepas pertenecientes a esta colección (Tabla V.2). Por el contrario, a 

excepción del enzima mencionado, otros enzimas involucrados en la descomposición 

de las hemicelulosas (β-galactosidasa y β-manosidasa) así como la celobiohidrolasa 

(degradadora de celulosa) fueron producidos por todas las cepas del género Luteibacter, 

registrándose valores de actividad elevados (Tabla V.2). A su vez, fueron la lipasa, 

fosfatasa ácida y la β-glucosidasa los tres enzimas para los cuales se registró un mayor 

valor promedio de actividad, tal y como ocurrió para las cepas pertenecientes al género 

Pseudomonas. Cabe destacar que el enzima β-glucosidasa fue más raramente 

detectado entre las cepas aisladas de la rizosfera de roble melojo, siendo producidas 

por aproximadamente el 50% de las mismas. La α-arabinosidasa, exocelulasa, β-

galactosidasa, β-manosidasa, quitinasa, β-glucuronidasa y β-xilosidasa fueron 

sintetizadas por menos del 20% de las cepas que formaban parte de la colección 

correspondiente al género Pseudomonas (Figura V.3B), y además, la actividad de 

dichos enzimas fue considerablemente baja para la mayoría de dichas cepas (Figura 

V.4; Tabla V.3). 

Debe remarcarse el común alto valor promedio de actividad detectado para los 

enzimas lipasa y fosfatasa ácida de las cepas pertenecientes a los géneros Luteibacter 

y Pseudomonas (8549 y 8737 nM·min-1·mL-1, respectivamente, Figura V.4). Ambos 

enzimas fueron, a su vez, detectados para las 61 cepas bacterianas en estudio.  

Por otro lado, debe mencionarse que las cepas pertenecientes al mismo género 

mostraron perfiles enzimáticos similares entre sí, pero diferentes a los de las cepas de 

la otra colección, lo cual se vio reflejado en los dos grandes clusters formados en el 

dendrograma de la Figura V.4. Las cepas p23, p49, p20, p34 y p54 fueron la excepción 

a esta observación, resultando más similares a las cepas de la colección de Luteibacter 

que al resto de sus congéneres, en cuanto a los enzimas producidos y la actividad de 

los mismos. 
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Figura V.4. Perfiles enzimáticos de las cepas pertenecientes a los géneros Luteibacter y 
Pseudomonas. Los datos representan, para cada enzima, la actividad total promedio de las tres réplicas 
correspondientes a cada cepa. El clustering fue realizado mediante el algoritmo UPGMA y en base a 
distancias euclídeas. FA, fosfatasa ácida; Lip, lipasa; bGlu, β-glucuronidasa; QTN, quitinasa; bG, β-
glucosidasa; aA, α-arabinosidasa; bX, β-xilosidasa; CBH, celobiohidrolasa; aGal, α-galactosidasa; bM, β-
manosidasa; aG, α-glucosidasa; bGal, β-galactosidasa. Los datos de actividad fueron transformados 
logarítmicamente para una mayor claridad de la representación gráfica, quedando ajustados a la misma 

escala. 

V.4. Discusión   

 Gran cantidad de esfuerzo ha sido realizado en el pasado al objeto de obtener 

una percepción más amplia de las funciones de los microorganismos en los ecosistemas 

forestales, especialmente en cuanto a las comunidades fúngicas se refiere (van den 

Brink et al., 2011; van der Wal et al., 2013; Eichlerová et al., 2015). Sin embargo, una 

cantidad inferior de trabajos han sido encauzados hacia el estudio de los procesos que 
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son mediados por las bacterias del suelo, y más concretamente por los enzimas 

asociados a las paredes celulares de las mismas.  

Por lo tanto, el posible papel de las 61 cepas asociadas a las raíces de Q. 

pyrenaica en diferentes procesos ecosistémicos fue evaluado mediante caracterización 

enzimática de las mismas. Para ello, se cuantificó la actividad de enzimas extracelulares 

(asociados a las células parentales y excretados libremente) frecuentemente implicados 

en el ciclo del C, N y P. El grueso de la actividad enzimática de la colección de cepas 

adscritas al género Luteibacter fue registrada en la fracción celular (en promedio, cerca 

del 96.5% de la actividad total, considerando todos los enzimas). A pesar de que el 

porcentaje medio de la actividad de los enzimas asociados a la pared de las células era 

inferior en el caso de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas, este tampoco 

fue despreciable (19.6% de la actividad total). Así pues, dichos resultados confirmaron 

la principal hipótesis del estudio, demostrando la contribución de la fracción enzimática 

asociada a las células de las bacterias analizadas. Aunque la actividad de los enzimas 

asociados a las células fue fundamentalmente detectada para las cepas aisladas de la 

endosfera de las raíces de roble melojo (cepas correspondientes al género Luteibacter) 

y no tanto así para aquellas rizosféricas (Pseudomonas spp.), con el diseño 

experimental seguido no es posible concluir si el patrón de utilización de enzimas 

observado es explicado por el origen de las cepas en estudio (rizosfera o endosfera de 

raíces), o si se trata de un fenómeno típico de taxones bacterianos concretos. Cabe 

destacar que otros autores han observado diferentes perfiles de enzimas extracelulares 

entre distintas especies pertenecientes incluso al mismo género, concretamente en los 

casos de Sphingomonas y Burkholderia (Lladó et al., 2016), por lo que no es de extrañar 

observar diferentes estrategias de utilización de enzimas incluso entre diferentes 

géneros. 

Independientemente de los perfiles enzimáticos específicos de cada taxón, con 

los resultados obtenidos fue posible determinar que obviando la fracción de enzimas 

asociados a la pared celular bacteriana (como tradicionalmente se ha procedido en la 

mayoría de estudios), la contribución total de determinadas cepas a la degradación de 

la materia orgánica puede verse subestimada, y en ciertos casos (como en el de la 

colección de cepas del género Luteibacter), en gran medida. 

 En el caso de los enzimas asociados a la superficie celular, es probable que los 

productos de degradación de los sustratos permanezcan en las proximidades de las 

células productoras de dichos enzimas, reduciéndose de esta manera las pérdidas 

difusionales de los nutrientes. A su vez, disminuyendo la difusión de los productos de 

hidrólisis es posible atenuar la intercepción o el acaparamiento de los mismos por parte 

de otros microorganismos, por ejemplo, de aquellos que no son capaces de producir 

enzimas extracelulares (frecuentemente conocidos como microorganismos cheater) 

(Allison, 2005). Consecuentemente, la adhesión o integración de los enzimas en la 

pared celular bacteriana podría hacer que la síntesis enzimática se tradujera en un 

proceso energéticamente más rentable y podría representar una estrategia nutricional 

eficiente. Además de las implicaciones nutricionales que este tipo de enzimas podrían 

tener, el hecho de que la actividad enzimática tenga lugar en las proximidades de las 

bacterias productoras resultaría en un efecto localizado o dirigido sobre sus 

hospedadores vegetales. En el caso de bacterias endofíticas que sintetizan enzimas 
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que actúan descomponiendo la biomasa vegetal, la asociación de los mismos a la pared 

celular bacteriana supone una restricción de la degradación generalizada de las raíces 

del hospedador. De esta manera es posible evitar la destrucción extendida de los tejidos 

vegetales permitiendo la penetración de las bacterias al interior del hospedador 

ocasionando el menor daño posible al mismo (Robledo et al., 2008). 

 Resulta dificultoso imaginar la magnitud de la fracción enzimática asociada a la 

pared celular de otros taxones bacterianos, bacterias con diferentes estilos de vida, o 

incluso de otros grupos de microorganismos, debido a la gran escasez de datos al 

respecto. El hecho de que previamente se hayan detectado niveles altos de actividad 

de enzimas que son liberados al medio en cultivos de algunas bacterias celulolíticas 

(López-Mondéjar et al., 2016a, 2016b) sugiere que la relevancia de los enzimas 

excretados puede ser considerable. Por ejemplo, López-Mondéjar y colaboradores 

(2016a) señalaron que la cepa Paenibacillus O199 aislada de suelo (la cual degrada la 

celulosa cristalina de una manera muy eficiente), libera extracelularmente celulasas y 

diversas hemicelulasas, así como una gran cantidad de proteínas no catalíticas de unión 

al sustrato (SBP, Substrate Binding Proteins) que se unen a una considerable variedad 

de sacáridos que componen la pared celular vegetal. A pesar de que el papel de las 

SBP es aún desconocido, los autores sugieren que la eficiencia hidrolítica de la cepa 

Paenibacillus O199 podría encontrarse parcialmente explicada por la unión de las 

mismas a la celulosa, prerrequisito para la degradación de dicho polímero. Así pues, el 

desarrollo de mecanismos celulares destinados a la degradación de los polisacáridos 

vegetales no necesariamente en las proximidades de las células sugiere que dicha 

localización no es en absoluto despreciable. 

Por otro lado, Lladó y colaboradores (2016) observaron niveles bajos de 

actividad enzimática cuando bacterias pertenecientes al phylum Proteobacteria aisladas 

de un suelo forestal fueron cultivadas en medio líquido. Ello podría ser debido a la baja 

capacidad de síntesis enzimática y/o actividad propia de los enzimas, o a la asociación 

de los mismos a la pared celular de las bacterias, la cual no fue tenida en cuenta en el 

mencionado estudio. En el caso de hongos filamentosos que son capaces de cubrir con 

su micelio los sustratos ya descompuestos y así asegurar la captura de los productos 

liberados tras la acción de enzimas difusibles, es común detectar altos niveles de 

actividad de enzimas excretados en cultivos líquidos (Baldrian et al., 2011). Sin 

embargo, cabe destacar que existen ciertas evidencias de que una parte de la actividad 

total de los enzimas se encuentra vinculada al micelio (Valášková y Baldrian, 2006), si 

bien el papel fisiológico de dicha asociación permanece desconocido. Por otro lado, los 

resultados obtenidos para levaduras típicas de suelos forestales demuestran que la 

mayoría de su actividad enzimática se halla asociada a las células (Mašinová et al., 

2018). Dada su naturaleza unicelular, la asociación de los enzimas a la superficie celular 

le podría conferir a las levaduras las mismas ventajas anteriormente mencionadas que 

a las bacterias, esto es, reducción de las pérdidas de los nutrientes por difusión. Así 

pues, aun tomando todas las evidencias en consideración, y pese a los posibles 

desempeños sugeridos, resulta difícil conocer el papel ecológico de cada una de las 

localizaciones específicas de los enzimas. 

 La actividad de aquellos enzimas implicados en la descomposición de 

polisacáridos como celulosa o hemicelulosa fue detectada casi exclusivamente 
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asociada a la pared celular en aquellas cepas pertenecientes al género Luteibacter. Tan 

solo tres cepas expresaron la β-manosidasa y/o la β-glucosidasa en la fracción libre de 

células, y la actividad de ambos enzimas en dicha fracción fue residual. Cabe destacar 

que estas observaciones no resultaron sorprendentes ya que previamente se ha 

revisado que las polisacarasas son enzimas que se hallan con frecuencia asociados a 

la pared celular (Burns, 1982). Los microorganismos han desarrollado a lo largo de la 

evolución diversos sistemas que les permiten unir o retener polisacáridos, véanse los 

módulos de unión a carbohidratos (CBM, Carbohydrate Binding Modules) contenidos en 

celulasas y hemicelulasas, así como las estructuras tipo pili IV. Estas últimas participan 

en la adhesión de las células bacterianas a la celulosa, por ejemplo en el caso de 

especies pertenecientes a los géneros Fibrobacter y Ruminococcus (Suen et al., 2011; 

Vodovnik et al., 2013). La misma apreciación ha sido documentada para una cepa 

celulolítica adscrita al género Luteibacter aislada de la hojarasca de un bosque 

dominado por la quercínea Q. petraea (López-Mondéjar et al., 2016b). Además del pili 

tipo IV, estos autores describieron la presencia en el proteoma de aquella cepa de 

glicosil hidrolasas que contienen CBMs. Así pues, teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos en este trabajo así como las comentadas adaptaciones destinadas a 

mantener los sustratos en la proximidad celular, se podría especular que diversas cepas 

del género Luteibacter han desarrollado evolutivamente diferentes estrategias para 

mejorar la captura de nutrientes, por ejemplo, reduciendo el reparto de los nutrientes 

con otras bacterias o microorganismos. Debe remarcarse que la presencia de productos 

de la descomposición de la materia orgánica generados tras la actividad de enzimas 

liberados extracelularmente, puede atraer a otras bacterias, tal y como ocurre en el caso 

de la existencia de heridas en las raíces (Hallmann et al., 1997). Por lo tanto, la actividad 

de los enzimas asociados a la pared celular detectada en el caso de las bacterias 

aisladas de la endosfera radicular, podría suponer una adaptación desarrollada por las 

mismas para evitar la atracción de otros competidores al punto de entrada de las raíces. 

Igualmente, podría implicar una actividad localizada en las raíces del hospedador 

resultando en un perjuicio menor para el mismo. Sin embargo, la relevancia de los 

enzimas asociados a la pared celular producidos por dichas cepas debería ser estudiada 

en un futuro para arrojar más luz sobre su fisiología y ecología. 

 Además de las polisacarasas, otras hidrolasas como la lipasa o la fosfatasa ácida 

fueron considerablemente activas en la fracción asociada a las células para las 61 cepas 

estudiadas. Dicha localización de ambos enzimas ha sido previamente registrada para 

microorganismos filogenéticamente muy distantes, como es el caso de los géneros 

bacterianos Burkholderia (phylum Proteobacteria) (Shu et al., 2016) y Clostridium 

(phylum Firmicutes) (Reilly et al., 2009) e incluso levaduras aisladas de suelos forestales 

(Mašinová et al., 2018). 

 La localización de los enzimas relativa a las células productoras no es algo 

estable sino variable en determinados casos. Las cepas pertenecientes a la colección 

de Pseudomonas no mostraron una estrategia de utilización de enzimas tan definida 

como en el caso de las cepas del género Luteibacter. Así, la actividad de algunos 

enzimas como la β-glucosidasa, lipasa o fosfata ácida fue considerablemente alta en la 

fracción asociada a las células, representando más del 62% de la actividad total (Tabla 

V.2). Sin embargo, la actividad relativa a los enzimas excretados al medio extracelular 

osciló entre el 29.5 y el 100% de la actividad total registrada, según el enzima 
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considerado. Aunque ya ha sido demostrado previamente que la actividad de los 

enzimas asociados a la pared celular puede suponer una gran parte de la actividad 

enzimática total en ecosistemas acuáticos, la significación de los enzimas difusibles es 

generalmente conocida por ser muy variable (Traving et al., 2015). Algunos autores 

aseguran que la contribución de los enzimas excretados depende de diferentes factores 

ambientales e incluso de los diferentes sustratos (Vrba et al., 1992; Keith y Arnosti, 

2001), mientras otros remarcan que la localización de los enzimas hidrolíticos puede 

variar a lo largo del tiempo o en función del enzima considerado (Burns, 1982), tal y 

como se observó en este trabajo. Aunque la actividad de los enzimas excretados puede 

suponer la difusión y dilución de los productos generados respecto a las bacterias 

productoras, otros microorganismos pueden sacar partido de dicha situación. Los 

denominados cheaters pueden captar los productos solubles, resultando la expresión 

de dichos enzimas beneficiosa a nivel comunitario. Así, la capacidad de producir 

enzimas activos en el medio circundante observada para múltiples cepas de la colección 

de Pseudomonas sugiere que estas podrían tener una relación sintrófica con otros 

microorganismos en la rizosfera de roble melojo. Sin embargo, con las evidencias 

obtenidas no es posible definir el papel específico de estas cepas ni la relevancia de 

dicha localización enzimática.  

 Tradicionalmente la localización específica de los enzimas con respecto a la 

célula productora ha sido ignorada en la inmensa mayoría de los estudios en los que se 

analizaban los enzimas extracelulares producidos por bacterias del suelo. Sin embargo, 

en el presente caso su estudio ha permitido analizar la contribución de algunas bacterias 

para las cuales tan solo se detectó la actividad de enzimas asociados a la pared celular, 

especialmente en el caso de las cepas pertenecientes al género Luteibacter. 

Tradicionalmente se hubiera considerado que el potencial degradador de las mismas 

era nulo o escaso, dado que dichos enzimas no hubieran sido analizados. Sin embargo, 

mediante el estudio de ambas localizaciones y haciendo énfasis en la históricamente 

ignorada localización enzimática, fue posible determinar la potencial implicación de las 

61 cepas en el recambio de C, N y P. En líneas generales, la mayoría de las cepas 

pertenecientes al género Pseudomonas mostraron un rango moderado de hidrolasas 

activas (siendo la actividad de alguna de ellas relativamente baja), lo cual indica que la 

mayor parte de la colección correspondiente a dicho género podría tener una capacidad 

de contribuir a un número de procesos limitado, y en mayor o menor medida. 

 La degradación efectiva de la celulosa depende de la actividad de varios 

enzimas: β-1,4-endoglucanasas que escinden internamente la celulosa de forma 

aleatoria, exocelulasa (celobiohidrolasa) que actúa sobre los extremos de los 

polisacáridos liberando celobiosa, y la β-glucosidasa, la cual conduce a la obtención de 

glucosa a partir del disacárido, siendo las dos últimas las fundamentales (Koeck et al., 

2014; Rytioja et al., 2014). Koeck y colaboradores (2014) defienden que las bacterias 

realmente celulolíticas (las que son capaces de hidrolizar la celulosa cristalina) son 

aquellas que albergan en su genoma genes que codifican β-glucosidasas junto con otros 

implicados en la síntesis de endo- y exocelulasas. Muchas de las bacterias 

documentadas en la literatura como celulolíticas son capaces de producir generalmente 

solo endoglucanasas que hidrolizan enlaces glucosídicos de sustratos artificiales 

basados en celulosa (e.g., CMC) con los que no necesariamente se demuestra la 

actividad β-glucosidasa ni celobiohidrolasa (Koeck et al., 2014). Sin embargo, en el 
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presente trabajo la cepa p23 (género Pseudomonas) y todas las cepas adscritas al 

género Luteibacter exhibieron un elevado nivel de actividad no solo del enzima β-

glucosidasa, sino también de la exocelulasa, la cual cataliza el paso limitante de la 

degradación de la celulosa. Así pues, a falta del estudio de la producción de enzimas de 

tipo endoglucanasa en cultivo líquido, estos resultados supondrían un indicio de que las 

mencionadas cepas podrían ser descomponedoras reales de celulosa. Sin embargo, 

para poder realizar tal afirmación debería comprobarse la capacidad de degradar 

celulosa cristalina. 

Berlemont y Martiny (2013) demostraron mediante el análisis de un gran número 

de genomas bacterianos que los genes codificantes de exo-, endocelulasas y β-

glucosidasas se hallan distribuidos en un 24% del total de genomas que analizaron, y 

podría por tanto tratarse de potenciales bacterias celulolíticas. Por el contrario, en la 

mayoría de los casos (56%) tan solo fue posible detectar genes que codifican β-

glucosidasas, en cuanto a la degradación de la celulosa se refiere. Dichos autores 

basaron sus apreciaciones en estudios genómicos y análisis bioinformáticos, siendo por 

lo tanto esperable que el porcentaje de bacterias productoras de dichos enzimas sea 

inferior. En este caso, la proporción de cepas para las cuales se detectó la actividad de 

la β-glucosidasa tan solo alcanzó aproximadamente la mitad del valor previsto (29.5%), 

probablemente debido a que la presencia de un gen en un genoma no necesariamente 

implica su expresión. En relación al proceso de descomposición de la celulosa, aquellas 

bacterias oportunistas que tan solo son capaces de sintetizar el enzima β-glucosidasa, 

generalmente son consideradas como cheaters ya que podrían utilizar como sustrato la 

celobiosa generada tras la actividad de otros microorganismos productores de 

exocelulasas (Allison, 2005; Berlemont y Martiny, 2013). Así pues, los resultados 

obtenidos sugieren que todas las cepas correspondientes a la colección de Luteibacter 

y algunas de las cepas adscritas al género Pseudomonas podrían ser bacterias 

celulolíticas, bien actuando como degradadoras reales, o bien como oportunistas. 

 Aunque el género Luteibacter no se encuentra completamente caracterizado en 

la actualidad y algunos autores han demostrado que cepas aisladas de un liquen 

terrestre no son ni tan siquiera capaces de sintetizar β-glucosidasa (Sigurbjörnsdóttir y 

Vilhemsson, 2016), recientemente una cepa aislada de un suelo forestal ha sido 

clasificada como celulolítica (López-Mondejar et al., 2016a). Estos autores informaron 

sobre la habilidad de la misma de degradar también hemicelulosa y detectaron en su 

proteoma diferentes proteínas implicadas en su degradación. Tal y como se muestra en 

la Tabla V.2, las cepas adscritas al género Luteibacter resultaron productoras de 

hemicelulasas de diferentes tipos (especialmente β-manosidasa y β-galactosidasa), 

encontrándose por tanto estas aportaciones en línea con las realizadas por López-

Mondéjar y colaboradores (2016a). Es de mencionar la riqueza de enzimas sintetizados 

por las cepas pertenecientes a esta colección, lo cual sugiere que no se trata de 

bacterias especializadas en un único proceso degradativo. Dichos enzimas diferentes 

pero complementarios en cuanto a su función, podrían actuar sinérgicamente y 

contribuir todos ellos de forma conjunta a una eficiente degradación de la pared celular 

vegetal. Enzimas extracelulares implicados en dicho proceso (por ejemplo, celulasas, 

hemicelulasas, xilanasas, pectinasas, poligalacturonasas, amilasas) son comúnmente 

sintetizados por bacterias de naturaleza endofítica para poder penetrar en los tejidos 

vegetales (Carrim et al., 2006; Naveed et al., 2014). Este fenómeno ha sido ya 
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previamente documentado para bacterias aisladas de la endosfera de la raíz de plantas 

del algodón e incluso de árboles típicos de manglares (Hallmann et al., 1997; Castro et 

al., 2014). Por tanto, no sería de extrañar que la expresión de celulasas y hemicelulasas 

registrada para las cepas de la colección de Luteibacter se hallara relacionada con el 

origen endofítico de dichas cepas. Sin embargo, con el diseño experimental y los 

resultados obtenidos en este trabajo no es posible clarificar el papel concreto de los 

enzimas sintetizados por dichas bacterias. 

 Las 61 cepas estudiadas en este trabajo fueron capaces de producir el enzima 

fosfatasa ácida. Conforme mostraron Bergkemper y colaboradores (2016), bacterias 

filogenéticamente diversas se encuentran frecuentemente involucradas en el recambio 

del P en suelos de bosques templados, entre las cuales el orden Xhantomonadales (al 

cual pertenece el género Luteibacter) dominó la expresión del mencionado enzima. 

Lladó y colaboradores (2016) a su vez detectaron altos niveles de actividad de la 

fosfatasa ácida en el caso de cepas pertenecientes a diferentes phyla aisladas de un 

bosque de coníferas. Por otro lado, varias especies del género Pseudomonas son ya 

conocidas por su implicación en la liberación de fosfato en una amplia variedad de 

suelos agrícolas, quedando así reflejada la teórica relevancia de estos taxones en el 

ciclo biogeoquímico del P. 

 Igualmente, el enzima lipasa fue detectado para todas las cepas en estudio. Los 

lípidos son componentes esenciales de la biomasa microbiana y como tal ya es conocido 

que cepas adscritas a ambos géneros bacterianos son capaces de producir el enzima 

que cataliza la hidrólisis de los mismos (Kojima y Shimizu, 2003; Bresciani et al., 2014). 

Concretamente, en los suelos forestales la actividad del enzima lipasa es 

frecuentemente elevada (Brabcová et al., 2018), obteniendo de esta manera un indicio 

más del potencial que las cepas pertenecientes a los géneros Luteibacter y 

Pseudomonas podrían tener para degradar en el ecosistema forestal diferentes 

constituyentes de la materia orgánica. 

 Tradicionalmente, los enzimas adheridos a la pared celular han sido raramente 

estudiados con detalle en el caso de bacterias del suelo. Tal y como se demuestra en 

este trabajo, la actividad de los enzimas asociados a la superficie celular y que se hallan 

implicados en la descomposición de la materia orgánica puede suponer una 

considerable parte de la actividad enzimática extracelular total. Tal es así que para 

algunas cepas la actividad de los enzimas tan solo pudo ser detectada en la fracción 

asociada a las células. Por tanto, se concluye que midiendo exclusivamente la actividad 

de los enzimas excretados extracelularmente (tal y como tradicionalmente se han 

llevado a cabo este tipo de abordajes) el potencial enzimático total de ciertas bacterias 

asociadas a las raíces de sus hospedadores puede verse subestimado. Por lo tanto, se 

sugiere tomar en consideración en ensayos futuros la fracción asociada a las células, 

de tal forma que la posible implicación bacteriana en los ciclos biogeoquímicos mediada 

por los enzimas extracelulares pueda ser definida de una forma más completa y por 

tanto más real. Mediante el estudio de ambos tipos de localizaciones enzimáticas fue 

posible describir el potencial celulolítico y hemicelulolítico de las cepas endosféricas 

pertenecientes al género Luteibacter, mientras que el potencial descomponedor de la 

materia orgánica de aquellas aisladas de la rizosfera de roble melojo (Pseudomonas 
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spp.) pareció moderado. Los resultados obtenidos reflejaron por tanto, la posible 

diferente implicación de las cepas en estudio en el reciclado o recambio de C, N y P. 

V.5. Perspectivas futuras 

 El estudio comparativo de la actividad de los enzimas extracelulares en ambas 

localizaciones permitió describir la capacidad de las 61 cepas de degradar determinados 

sustratos de una forma más completa a la habitualmente descrita. Si bien en 

determinados casos no pudo ser detectada la actividad de ciertos enzimas en alguna (o 

ninguna) de las fracciones, no necesariamente debe asumirse que las cepas en estudio 

no son capaces de sintetizar dichos enzimas, pues en dichos casos estos podrían no 

ser activos o encontrarse su nivel de actividad por debajo del límite de detección. Así 

pues, no es descartable que en caso de variar las condiciones experimentales los 

perfiles enzimáticos registrados sean diferentes. En este sentido, debe matizarse que 

los ensayos fueron realizados con sustratos modificados (marcados con el fluoróforo 

MUF) y no con los sustratos reales de los enzimas, por lo que una inferencia más certera 

sobre la capacidad de las cepas bacterianas de degradar la materia orgánica requeriría 

la utilización de sustratos tales como celulosa cristalina o diferentes tipos de 

hemicelulosas, entre otros. En este contexto, debe tenerse en cuenta también que la 

actividad de los enzimas fue ensayada en cultivos líquidos, cuando las 61 cepas se 

hallaban en la misma fase de crecimiento, y cuantificando la actividad a temperatura y 

pH concretos, condiciones que distan de las típicamente encontradas en la rizosfera y 

en el interior de la raíz. Por ello, los resultados de actividad enzimática aquí mostrados 

deben considerarse como el potencial o la capacidad que las cepas tienen de producir 

tales enzimas bajo las condiciones experimentales fijadas. 

En aras de reflejar las condiciones ambientales típicas de la rizosfera y del 

interior de la raíz en la mayor medida de lo posible, se podría intentar realizar los 

ensayos enzimáticos ajustando la temperatura de la reacción según la temperatura 

concreta del ecosistema en estudio, y mediante el empleo de una mezcla de reacción 

no tamponada. Sin embargo, tal y como apunta Baldrian (2009), ni tan siquiera de esta 

manera es posible simular totalmente las condiciones in situ, especialmente en lo que a 

la humedad del suelo y osmolalidad del mismo se refiere. La viabilidad del ajuste de 

tales condiciones experimentales así como la complejidad de ensayar la actividad 

descomponedora de cada una de las cepas in situ, hacen que sea difícil encontrar una 

alternativa factible a los ensayos realizados. En definitiva, los esfuerzos realizados 

reflejan el potencial de las cepas estudiadas sin que necesariamente represente la 

actividad que estas llevan a cabo en condiciones naturales, quedando por tanto 

planteada una nueva cuestión a ser abordada en experimentos futuros. 

 Si bien en el presente trabajo se estudiaron diferentes aspectos que contribuyen 

a tener una visión más amplia sobre la actividad enzimática de bacterias asociadas a 

especies leñosas, ensayos complementarios permitirían caracterizar más en detalle las 

cepas en estudio. Así pues, abordajes futuros podrían incluir experimentos con los que 

estudiar la versatilidad metabólica de las mencionadas cepas. Por ejemplo, mediante el 

sistema Biolog podría llevarse a cabo un análisis de qué diferentes sustratos son 

utilizados como fuente de C y energía por las mencionadas cepas, entre los que se 

podrían incluir mono-, di-, tri- y polisacáridos, aminoácidos, ácidos orgánicos, aminas, 

amidas e incluso sustratos complejos (Lladó et al., 2016; Mašinová et al., 2018). Los 
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resultados obtenidos a través de dicha aproximación permitirían conocer si las cepas en 

estudio son capaces de metabolizar los productos generados tras la actividad de los 

enzimas hidrolíticos aquí estudiados, obteniendo de esta manera una visión más 

profunda de los procesos relacionados con el recambio de nutrientes en la rizosfera y 

endosfera radicular. A su vez, comparando los resultados obtenidos en este trabajo con 

los que pudieran obtenerse con el sistema Biolog, sería posible aclarar si algunas de las 

cepas con hipotético comportamiento cheater actuarían realmente como bacterias 

oportunistas. 

 Los abordajes realizados y sugeridos podrían verse acompañados de otros con 

los que caracterizar aún en mayor detalle el papel de las cepas en los procesos 

degradativos, así como comprobar si estas han desarrollado adaptaciones fisiológicas 

con las que participar en dichos procesos. Concretamente, mediante la implementación 

de estudios genómicos, transcriptómicos o preferentemente proteómicos sería posible 

en primer lugar determinar si aquellas cepas para las cuales no fue factible detectar la 

actividad de algunos enzimas realmente no son productoras o si por el contrario las 

condiciones ensayadas no resultaron las más adecuadas para la expresión de los 

mismos. Asimismo, en función del tipo de abordaje se podría analizar la existencia en el 

genoma o proteoma de las cepas en estudio de elementos relacionados con estructuras 

con las que acceder más fácilmente a los sustratos, tales como pili tipo IV, módulos CBM 

típicos de celulasas y hemicelulasas, proteínas de unión al sustrato, sistemas de 

secreción, celulosomas, entre otros. De esta manera sería posible plantear el posible 

papel u obtener una explicación de la estrategia de utilización de enzimas observada 

para las cepas de las diferentes colecciones bacterianas. 

 En relación a la localización y actividad de los enzimas extracelulares producidos 

por las cepas de los géneros Luteibacter y Pseudomonas, no es posible concluir que las 

tendencias observadas se deban al diferente origen de las mismas (endosfera de la raíz 

y rizosfera, respectivamente). Si bien en el caso de las cepas pertenecientes al género 

Luteibacter la mayor proporción y actividad registrada para los enzimas asociados a la 

pared celular podría verse explicada por su naturaleza endofítica, la ausencia de más 

representantes bacterianos endofíticos hace imposible realizar dicha asignación. 

Tampoco los perfiles enzimáticos observados pueden justificarse atendiendo 

exclusivamente a la taxonomía de las cepas en estudio. Con el objetivo de clarificar tales 

cuestiones, sería conveniente realizar ensayos en un futuro en los que se incluyera un 

mayor número de cepas, de origen filogenético diverso, tanto endofíticas como 

rizosféricas, y de diferente estrategia trófica (por ejemplo, bacterias oligotrofas y 

copiotrofas). Así, mediante la realización de un estudio más amplio en el que se 

compararan los enzimas producidos, la actividad y la localización específica de los 

mismos, sería posible esclarecer las posibles causas que conducen a la obtención de 

los perfiles enzimáticos observados. 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO VI 

Caracterización fenotípica de dos colecciones de bacterias asociadas a la raíz de 

Quercus pyrenaica 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La imagen muestra los rizomorfos del basidiomiceto Armillaria mellea. 

Fuente: Ana V. Lasa.  
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VI.1. Introducción  

 El valor paisajístico y ecológico de la frondosa Quercus pyrenaica en los 

ecosistemas de montaña, y especialmente en los bosques mediterráneos, hacen de esta 

una especie de gran relevancia a nivel mundial. Sin embargo, el área de distribución de 

dicha quercínea podría considerarse hoy día inversamente proporcional a su relevancia 

ecológica: en la actualidad su corología se resume prácticamente a la Península Ibérica, 

habiendo sido en el pasado una especie distribuida a lo largo de gran parte del Oeste 

europeo (Nieto Quintano et al., 2016). A ello se une el acentuado estado de deterioro de 

las masas de roble melojo, su baja tasa de regeneración natural y su vulnerabilidad 

frente a determinados patógenos (ver Apartado 1.1.1.2.3.4.). Entre los organismos que 

ocasionan enfermedad a esta y otras quercíneas, destacan ciertos hongos como 

Biscogniauxia mediterranea y Diplodia corticola, dos ascomicetos que causan la 

aparición de chancros carbonosos y chancros del tronco y ramas (o chancros de 

Diplodia), respectivamente. Si bien afectan a individuos ya en decaimiento, contribuyen 

a acelerar el proceso, pudiendo ocasionar la muerte del árbol en última instancia, 

especialmente bajo condiciones de estrés hídrico como las que se asocian al cambio 

global (Moricca et al., 2016). Por otro lado, es conocida la virulencia de un basidiomiceto 

como Armillaria mellea sobre quercíneas y un diverso rango de hospedadores, muchos 

de los cuales son de interés forestal. Se trata de un hongo que causa la muerte de los 

tejidos conductores desde el cuello de la raíz hasta que progresivamente tiene lugar el 

secado de las copas y la consiguiente muerte de los hospedadores. Otro tipo de 

patógenos vegetales como el oomiceto Phytophthora cinnamomi afectan también a 

varias especies del género Quercus, ocasionando la podredumbre radical de especies 

leñosas, una de las principales enfermedades asociadas al síndrome de decaimiento o 

Seca, la cual está suponiendo la muerte de un gran número de pies especialmente en 

Andalucía (Romero et al., 2005). Sin embargo, los métodos de control de dichos 

patógenos habitualmente son inefectivos y conllevan el uso de fungicidas químicos poco 

sostenibles para el medio ambiente. 

 Algunos autores defienden que los bosques son ecosistemas efectivos en cuanto 

a la captación de elementos minerales que se encuentran en la atmósfera, debido a la 

gran superficie del dosel arbóreo que los retiene. El agua de lluvia puede ser enriquecida 

en dichos elementos perdidos por lixiviación (Montalvo et al., 1980), suponiendo por 

tanto un mecanismo ecológico que ha permitido que los árboles se desarrollen en suelos 

pobres. Este fenómeno ha sido igualmente descrito para Q. pyrenaica, sin embargo la 

deposición atmosférica relativa a un año no llega a satisfacer la necesidad arbórea anual 

de algunos nutrientes (Moreno Marcos y Gallardo Lancho, 2002). Aunque las 

deposiciones típicas de la atmósfera suponen en cierta medida un aporte nutricional 

para las plantas leñosas, son los microorganismos asociados a las raíces los que 

contribuyen de forma esencial a la nutrición y mejora del estado general de salud de las 

mismas (Berg et al., 2017). La actividad de dichos microorganismos no solo supone en 

última instancia un aporte de elementos minerales, fitohormonas y otros compuestos 

(ver Apartado 2.2.2.2.1), sino que también puede considerarse como la primera barrera 

de defensa contra hongos fitopatógenos transmitidos por el suelo. Así pues, el 

aislamiento y caracterización de microorganismos adaptados al complejo nicho de la 

rizosfera o del interior de la raíz, con capacidad de promover el crecimiento vegetal y/o 
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antagonizar el desarrollo de hongos fitopatógenos, constituye una interesante estrategia 

con la que mejorar el fitness de las plantas.  

 Durante los últimos años, la utilización de PGPB y BCAs como reemplazo de 

fertilizantes químicos perjudiciales tanto para el medio ambiente como para la salud 

humana ha sido intensamente estudiada, siendo las especies agrícolas el principal foco 

de atención de todos los estudios (Bhattacharyya y Jha, 2012). Cabe destacar que a 

pesar de las dificultades inherentes a la realización de ensayos con PGPB y/o BCAs y 

especies arbóreas (debidas, por ejemplo, al largo ciclo vital de las mismas), existe cada 

vez un mayor interés por la implementación de esta tecnología en los viveros 

comerciales (Chanway, 1997; Lucas García et al., 2004). Por un lado, la inoculación de 

plantones – bien de árboles de cultivo, bien de especies forestales – ha sido propuesta 

como estrategia para mejorar el vigor de los hospedadores, mejorando la supervivencia 

de los plantones cuando son trasplantados a campo (Lucas García et al., 2004). Por 

otro lado, no debe menospreciarse la conveniencia de la implementación de esta 

tecnología como alternativa económicamente viable, respetuosa con el medio ambiente 

y de fácil aplicación en viveros (Vonderwell y Enebak).  

Algunos autores han centrado sus trabajos en determinadas especies leñosas 

como manzano (Aslantaş et al., 2007; Karlidag et al., 2007), naranjo amargo (Kalai-

Grami et al., 2014), olivo (Gómez-Lama Cabanás et al., 2018a; 2018b), e incluso 

especies forestales entre las que se incluyen Picea glauca, Pinus pinea, P. taeda, P. 

elliottii, P. palustris (O’Neill et al., 1992; Probanza et al., 2002; Enebak, 2005; Barriuso 

et al., 2008). La relación detallada de los trabajos más recientes realizados en este 

ámbito puede consultarse en la Tabla 1. Sin embargo, debe destacarse que el efecto de 

PGPB y/o BCAs sobre especies del género Quercus, y más concretamente sobre Q. 

pyrenaica, permanece prácticamente inexplorado. 

Uno de los géneros bacterianos con mayor potencial beneficioso sobre las 

plantas, incluidas las especies arbóreas, es Pseudomonas. Diversos trabajos han 

demostrado que la interacción de bacterias adscritas a este género con sus 

hospedadores vegetales resulta en una mejora del estado de salud de los mismos, 

debido a la plasticidad metabólica que caracteriza a este género y al amplio espectro de 

metabolitos con influencia sobre el desarrollo y la protección vegetal que son capaces 

de sintetizar (Kamilova et al., 2006; Agaras et al., 2015; Mercado-Blanco, 2015). Los 

efectos beneficiosos de diferentes especies de este género también han sido 

documentados sobre plantas leñosas, bien en términos de mayor longitud de tallo, 

mayor cosecha de fruto o de protección frente a diferentes patógenos fúngicos (Gómez-

Lama Cabanás et al. 2018a). En el caso concreto de la encina (Q. ilex subsp. ballota), 

Lucas García y colaboradores (2004) demostraron que determinados parámetros como 

la altura o peso seco del tallo y el diámetro del cuello de raíz de plántulas de esta especie 

mejoraban cuando estas eran inoculadas con una cepa de la especie P. fluorescens.  

A diferencia de lo que ocurre con Pseudomonas, pocos autores han estudiado 

en detalle el posible efecto de las especies del género Luteibacter sobre los 

hospedadores vegetales con los que interacciona. Algunos autores han demostrado su 

efecto beneficioso sobre gramíneas como cebada (Hordeum vulgare) (Guglielmetti et 

al., 2013). Además, se dispone de ciertos indicios sobre el potencial de una cepa 

adscrita a la especie L. rhizovicinus de producir reguladores del crecimiento de plantas 
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arbóreas (Piagnani et al., 2007). Sin embargo, tal y como ocurre en el caso del género 

Pseudomonas, no existen en la actualidad trabajos sobre la interacción de bacterias 

pertenecientes al género Luteibacter con la especie forestal Q. pyrenaica. 

La información existente sobre muchos de los mecanismos que subyacen tras la 

interacción PGPB/BCA-especie arbórea es, en la actualidad, realmente escasa. Poco 

se conoce sobre la capacidad de los mismos de colonizar las raíces, la respuesta de los 

árboles a la inoculación bacteriana, la eficiencia de la inoculación en condiciones 

naturales o el impacto de factores ambientales sobre su eficiencia. Uno de los aspectos 

que permanecen menos estudiados es la idoneidad de la inoculación de especies 

arbóreas con consorcios microbianos. La utilización de diferentes especies microbianas 

en combinación o incluso de distintas cepas de una misma especie podría suponer 

ciertas ventajas frente al empleo de bioformulaciones basadas en un único tipo de 

organismo. Por ejemplo, aplicándose consorcios microbianos se podría cubrir una 

mayor diversidad de mecanismos promotores del crecimiento vegetal y de antibiosis, 

esperándose por tanto un efecto aditivo o bien sinérgico. A su vez, la introducción de 

diversos microorganismos beneficiosos, especialmente en el caso de los BCAs, puede 

suponer la colonización de diferentes microhábitas del entorno radicular, estimulando 

así la competición por la ocupación de los mismos con los organismos fitopatógenos 

(Sarma et al., 2015; Gómez-Lama Cabanás et al. 2018b). Sin embargo y pese al 

potencial beneficio asociado al uso de consorcios microbianos, uno de los primeros 

pasos que se deben abordar de forma previa a su implementación es el estudio de la 

compatibilidad de los candidatos, siendo descartables aquellos microorganismos que 

muestren interacciones antagónicas entre sí (Singh et al., 2013). 

Las estrategias seguidas para el desarrollo de inoculantes basados en 

consorcios bacterianos generalmente conllevan una caracterización fenotípica de las 

cepas candidatas. Una vez estas han sido aisladas del nicho ecológico donde se 

pretende que ejerzan su función, debe estudiarse su potencial como PGPB y/o BCAs 

en base a propiedades metabólicas relacionadas con la estimulación, directa o indirecta, 

del crecimiento vegetal. Subsiguientes ensayos de compatibilidad entre las cepas 

seleccionadas deben ser llevados a cabo al objeto de estudiar las interacciones que 

tienen lugar entre las mismas. Descartado el antagonismo entre las cepas en estudio, 

es recomendable estudiar el efecto de la inoculación de las mismas sobre las plantas, 

así como conocer la capacidad de colonización de las raíces (Gómez-Lama Cabanás et 

al., 2018a).  

VI.2. Diseño experimental  

 El hábitat concreto donde se pretende que las bacterias a inocular ejerzan su 

función, constituye uno los principales nichos diana de donde aislar posibles candidatos 

a incluir en las bioformulaciones, debido a que es esperable que estos sean capaces de 

adaptarse a las condiciones ambientales típicamente encontradas en dicho nicho. Por 

lo tanto, las 44 cepas aisladas de la rizosfera de Q. pyrenaica (género Pseudomonas), 

y las 17 obtenidas del interior de la raíz de roble melojo correspondientes a la colección 

de Luteibacter (Capítulo IV) fueron caracterizadas fenotípicamente al objeto de conocer 

su potencial como PGPB y/o BCAs. Por otro lado, se estudió la tolerancia de las mismas 

a diferentes concentraciones de ácido tánico, compuesto con actividad antimicrobiana 

común en la corteza, hojas e incluso raíces de Q. pyrenaica. 
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 A tal fin, se llevaron a cabo ensayos in vitro en medios de cultivo específicos que 

pusieron de manifiesto diferentes propiedades metabólicas de las cepas en estudio. 

Para lograr una caracterización en detalle se siguió el diseño experimental que se 

expone a continuación, siguiendo la metodología específica descrita en el Apartado 

M.6.6. Debe mencionarse que todos los ensayos fueron realizados tres veces salvo las 

excepciones que se indican. A su vez se incluyeron cepas previamente caracterizadas 

capaces de llevar cabo cada uno de los procesos o funciones estudiadas, para facilitar 

la interpretación de los resultados (controles positivos). Por el contrario, en todos los 

ensayos se empleó solución salina estéril como ejemplo de la ausencia de actividad 

(control negativo). 

VI.2.1. Estudio de las propiedades asociadas a la promoción del 

crecimiento vegetal  

 El potencial para proporcionarle hierro a la planta fue evaluado indirectamente 

mediante la detección de la producción de sideróforos quelantes de este elemento. Para 

ello, las cepas adscritas al género Pseudomonas fueron crecidas en el medio CAS, 

siendo aquellas pertenecientes a la colección de Luteibacter estudiadas en dos sistemas 

modificados del mencionado medio, dada su incapacidad para crecer sobre el mismo 

(ver Apartado M.6.6.1.1.). Debe mencionarse que independientemente del sistema 

empleado, se seleccionó la cepa Phyllobacterium endophyticum PEPV15T como control 

positivo (Tabla M.9).  

 La capacidad de solubilizar dos tipos distintos de fosfato cálcico fue evaluada 

conforme se detalla en el Apartado M.6.6.1.2. Concretamente, para las cepas aisladas 

de la rizosfera de roble melojo se empleó el medio NBRIP suplementado, 

individualmente, con CaHPO4 y Ca3(PO4)2. En el caso de la colección de cepas del 

género Luteibacter, la actividad solubilizadora fue evaluada en los medios ricos YED-P 

y YED-P doblemente modificado, ambos suplementados, individualmente, con las dos 

sales fosfóricas mencionadas. En ambos casos los resultados fueron cualitativamente 

comparados con los obtenidos para la cepa cepa solubilizadora P. endophyticum 

PEPV15T (control positivo). 

  Por otro lado, se estudió la capacidad de las 61 cepas de producir reguladores 

del crecimiento. La síntesis de auxinas de tipo indólico por parte de las cepas 

pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Luteibacter fue puesta de manifiesto en 

el medio mínimo DF y el medio YEM, respectivamente, suplementados ambos con el 

precursor de compuestos indólicos (L-triptófano). Debe puntualizarse que estas fueron 

crecidas paralelamente en dichos medios de cultivo en ausencia del aminoácido, al 

objeto de cuantificar la cantidad de compuestos indólicos producidos exclusivamente a 

partir del precursor. De esta manera se trató de descartar en última instancia la señal 

generada por otros componentes de naturaleza no indólica presentes en el medio de 

cultivo, o producidos como consecuencia del metabolismo bacteriano. Para ello, tras 

realizar la cuantificación de los compuestos indólicos producidos (mediante el método 

colorimétrico descrito en el Apartado M.6.6.2.1.), la concentración de equivalentes de 

IAA determinada en ausencia de L-triptófano fue sustraída a la correspondiente 

cuantificada en presencia del mencionado precursor. Debe puntualizarse que 

previamente en todos los casos se midió la DO600 de los cultivos con el objetivo de 

relativizar la concentración de los compuestos indólicos en función de la densidad 
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celular19. Por otro lado, se incluyeron tres réplicas técnicas por cada una de las tres 

réplicas biológicas en el análisis. El límite de detección fue 2 µg de equivalentes de 

IAA · mL-1 · DO600
     -1

, considerando todos los valores inferiores como ausencia de 

actividad. 

 La habilidad bacteriana de reducir los niveles de etileno (fitohormona implicada 

en la regulación del estrés vegetal) fue puesta de manifiesto indirectamente, 

determinando la capacidad de las cepas de producir el enzima ACC deaminasa que 

actúa sobre el precursor del etileno (ACC, 1-aminociclopropano-1-carboxílico). 

Concretamente, se evaluó la capacidad de las cepas de crecer en un medio de cultivo 

cuya única fuente de N es el mencionado sustrato del enzima ACC deaminasa como 

medida indirecta de la síntesis de dicho enzima. Para ello se siguió el método descrito 

en el Apartado M.6.6.1.5., siendo el medio mínimo DF el medio de cultivo de elección. 

Al objeto de poder atribuir la posible incapacidad bacteriana de crecer en dicho medio 

de cultivo exclusivamente a la fuente de N en estudio, todas las cepas fueron crecidas 

en las mismas condiciones en el medio DF suplementado con su fuente habitual de N 

(Tabla M.16). En este caso, la cepa Achromobacter sp. VPTA3 fue utilizada como control 

positivo.  

VI.2.2. Estudio de las propiedades asociadas al antagonismo de hongos y 

oomicetos fitopatógenos 

 Algunos mecanismos bacterianos relacionados con la protección de las plantas 

frente a hongos y oomicetos fitopatógenos fueron evaluados in vitro. En primer lugar, se 

valoró cualitativamente la capacidad de las 61 cepas en estudio de producir el enzima 

catalasa conforme se detalla en el Apartado M.6.6.1.6, empleando la cepa Paenibacillus 

polymyxa PIC73 (Tabla M.9) como control positivo de la producción del mismo. 

 La degradación de las proteínas que constituyen la pared celular fúngica es otro 

de los mecanismos frecuentemente estudiados a la hora de caracterizar potenciales 

BCAs. A tal fin, todas las cepas (incluida la cepa proteolítica P. polymyxa PIC73 

empleada como referencia positiva) fueron crecidas en el medio SMA, conforme se 

detalla en el Apartado M.6.6.1.4. 

 Otro de los aspectos habitualmente analizados cuando se desea caracterizar o 

seleccionar posibles agentes de biocontrol es la capacidad de degradar celulosa. Las 

61 cepas en análisis fueron crecidas en el medio CMC ya que este contiene una sal 

sódica de celulosa (carboximetilcelulosa) y es útil para poner de manifiesto la actividad 

de enzimas de tipo endoglucanasa. El ensayo fue realizado conforme se detalla en el 

Apartado M.6.6.1.3., utilizando para el revelado una solución de lugol. Debe 

                                                           
19 Los microorganismos productores de auxinas de tipo indólico tienen tendencia a liberar al 
medio extracelular ciertos intermediarios como indol-3-piruvato (IPA), indol-3-acetamida (IAM), 
indol-3-acetonitrilo (IAN), ácido indol-3-láctico (ILA, indole-3-lactic acid), indol-3-acetaldehído 
(IAAld), entre otros, los cuales pueden ser igualmente detectados midiendo la DO530, al igual que 
sucede en el caso del IAA (Goswami et al., 2015). Por lo tanto, al tratarse de un método 
colorimétrico ciertamente inespecífico, no es posible cuantificar la cantidad exacta de IAA 
producido, sino del conjunto de compuestos indólicos generados. Así pues, los resultados 
reflejaron la concentración total de derivados indólicos, siendo expresados en unidades de 
concentración por unidades de densidad óptica de los cultivos bacterianos (µg de equivalentes 

de IAA · mL-1 · DO600
     -1

). 
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mencionarse que en este caso no se pudo incluir ninguna cepa conocida como control 

positivo de la producción de endoglucanasas. 

VI.2.3. Estudio de la tolerancia y utilización de ácido tánico como fuente de 

carbono 

 Con el objetivo de lograr una caracterización completa de las cepas en estudio, 

se procedió a evaluar la tolerancia de las mismas a un compuesto con propiedades 

antimicrobianas característico de las hojas, corteza e incluso raíces de roble, esto es, el 

ácido tánico. A tal fin, se valoró, cualitativamente, la capacidad de las cepas de crecer 

en medio sólido en presencia de diferentes concentraciones del tanino (Apartado 

M.6.7.1.). A modo de control del crecimiento, las cepas fueron sembradas paralelamente 

en su medio habitual de crecimiento sin suplementación con ácido tánico. Debe 

mencionarse que en este caso no fue incluida ninguna cepa conocida como control 

positivo. Posteriormente, las cepas fueron inoculadas en el medio mínimo DF, 

incluyendo en este caso ácido tánico como fuente única de C. Todas fueron crecidas de 

forma paralela en medio DF con glucosa pero sin ácido tánico, con el objetivo de atribuir 

la posible ausencia de crecimiento a la fuente de C ensayada. 

 

Cabe destacar que la evaluación de la capacidad de producir sideróforos, 

solubilizar fosfato inorgánico y la actividad proteolítica y endocelulolítica de las cepas 

fue realizada de forma semicuantitativa. En cada caso, se calculó un índice numérico de 

actividad conforme se detalla en el Apartado M.6.6.1.8., expresando así el potencial de 

cada cepa para actuar como PGPB. Por el contrario, la actividad de la catalasa y la 

capacidad de utilizar ACC y ácido tánico como fuentes de N y C, respectivamente, 

fueron determinadas cualitativamente.  

VI.2.4. Ensayos in vitro de antagonismo bacteria-bacteria 

 Ante el creciente interés por desarrollar inoculantes basados en varias especies 

o cepas bacterianas, se caracterizaron las interacciones que in vitro tienen lugar entre 

las cepas en estudio, para lo cual se llevaron a cabo ensayos de enfrentamiento 

bacteria-bacteria tal y como se detalla en el Apartado M.6.6.1.7.1. Dado el elevado 

número de posibles combinaciones target-challenger a realizar, se seleccionó una cepa 

representativa de cada grupo RAPD (excepto p23, p62 y L13). 

Los ensayos de enfrentamiento fueron realizados en el medio de cultivo rutinario 

de ambas colecciones bacterianas. Como control positivo del crecimiento, de manera 

paralela todas las cepas fueron sembradas individualmente en ambos medios de cultivo. 

Cabe destacar que las interacciones entre cepas fueron valoradas cualitativamente, 

atendiendo exclusivamente a las de tipo antagónico (ausencia de crecimiento de la cepa 

target alrededor de cada cepa challenger). Dado el elevado número de combinaciones 

target-challenger, este ensayo fue realizado por duplicado.  
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VI.2.5. Ensayos in vitro de antagonismo bacteria-oomiceto/hongos 

fitopatógenos 

 Uno de los motivos por los que la situación de las masas de roble melojo se 

considera preocupante es la susceptibilidad a ciertos hongos como B. mediterranea, D. 

corticola, A. mellea y al oomiceto P. cinnamomi. Así pues, siguiendo la metodología 

específica detallada en el Apartado 6.6.1.7.2., se estudió la capacidad de las 61 cepas 

en estudio para inhibir el crecimiento de los mencionados microorganismos mediante 

enfrentamiento a los mismos en los medios de cultivo rutinariamente empleados para el 

crecimiento de los microorganismos fitopatógenos. En este caso, la cepa P. polymyxa 

PIC73 fue empleada como referencia positiva. Así pues, el desarrollo del micelio en las 

proximidades de las colonias bacterianas fue valorado visualmente, considerándose 

como cepas bacterianas inhibitorias aquellas alrededor de las cuales no se apreció 

desarrollo del micelio. Debe mencionarse que en el caso del basidiomiceto A. mellea 

también fue valorada la inhibición del crecimiento de los rizomorfos previamente 

formados a la siembra bacteriana, así como la inhibición de la aparición de nuevos 

rizomorfos. 

VI.2.6. Estudio del efecto de la inoculación bacteriana sobre Medicago 

sativa L. ‘Victoria’ (alfalfa) 

 Ante el elevado número de cepas a analizar, se evaluó el efecto sobre el 

crecimiento vegetal de tan solo aquellas cepas representativas de los perfiles RAPD 

(excepto p23, p62 y L13). 

Para comprobar si realmente las cepas en estudio mostraban habilidad de 

promover el crecimiento vegetal, estas fueron inoculadas sobre plantas de la especie M. 

sativa, una leguminosa ampliamente estudiada y de gran importancia pascícola. Como 

parte de un estudio inicial se llevó a cabo un abordaje en condiciones gnotobióticas. La 

realización de este tipo de ensayos tuvo como objetivo principal la caracterización de 

las cepas en estudio (esto es, el estudio del efecto de la inoculación exclusiva de las 

mismas), más que la aproximación a las condiciones reales de campo. Los ensayos 

fueron llevados a cabo conforme se detalla en el Apartado M.8.2.4., inoculando 

individualmente cada una de las cepas en estudio sobre 16 semillas previamente 

esterilizadas y germinadas en condiciones in vitro. Se incluyó además el mismo número 

de semillas tratadas con solución salina estéril a modo de control negativo de la 

inoculación bacteriana. 

Una vez desarrolladas las plantas, se evaluó el efecto del tratamiento bacteriano 

sobre el crecimiento vegetal en términos de altura del tallo, y peso fresco y seco de la 

parte aérea. 

VI.2.7. Estudio del efecto de la inoculación bacteriana sobre quercíneas 

Conocido el efecto sobre M. sativa se procedió a la realización de un ensayo 

sobre quercíneas, concretamente sobre el hospedador a partir del cual las cepas 

bacterianas fueron aisladas (Q. pyrenaica) y sobre encina (Q. ilex subsp. ballota). En 

este caso, el experimento fue llevado a cabo en condiciones no gnotobióticas, dado el 

interés en conocer el efecto de la inoculación bacteriana sobre dichas especies en 

condiciones próximas a las típicas de un vivero. Así pues, los experimentos fueron 
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realizados conforme se describe en el Apartado M.8.2.5. empleando bellotas lavadas y 

desinfectadas pero no esterilizadas, al objeto de reducir la carga microbiana inicial. En 

este caso, se inoculó individualmente una cepa de cada una de las colecciones 

bacterianas en estudio cuyo efecto fue previamente evaluado sobre plantas de M. sativa. 

Para ello, se trató de seleccionar aquellas que in vitro mostraron un mayor rango de 

actividades asociadas a la mejora del crecimiento vegetal, descartando cualquier cepa 

que mostrara una interacción de tipo negativo con otras cepas en cultivo dual. 

Concretamente, las cepas seleccionadas fueron Pseudomonas sp. p48 y Luteibacter sp. 

L7. A su vez, se incluyó en el análisis un tratamiento consistente en la inoculación del 

consorcio constituido por las dos cepas seleccionadas. Por otro lado, el control negativo 

de la inoculación supuso la aplicación de solución salina estéril sobre las bellotas de 

cada hospedador. Debe remarcarse que el nivel de replicación fue de 12 bellotas por 

cada uno de los tratamientos contemplados en el análisis (incluido el control negativo), 

y por cada especie vegetal en estudio.  

Una vez realizadas todas las determinaciones, se procedió a la comparación 

estadística de los índices de actividad calculados habiendo previamente analizado la 

distribución y varianza de cada variable. Los índices de actividad de todas las cepas 

fueron comparados entre sí para cada una de las propiedades estudiadas, para lo cual 

se implementaron análisis ANOVA o Kruskal-Wallis en el caso de variables con 

distribución paramétrica y no paramétrica, respectivamente. Cuando hubo de 

compararse dos cepas en base a una actividad con distribución paramétrica, se aplicó 

el test basado en el estadístico t de Student. La identificación de las parejas de cepas 

entre las cuales se detectaron niveles de actividad significativamente diferentes fue 

realizada en base al test post-hoc HSD de Tukey en el caso de variables con distribución 

paramétrica y en el resto de los casos, en base al test de Dunn aplicando la corrección 

de los p-valores mediante el método de Benjamini-Hochberg. Por el contrario, cuando 

se quiso comparar la variable cuantificada para una cepa con la correspondiente medida 

para el control negativo, se aplicó el test estadístico de Dunnett, tal y como se detalla en 

el Apartado M.9.2.1.3. El nivel de confianza seleccionado para todos los test 

mencionados fue del 95%.  

VI.3. Resultados 

VI.3.1. Estudio de las propiedades asociadas a la promoción del 

crecimiento vegetal 

Las 44 y 17 cepas correspondientes a los géneros Pseudomonas y Luteibacter, 

aisladas de la rizosfera y endosfera de raíz de roble melojo, respectivamente, fueron en 

un inicio caracterizadas fenotípicamente en base a una serie de propiedades 

relacionadas con el crecimiento vegetal20. El cambio de coloración del medio CAS desde 

azul hacia naranja, indicativo de la producción de compuestos quelantes de Fe3+, fue 

                                                           
20 Debe aclararse que las cepas pertenecientes a la colección de Luteibacter fueron 
caracterizadas en la mayor medida de lo posible, no siendo factible lograr una caracterización 
completa. La incapacidad de las mismas para crecer en los diferentes medios mínimos 
ensayados, de diferente composición y concentración, imposibilitó la realización de ciertos 
ensayos o la obtención de datos concluyentes. Si bien no se incluyen datos al respecto en la 
presente Tesis Doctoral, parece fundamental la inclusión de una fuente de nitrógeno proteica o 
aminoacídica en los medios de cultivo para el crecimiento de las 17 cepas en estudio. 
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uno de los caracteres estudiados más común entre las cepas que componen la 

colección relativa al género Pseudomonas (Figura VI.1A). Tal es así que tan solo cuatro 

cepas no resultaron productoras de sideróforos, registrándose un valor mínimo del 

índice correspondiente equivalente a 1.12 (Tabla VI.1). Por el contrario, en determinados 

casos (cepas p42 y p45) el diámetro del halo naranja resultó casi dos veces superior al 

diámetro de las correspondientes colonias. En consecuencia, algunas cepas resultaron 

significativamente diferentes en cuanto al índice de actividad (Tabla A.3, Anexos). 

Las cepas pertenecientes a la colección de Luteibacter no fueron capaces de 

crecer en medio CAS, por lo que se emplearon los métodos de siembra en media placa 

y en orificios (Figura VI.1B y C). En cualquiera de los dos casos pudo apreciarse un 

cambio de coloración del medio CAS en las zonas más próximas a todas las colonias 

bacterianas, apreciándose una tonalidad naranja pálida, al igual que para la cepa P. 

endophyticum PEPV15T productora de sideróforos. Debido a las particularidades de los 

métodos de siembra empleados y a la consecuente configuración de las placas Petri, el 

cambio de coloración tan solo fue valorado cualitativamente. Debe mencionarse que 

cuando se siguió el método de siembra en media placa pudo intuirse cierta inhibición 

del crecimiento especialmente en aquellos casos en los que las colonias bacterianas se 

encontraban más próximas al medio CAS (Figura VI.1C). 
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Figura VI.1. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo de evaluación de la producción 
de sideróforos. A) Siembra en medio CAS (empleada para el análisis de las cepas correspondientes al 
género Pseudomonas), B) Método de siembra en orificios y siembra en media placa (C), empleados para 

el análisis de las cepas correspondientes al género Luteibacter. Las flechas naranjas señalan el halo o zona 
donde se produjo un cambio de coloración del medio CAS de azul a naranja como consecuencia de la 
producción de sideróforos; las flechas rojas indican la inhibición del crecimiento bacteriano en las zonas 
próximas al medio CAS, tras 15 días de incubación. 

En cuanto a la solubilización de diferentes tipos de sales cálcicas de fosfato cabe 

destacar que en el caso de producirse un evento de solubilización, para algunas cepas 

no pudo apreciarse la formación de un halo en torno a las colonias, sino el aclaramiento 

del medio de cultivo específicamente en la zona sobre la cual se desarrollaban las 

mismas. Aunque dicha apariencia fue considerada como indicativa de la solubilización 

de fosfato, ello condujo a la obtención de índices de actividad con valor 1. Así pues, 39 

de las 44 cepas rizosféricas fueron capaces de solubilizar CaHPO4 en el medio NBRIP 

(Figura VI.2A). Los valores del índice de actividad de las cepas solubilizadoras se 

encontraron comprendidos en un rango de 1.00 a 2.61, siendo estos registrados para 

las cepas p24 y p7, respectivamente (Tabla VI.1). 

Por otro lado, se pudo observar el aclaramiento del medio de cultivo NBRIP 

suplementado con Ca3(PO4)2 en las zonas circundantes o bajo las colonias 

correspondientes a 31 cepas del género Pseudomonas (Figura VI.2B). Así, el valor del 
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índice de actividad de las mismas se encontró comprendido en el rango 1-1.64 (Tabla 

VI.1). De las 13 cepas incapaces de solubilizar fosfato tricálcico, nueve sí formaron halos 

de aclaramiento en el mismo medio suplementado con CaHPO4 mientras que las cuatro 

restantes (p23, p34, p51 y p52) no mostraron habilidad de solubilizar ninguno de los 

fosfatos estudiados. Empero, la cepa p3 formó halos en el medio NBRIP suplementado 

con Ca3(PO4)2 pero no en aquel con fosfato dicálcico. Tanto en este caso como en lo 

que respecta al fosfato dicálcico, en el rango tan amplio de valores del índice de 

actividad registrados numerosas diferencias estadísticamente significativas entre cepas 

fueron detectadas (Tabla A.3 incluída en los Anexos). 

Figura VI.2. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo de evaluación de la 

solubilización de CaHPO4 (A) y Ca3(PO4)2 (B) en medio NBRIP. Con letras rojas se indica el nombre de 

cada cepa en estudio, y del control positivo incluido en este ensayo (P. endophyticum PEPV15T). Las flechas 

rojas señalan un ejemplo típico de halos de aclaramiento producidos alrededor de la colonia de cepas 

solubilizadoras, tras 7 días de incubación. Las placas se encuentran sobre una cuadrícula de cuadrados de 

1 cm de lado.  

En el caso de Luteibacter, las 17 cepas estudiadas fueron capaces de crecer 

tanto en medio YED-P modificado como en el análogo doblemente modificado, 

independientemente del tipo de fosfato cálcico estudiado. Sin embargo, no se apreciaron 

halos transparentes o zonas de aclaramiento en torno a la colonia de ninguna de las 

cepas en estudio y en ninguno de los medios de cultivo considerados, a diferencia de lo 

observado para la cepa solubilizadora P. endophyticum PEPV15T. 

En cuanto a la producción de compuestos de naturaleza indólica, resultados 

variables fueron obtenidos en función de la colección de cepas estudiada. Si bien en el 

caso del género Pseudomonas el 50% de las cepas analizadas fue capaz de sintetizar 

este tipo de compuestos (Tabla VI.1), la totalidad de las cepas que conforman la 

colección correspondiente al género Luteibacter resultaron productoras (Tabla VI.2). Por 

el contrario, una mayor variabilidad a nivel intragenérico pudo ser detectada en el caso 

de las cepas aisladas de la rizosfera con respecto a aquellas obtenidas del interior de la 

raíz de roble melojo. En el primer caso, la concentración de equivalentes de IAA se 

encontró comprendida entre 40.30 y 97.16 µg de equivalentes de IAA · mL-1 · DO600
         -1

, 

detectándose diferencias significativas entre un número considerable de cepas (Tabla 

A.3 de los Anexos). Por el contrario, los valores cuantificados para las cepas adscritas 
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al género Luteibacter resultaron considerablemente homogéneos, aunque ciertas 

diferencias entre cepas fueron registradas (Tabla VI.2). 

En lo que respecta a la producción de ACC deaminasa, al contrario de lo 

observado para la cepa incluida como control positivo (Achromobacter sp. VPTA3), tras 

7 días de incubación a 30 °C para ninguna de las cepas pertenecientes al género 

Pseudomonas fue posible detectar un incremento de la DO600 en el medio DF 

suplementado con ACC (con respecto a la DO600 medida en el momento de la 

inoculación). Sin embargo, cuando estas fueron inoculadas en el medio DF conteniendo 

(NH4)2SO4 como fuente única de N, niveles de DO600 superiores a 1 fueron registrados 

tras aproximadamente 24 h de incubación, sugiriendo que la incapacidad de crecimiento 

apreciada en el primer caso es achacable a la imposibilidad de crecer con ACC como 

fuente única de N. Debe mencionarse que la determinación indirecta de la síntesis de 

ACC deaminasa no pudo llevarse a cabo en el caso de las 17 cepas aisladas del interior 

de la raíz de roble, dada la mencionada incapacidad de crecer en diferentes medios 

mínimos. 
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Tabla VI.1. Resultados de la caracterización in vitro de las actividades asociadas a la promoción directa e indirecta del crecimiento vegetal, y de la tolerancia a ácido 

tánico de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Q. pyrenaica. Los guiones denotan que la actividad en estudio no fue detectada 

para la cepa concreta. Los datos referentes a la determinación indirecta de la actividad ACC deaminasa, síntesis de catalasa y crecimiento en presencia de ácido tánico como 

única fuente de N son omitidos en la tabla por claridad y pueden consultarse en el texto (Apartado VI.3.1.). Las parejas de cepas entre las que se observaron diferencias 

estadísticas significativas en cuanto a los índices de activad se recogen en la Tabla A.3 (Anexos). 

 Mecanismos directos Mecanismos indirectos Taninos 

 Producción sideróforosa Solubilización fosfato inorgánicoa IAAb Degradación CMCa Degradación proteínasa Toleranciac 

Cepa  CaHPO4 Ca3(PO4)2     

p1 1.23 ± 0.09 1.38 ± 0.05 1.00 ± 0.00 59.04 ± 4.58 2.38 ± 0.11 - 0.04 

p2 1.65 ± 0.16 1.58 ± 0.08 - - 2.21 ± 0.11 - 2 

p3 1.35 ± 0.05 - 1.17 ± 0.00 55.84 ± 9.46 2.42 ± 0.19 1.18 ± 0.04 0.04 

p4 1.35 ± 0.02 2.31 ± 0.11 1.40 ± 0.09 44.89 ± 8.62 2.34 ± 0.14 - 0.04 

p7 1.58 ± 0.08 2.61 ± 0.10 1.23 ± 0.21 - - 1.45 ± 0.03 5 

p9 1.25 ± 0.04 1.46 ± 0.08 - 81.46 ± 1.40 2.46 ± 0.10 - 0.2 

p10 1.62 ± 0.05 1.42 ± 0.07 - 56.24 ± 1.21 1.90 ± 0.10 - 0.04 

p11 1.17 ± 0.03 1.43 ± 0.13 1.00 ± 0.00 86.58 ± 8.98 2.29 ± 0.36 - 0.04 

p12 1.21 ± 0.04 1.75 ± 0.08 1.34 ± 0.02 52.45 ± 1.02 2.47 ± 0.15 - 0.04 

p13 1.49 ± 0.03 1.43 ± 0.00 1.25 ± 0.00 - - - 2 

p14 1.42 ± 0.04 1.34 ± 0.09 1.00 ± 0.00 49.83 ± 3.94 1.83 ± 0.16 - 0.04 

p15 1.25 ± 0.03 1.37 ± 0.05 - 51.31 ± 1.39 2.11 ± 0.11 - 0.2 

p16 1.15 ± 0.06 2.17 ± 0.09 - 61.92 ± 1.50 1.88 ± 0.49 - 0.04 

p17 1.27 ± 0.12 1.36 ± 0.07 - - 1.58 ± 0.03 1.36 ± 0.04 2 

p18 - 1.42 ± 0.08 1.00 ± 0.00 42.33 ± 1.82 2.10 ± 0.20 - 0.2 

p19 1.58 ± 0.03 2.22 ± 0.05 1.55 ± 0.05 - - 1.57 ± 0.34 5 

p20 1.36 ± 0.19 1.31 ± 0.27 1.00 ± 0.00 64.38 ± 2.45 1.73 ± 0.20 - 0.008 

p23 - - - - - 2.05 ± 0.06 2 

p24 1.18 ± 0.06 1.00 ± 0.00 - 97.16 ± 8.83 2.02 ± 0.15 - 0.2 

p25 1.27 ± 0.08 2.02 ± 0.11 1.32 ± 0.08 - 1.67 ± 0.16 1.72 ± 0.05 5 

p30 1.12  ± 0.05 2.05 ± 0.08 1.25 ± 0.12 - 1.27 ± 0.12 1.74 ± 0.03 1 

p31 1.49 ± 0.01 2.08 ± 0.08 1.31 ± 0.05 2.4 ± 0.21 1.68 ± 0.07 1.37 ± 0.06 2 

p33 1.29 ± 0.09 2.34 ± 0.10 - - 1.61 ± 0.06 - 5 

p34 1.32 ± 0.08 - - 62.38 ± 7.29 1.62 ± 0.26 - 0.2 
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 Mecanismos directos Mecanismos indirectos Taninos 

 Producción sideróforosa Solubilización fosfato inorgánicoa IAAb Degradación CMCa Degradación proteínasa Toleranciac 

Cepa  CaHPO4 Ca3(PO4)2     

p37 1.43 ± 0.05 1.98 ± 0.04 1.06 ± 0.10 - 1.55 ± 0.05 1.77 ± 0.04 5 

p42 1.92 ± 0.12 2.06 ± 0.10 1.28 ± 0.05 - 1.42 ± 0.03 1.70 ± 0.06 2 

p43 1.60 ± 0.16 2.03 ± 0.14 1.34 ± 0.14 - 1.17 ± 0.07 1.66 ± 0.11 2 

p44 1.28 ± 0.03 2.07 ± 0.07 1.23 ± 0.11 - 1.23 ± 0.06 1.29 ± 0.01 2 

p45 1.90 ± 0.00 2.48 ± 0.08 1.36 ± 0.13 - - 1.26 ± 0.02 5 

p47 1.14 ± 0.06 1.22 ± 0.19 1.00 ± 0.00 83.30 ± 9.69 2.00 ± 0.11 - 0.04 

p48 1.36 ± 0.07 2.08 ± 0.07 1.38 ± 0.04 - 1.74 ± 0.05 1.38 ± 0.02 5 

p49 1.41 ± 0.04 1.11 ± 0.19 1.11 ± 0.10 62.57 ± 8.14 1.42 ± 0.13 - 5 

p50 1.16 ± 0.07 1.98 ± 0.11 1.64 ± 0.05 56.9 ± 2.52 2.50 ± 0.13 - 0.04 

p51 1.56 ± 0.16 - - 51.11 ± 7.55 2.10 ± 0.10 - 0.2 

p52 - - - 42.12 ± 4.24 1.88 ± 0.13 - 0.2 

p53 1.41 ± 0.01 1.56 ± 0.10 1.22 ± 0.05 - 2.04 ± 0.06 1.24 ± 0.02 2 

p54 1.24 ± 0.03 1.56 ± 0.10 1.00 ± 0.00 - 1.58 ± 0.12 - 1.75 

p55 1.21 ± 0.05 1.36 ± 0.05 1.00 ± 0.00 - 1.53 ± 0.06 1.23 ± 0.02 2 

p56 1.44 ± 0.05 1.93 ± 0.09 1.28 ± 0.05 - 2.01 ± 0.39 1.77 ± 0.04 5 

p57 1.45 ± 0.03 1.33 ± 0.05 1.00 ± 0.00 42.94 ± 1.43 2.17 ± 0.21 - 1 

p60 1.66 ± 0.04 1.23 ± 0.09 - 40.30 ± 2.07 - - 0.2 

p61 1.42 ± 0.12 2.00 ± 0.16 1.40 ± 0.12 - 1.22 ± 0.10 1.51 ± 0.38 2 

p62 - 1.58 ± 0.08 1.06 ± 0.05 81.15 ± 0.55 1.87 ± 0.77 - 0.2 
a Se indica, para cada cepa, el valor promedio del índice de actividad correspondiente de las tres réplicas analizadas ± desviación estándar. 
b Se indica, para cada cepa, la concentración promedio de equivalentes de IAA por densidad celular de las tres réplicas analizadas ± desviación estándar (µg de equivalentes 

de IAA · mL-1 · DO600
-1). 

c Se indica, para cada cepa, la concentración máxima ensayada de ácido tánico tolerada (mg/mL). 
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Tabla VI.2. Resultados de la caracterización in vitro de las actividades asociadas a la promoción 
directa e indirecta del crecimiento vegetal, y de la tolerancia a ácido tánico de las cepas 
pertenecientes al género Luteibacter aisladas de la endosfera radicular de Q. pyrenaica. Los guiones 

denotan que la actividad en estudio no fue detectada para la cepa concreta. Los datos referentes a la 
producción de sideróforos, solubilización de fosfato di- y tricálcico, detección indirecta de ACC deaminasa, 
síntesis de catalasa y crecimiento en presencia de ácido tánico como única fuente de N son omitidos en 
esta tabla por claridad y pueden consultarse en el texto (Apartado VI.3.1.). Diferentes letras indican 
diferencias estadísticamente significativas entre cepas en cuanto a la concentración de IAA (test post-hoc 
HSD de Tukey). En el caso del índice de actividad calculado para la degradación de CMC y proteínas se 
omiten las correspondientes letras dada la ausencia de diferencias significativas entre cepas (test post-hoc 
de Dunn con corrección de los p-valores de Benjamini-Hochberg para comparaciones múltiples, test t de 
Student, respectivamente). El nivel de confianza de todos los test estadísticos fue del 95%. 

 Mecanismo directo Mecanismos indirectos Taninos 

Cepa IAAa Degradación CMCa 
Degradación 

proteínasc 
Toleranciac 

L1 44.05 ± 7.90 a 0.40 ± 0.02 - 0.04 

L3 40.54 ± 5.71 ab 0.41 ± 0.01 - 0.04 

L5 41.01 ± 1.35 ab 0.42 ± 0.01 - 0.04 

L6 44.36 ± 4.10 a 0.38 ± 0.03 - 0.04 

L7 41.07 ± 5.12 ab 0.40 ± 0.02 1.74 ± 0.14 0.04 

L8 29.72 ± 2.07 b 0.40 ± 0.02 - 0.04 

L9 39.94 ± 2.89 ab 0.40 ± 0.02 - 0.04 

L10 39.18 ± 4.76 ab 0.36 ± 0.01 2.00 ± 0.14 0.04 

L12 38.96 ± 3.34 ab 0.35 ± 0.02 - 0.04 

L13 36.46 ± 0.54 ab 0.33 ± 0.03 - 0.04 

L14 38.67 ± 2.91 ab 0.33 ± 0.02 - 0.04 

L15 35.79 ± 0.27 ab 0.41 ± 0.02 - 0.04 

L18 34.12 ± 1.83 ab 0.41 ± 0.03 - 0.04 

L20 37.88 ± 3.30 ab 0.38 ± 0.00 - 0.04 

L21 36.43 ± 1.59 ab 0.38 ± 0.01 - 0.04 

L22 41.57 ± 3.46 ab 0.39 ± 0.01 - 0.04 

L50 35.91 ± 1.86 ab 0.37 ± 0.00 - 0.04 
a Se indica, para cada cepa, la concentración promedio de equivalentes de IAA por densidad celular de las 

tres réplicas analizadas ± desviación estándar (µg de equivalentes de IAA · mL-1 · DO600
-1). 

b Se indica, para cada cepa, el valor promedio del índice de actividad correspondiente de las tres réplicas 

analizadas ± desviación estándar. 
c Se indica, para cada cepa, la concentración máxima ensayada de ácido tánico tolerada (mg/mL). 

  

 

VI.3.2. Estudio de las propiedades asociadas al antagonismo de hongos y 

oomicetos fitopatógenos 

Las 61 cepas en estudio fueron también caracterizadas en base a su potencial 

como agentes de biocontrol, estudiando para ello ciertas propiedades relacionadas con 

el antagonismo de hongos y oomicetos, como la capacidad de detoxificar peróxido de 

hidrógeno (H2O2), degradar el derivado celulósico CMC e hidrolizar proteínas. 

Cuando se puso en contacto H2O2 con la biomasa bacteriana correspondiente a 

las 61 cepas en estudio se pudo apreciar la aparición de burbujas en todos los casos, 

denotando la capacidad de descomponer dicho compuesto oxidante gracias a la 

actividad del enzima catalasa. 
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Por el contrario, la actividad proteolítica fue detectada para aproximadamente un 

41% de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas, observándose en tales casos 

halos transparentes alrededor de las colonias bacterianas (Figura VI.3). El valor mínimo 

y máximo del índice de actividad fue 1.18 y 2.05, siendo estos registrados para las cepas 

p3 y p23, respectivamente (Tabla VI.1). Cabe destacar que pudieron apreciarse 

diferencias estadísticamente significativas entre ciertas cepas en cuanto al índice de 

actividad proteolítica se refiere (Tabla A.3 incluida en los Anexos). 

 

Figura VI.3. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo de evaluación de la producción 
de proteasas en el medio SMA. Con letras rojas se indica el nombre cada cepa en estudio. La flecha roja 

señala uno de los halos de aclaramiento típicamente observado en torno a la colonia de una cepa con 
actividad proteolítica, tras 5 días de incubación. Las placas se encuentran sobre una cuadrícula de 
cuadrados de 1 cm de lado.  

En el caso de la colección de cepas pertenecientes al género Luteibacter debe 

mencionarse que transcurridos siete días de incubación tan solo las cepas L7 y L10 

resultaron productoras de proteasas, a tenor del circundante halo de aclaramiento. Así 

pues, el índice de actividad registrado para ambas cepas fue de 1.74 y 2.0, 

respectivamente. 

Tras añadir solución de lugol a las placas con medio CMC, se pudo apreciar que 

el 86.4% de las cepas adscritas al género Pseudomonas mostraba un halo amarillo 

alrededor de sus colonias, indicativo de la actividad endocelulolítica. El índice de 

actividad correspondiente se encontró comprendido en un rango relativamente amplio 

(1.17-2.5, Tabla VI.1), siendo numerosas las cepas significativamente diferentes entre 

sí en lo que respecta al mismo (Tabla A.3 incluída en los Anexos). Por otro lado, las 17 

cepas pertenecientes al género Luteibacter fueron capaces de degradar el derivado 

celulósico, observándose halos amarillos alrededor de las colonias tras la ausencia de 

tinción con lugol de los productos de hidrólisis (Figura VI.4). Cabe destacar que la 

actividad de todas las cepas resultó homogénea al no detectarse diferencias 

significativas entre las mismas. 
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VI.3.3. Estudio de la tolerancia y utilización de ácido tánico como fuente 

de C  

En primer lugar debe mencionarse que el DMSO en el que se encontraba 

disuelto el compuesto con propiedades antimicrobianas estudiado (ácido tánico) no 

resultó tóxico para ninguna de las cepas a la concentración ensayada, apreciándose un 

desarrollo normal de las colonias en presencia de dicho compuesto. 

Todas las cepas pertenecientes al género Pseudomonas fueron capaces de 

tolerar una concentración del tanino de hasta 40 µg/mL, a excepción de p20 la cual solo 

resultó tolerante a la mínima concentración ensayada. A partir de 40 µg/mL se pudo 

observar un descenso del número de cepas tolerantes conforme aumentaba la 

concentración de ácido tánico en el medio: el 77.3% de las cepas estudiadas pudieron 

crecer en presencia de 200 µg/mL del tanino, reduciéndose esta proporción hasta el 

56.8% cuando la concentración del mismo se incrementó cinco veces. La cantidad de 

cepas capaces de tolerar el ácido tánico se mantuvo constante (47.7%) cuando la 

concentración de este se encontraba entre 1.125-1.75 mg/mL, y tan solo dos cepas más 

se mostraron sensibles a 2 mg/mL del tanino en el medio. Cabe destacar que 

únicamente nueve cepas crecieron a la mayor concentración de ácido tánico estudiada, 

esto es, 5 mg/mL. La relación de cepas capaces de tolerar las diferentes 

concentraciones del tanino evaluadas se encuentra recogida en la Tabla VI.1. 

Por otro lado, debe remarcarse que en torno a algunas de las colonias formadas 

en el medio suplementado con 2 ó 5 mg/mL del tanino tuvo lugar un oscurecimiento del 

medio de cultivo e incluso la formación de un halo de coloración parda, el cual se ilustra 

en la Figura VI.5. Por otro lado, la concentración máxima tolerada por todas las cepas 

del género Luteibacter fue 40 μg/mL. 

 

 

Figura VI.4. Aspecto de las placas Petri 
correspondientes al ensayo de 
evaluación de la producción de 
endocelulasas con actividad sobre el 
derivado celulósico CMC. Con letras 

rojas se indica el nombre cada cepa en 
estudio. La flecha roja señala uno de los 
halos amarillos típicamente observados 
alrededor de las colonias de cepas con 
actividad degradadora, tras el revelado 
con lugol a los 15 días de incubación. El 
color marrón de la placa corresponde al 
derivado celulósico íntegro teñido con 
lugol, mientras que los productos de 
hidrólisis localizados en el entorno de las 
colonias de cepas degradadoras se 
mantienen sin teñir con la solución de 

iodo. 
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Cuando las cepas de la colección de Pseudomonas fueron crecidas en cultivo 

líquido con ácido tánico como exclusiva fuente de C, tras 7 días de incubación no fue 

posible detectar un aumento de la DO600 con respecto a la DO600 inicial (aquella 

registrada inmediatamente tras la inoculación del medio). Por el contrario, todas las 

cepas fueron capaces de crecer en el mismo medio suplementado con D-Glucosa como 

única fuente de carbono, alcanzándose valores de DO600 superiores a 1 incluso tras 24 

h de cultivo. Esto es, tras 7 días de incubación las bacterias no fueron capaces de crecer 

en presencia de ácido tánico en las condiciones ensayadas. En el caso de las cepas 

pertenecientes al género Luteibacter, no fue posible ni tan siquiera detectar un 

incremento de la DO600 en medio DF suplementado con D-Glucosa. 

VI.3.4. Ensayos in vitro de antagonismo bacteria-bacteria 

Con la intención de caracterizar las cepas en estudio a un mayor nivel de 

profundidad y determinar si se podrían combinar entre sí para la formulación de un 

consorcio bacteriano, se llevaron a cabo cultivos duales de las 15 cepas seleccionadas. 

Tan solo p19 y p43 protagonizaron eventos de inhibición del crecimiento de ciertas 

cepas target, si bien cabe destacar que los resultados variaron en función del medio de 

cultivo empleado. Tal es así, que ninguna de las dos cepas fue capaz de inhibir el 

crecimiento de una misma cepa target en los dos medios de cultivo empleados (Tabla 

VI.3). Por otro lado debe remarcarse que ni L5 ni L7 – las dos únicas cepas analizadas 

del género Luteibacter – antagonizaron el crecimiento de ninguna otra cepa, ni de los 

congéneres estudiados ni de las cepas correspondientes al género Pseudomonas.  

 

 

 

 

Figura VI.5. Aspecto de las placas 
Petri correspondientes al ensayo de 
evaluación de la tolerancia de las 
cepas pertenecientes al género 
Pseudomonas a ácido tánico en 
medio LB suplementado con el 
tanino. Las flechas rojas señalan 

algunas de las zonas de color pardo 
circundantes a las colonias de cepas 
tolerantes a una concentración de 5 
mg/mL de ácido tánico, tras 4 días de 
incubación. Por claridad de la imagen, 
se omite el nombre de las 
correspondientes cepas. 



Capítulo VI 

 

299 
 

Tabla VI.3. Resultados del ensayo in vitro de antagonismo bacteria-bacteria entre las 15 cepas 
seleccionadas asociadas a la raíz de Q. pyrenaica. El signo “+” denota el crecimiento de las cepas target 
y challenger cuando ambas fueron co-cultivadas. El signo “–” indica que se produjo inhibición del 
crecimiento de la cepa target cuando fue enfrentada a la cepa challenger correspondiente. La letra “D” 
indica que la inhibición fue débil. En color negro se representan los resultados obtenidos en medio LB, 
mientras que los azules corresponden al medio YEM, tras 48 h de co-cultivo. 

  Challenger 

  p2 p3 p14 p19 p24 p34 p43 p48 p51 p52 p54 p60 p61 L5 L7 

T
a
rg

e
t 

p2  + + + + D + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

p3 + +  + + – + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

p14 + + + +  D + + + + + + D + + + + + + + + + + + + + + + + 

p19 + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

p24 + + + + + + – +  + + + – + + + + + + + + + + + + + + + + 

p34 + + + + + + + + + +  + – + + + + + + + + + + + + + + + + 

p43 + +  + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + 

p48 + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + 

p51 + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + 

p52 + + + + + + – + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + 

p54 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + 

p60 + + + + + + – + + + + + + D + + + + + + + +  + + + + + + 

p61 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + 

L5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + 

L7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  

 

Por otro lado debe destacarse que si bien en este ensayo no se cuantificó el nivel 

de antagonismo, los halos de inhibición del crecimiento de algunas cepas target 

pudieron verse con gran claridad (Figura VI.6A y B), observándose en otros casos halos 

de inhibición no tan nítidos, siendo por tanto considerados como indicios de interacción 

antagónica. 
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Figura VI.6. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo de antagonismo bacteria-

bacteria en medio YEM (A) y en medio LB (B), siendo las cepas target p34 y p60, respectivamente. 

Con letras rojas se indica el nombre de las cepas challenger que en ambos casos mostraron una interacción 

negativa con la cepa target, tras 48 h de co-cultivo. Las flechas rojas señalan el halo de inhibición 

típicamente observado alrededor de cepas challenger con efecto antagónico. Las placas Petri 

correspondiente al panel A) se encuentra sobre una cuadrícula de cuadrados de 1 cm de lado. 

VI.3.5. Ensayos in vitro de antagonismo bacteria-oomiceto/hongos 

fitopatógenos 

Las 61 cepas en estudio fueron enfrentadas a las cepas fúngicas B. 

mediterranea 5, B. mediterranea 226, D. corticola 58, D. corticola 155, A. mellea 860 y 

al oomiceto P. cinnamomi UEx1, mediante co-cultivo de los mismos. De todas las cepas 

analizadas, p2 y p53 fueron las únicas para las cuales pudieron apreciarse eventos de 

antagonismo del crecimiento de todos los hongos estudiados, observándose marcados 

halos de inhibición del crecimiento micelial (Figura VI.7A y B). Tales halos fueron 

igualmente observados en el caso de la cepa P. polymyxa PIC73 empleada como control 

positivo de la inhibición fúngica. 
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Figura VI.7. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo preliminar de antagonismo 
bacteria-Biscogniauxia mediterranea 5 (A) y detalle del halo de inhibición en torno a la colonia 
correspondiente a la cepa p53 (B). Con letras rojas se indica el nombre de las cepas estudiadas. La flecha 

roja señala el halo de inhibición típicamente observado alrededor de cepas con efecto antagónico, en medio 
PDA y tras 48 h de incubación. Las placas Petri se encuentran sobre una cuadrícula de cuadrados de 1 cm 
de lado. 

Por otro lado, debe mencionarse que cuando las cepas p2 y p53 fueron co-

cultivadas durante 10 días con A. mellea 860 no tuvo lugar la formación de un halo de 

inhibición perfectamente distinguible como los que se muestran en la Figura VI.8. Sin 

embargo, pudo apreciarse un cese del desarrollo del micelio con respecto al inicialmente 

registrado en el momento en el que las bacterias fueron sembradas en el medio. Dicho 

fenómeno no fue observado ni en el caso del control negativo ni para el resto de cepas 

(Figura VI.8A). Cabe destacar que cuando el hongo fue co-cultivado individualmente con 

las cepas p2 y p53, tampoco se apreció desarrollo de rizomorfos nuevos ni crecimiento 

de los ya formados en las proximidades de las colonias bacterianas. Por el contrario, sí 

se pudo apreciar el desarrollo de dichas estructuras en las zonas distales a la interacción 

hongo-bacteria (Figura VI.8B). 

Por el contrario, ninguna de las cepas adscritas al género Pseudomonas ni al 

género Luteibacter inhibió el crecimiento del oomiceto P. cinnamomi UEx1. 
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Figura VI.8. Aspecto de las placas Petri correspondientes al ensayo preliminar de antagonismo 
bacteria-Armillaria mellea 860 (A) y detalle de la inhibición del desarrollo micelial y de rizomorfos 
por parte de la cepa p2, ambos en medio MEA. Con letras rojas se indica el nombre de la cepa con 

actividad antagónica. La flecha roja señala la inhibición del crecimiento del micelio del hongo. Las líneas 
negras en el reverso de la placa Petri (B) fueron marcadas en el momento de la siembra bacteriana para 
indicar el alcance del micelio y rizomorfos de A. mellea 860 en ese preciso momento, y evaluar 
posteriormente el crecimiento de dichas estructuras fúngicas. Las flechas azules y negras señalan el 
crecimiento del micelio y los rizomorfos, respectivamente, tras 7 días de la inoculación bacteriana. Las 
placas Petri se encuentran sobre una cuadrícula de cuadrados de 1 cm de lado. Por claridad de la imagen, 
tan solo se indica el nombre de la cepa antagónica. 

VI.3.6. Estudio del efecto de la inoculación bacteriana sobre hospedadores 

vegetales 

VI.3.6.1. Efecto sobre Medicago sativa L. ‘Victoria’ (alfalfa) 

 Como parte de un estudio preliminar y al objeto de caracterizar fenotípicamente 

en mayor detalle las cepas en estudio, se seleccionaron aquellas representativas de los 

perfiles RAPD, a excepción de las cepas Pseudomonas p23 y p62, y Luteibacter sp. L13 

y se estudió la capacidad de las mismas de promover el crecimiento de plantas de 

alfalfa.  

 De todos los tratamientos estudiados, destacan las plantas inoculadas con las 

cepas p24, p34, p48, p52 y p61 del género Pseudomonas, y L5 y L7 (género 

Luteibacter), por ser estadísticamente diferentes respecto a las plantas no inoculadas 

en términos de la altura del tallo y peso fresco y seco de la parte aérea (test de Dunnet, 

p-valores < 0.014). Las plantas tratadas con las mencionadas cepas resultaron ser 

superiores en cuanto a los mencionados parámetros biométricos, aunque la magnitud 

de las diferencias dependió del tratamiento considerado (Tabla VI.4). En algunos casos 

se pudo apreciar un incremento considerable de los parámetros vegetales medidos. Por 

ejemplo, para aquellas plantas tratadas con la cepa p52 llegaron a registrarse valores 

aproximadamente dos veces superiores del peso fresco y peso seco de la parte aérea 

y de la altura del tallo en comparación con las plantas no inoculadas. 
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Tabla VI.4. Parámetros biométricos de las plantas de M. sativa inoculadas con cada una de las cepas 
seleccionadas pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Luteibacter, y de las plantas no 

inoculadas. Se indica el valor promedio de todas las réplicas ± desviación estándar de cada parámetro 

medido y para cada tratamiento. En cada columna, los asteriscos denotan diferencias significativas en la 
variable considerada, entre las plantas sometidas al tratamiento correspondiente y el control no inoculado 
(test ANOVA o Kruskal-Wallis, seguido del test post-hoc de Dunnet, todos ellos realizados a un nivel de 

confianza del 95%). 

Tratamiento Peso fresco (g) Peso seco (g) Altura (cm) 

Control 0.46 ± 0.15 0.10 ± 0.03 16.51 ± 4.31 

p2 0.44 ± 0.29 0.09 ± 0.06 14.70 ± 7.32 

p3 0.77 ± 0.20 0.15 ± 0.04 24.18 ± 3.28* 

p14 0.64 ± 0.31 0.13 ± 0.06 18.94 ± 5.59 

p19 0.83 ± 0.36 0.16 ± 0.05* 23.08 ± 6.96* 

p24 1.00 ± 0.37* 0.18 ± 0.06* 25.08 ± 6.06* 

p34 1.13 ± 0.47* 0.17 ± 0.06* 26.21 ± 5.30* 

p43 0.83 ± 0.35 0.15 ± 0.05 22.78 ± 5.49* 

p48 1.01 ± 0.26* 0.18 ± 0.03* 27.67 ± 4.06* 

p51 0.83 ± 0.32 0.14 ± 0.04 24.13 ± 3.96* 

p52 1.17 ± 0.30* 0.20 ± 0.04* 30.76 ± 4.28* 

p54 0.70 ± 0.29 0.14 ± 0.05 22.32 ± 5.63 

p60 0.84 ± 0.24 0.16 ± 0.05 23.74 ± 5.33* 

p61 1.06 ± 0.47* 0.17 ± 0.04* 26.20 ± 5.24* 

L5 1.01 ± 0.19* 0.19 ± 0.03* 24.63 ± 3.18* 

L7 0.99 ± 0.19* 0.18 ± 0.02* 25.85 ± 2.90* 

 

La longitud del tallo de las plantas inoculadas con las cepas p3, p19, p43, p51 y 

p60 también fue significativamente más elevada que la correspondiente a las plantas no 

inoculadas (test de Dunnet, p-valores < 0.050). De todas las cepas recién mencionadas, 

p19 fue la única que además resultó en un mayor valor de otro de los parámetros 

medidos, concretamente el peso seco de la parte aérea (Tabla VI.4). 

Cabe señalar que las plantas tratadas con las cepas p2, p14 o p54 fueron las 

únicas que no mostraron diferencias estadísticamente significativas con aquellas no 

inoculadas en lo que respecta a ninguno de los parámetros biométricos evaluados. 

VI.3.6.2. Efecto sobre quercíneas: roble melojo (Q. pyrenaica) y encina 

(Q. ilex subsp. ballota) 

 Conocida la actividad asociada a la mejora del crecimiento vegetal in vitro y el 

efecto positivo sobre alfalfa de las cepas p48 y L7, estas fueron inoculadas de forma 

individualizada y combinadas sobre bellotas de roble melojo y encina, como parte de un 

estudio preliminar. 

 Cabe destacar que ni en el caso de la inoculación individualizada de las dos 

cepas, ni en el caso de la aplicación del consorcio bacteriano fueron apreciadas 

diferencias significativas en ninguno de los tres parámetros evaluados con respecto a 
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las plantas no tratadas (Tabla VI.5). Dicho patrón homogéneo fue observado tanto en el 

caso de roble melojo como en el de encina (test de Dunnet, p-valores > 0.077). 

Tabla VI.5. Parámetros biométricos de las plantas de Q. pyrenaica y Q. ilex subsp. ballota inoculadas 
con las cepas seleccionadas pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Luteibacter, y de las 
plantas no inoculadas. Se indica el valor promedio de todas las réplicas ± desviación estándar de cada 

parámetro medido y para cada tratamiento.  

Hospedador Tratamiento Peso fresco (g) Peso seco (g) Altura (cm) 

Q. pyrenaica 

Control 1.69 ± 0.39 0.80 ± 0.22 5.89 ± 1.60 

p48 1.69 ± 0.42 0.74 ± 0.23 6.59 ± 1.58 

L7 1.26 ± 0.61 0.55 ± 0.30 5.94 ± 2.73 

p48 + L7 1.47 ± 0.56 0.68 ± 0.25 6.32 ± 1.52 

Q. ilex subsp. ballota 

Control 2.40 ± 0.72 1.28 ± 0.35 7.59 ± 2.05 

p48 2.33 ± 0.69 1.18 ± 0.42 7.44 ± 2.32 

L7 2.06 ± 0.97 1.07 ± 0.55 5.95 ± 2.35 

p48 + L7 2.20 ± 0.62 1.16 ± 0.32 7.11 ± 1.51 

 

VI.4. Discusión  

Las 61 cepas asociadas a la raíz de roble melojo fueron evaluadas en base a su 

capacidad in vitro para promover – mediante mecanismos directos o indirectos – el 

crecimiento vegetal, ahondando en el efecto sobre varios hospedadores. Así pues, con 

el diseño experimental seguido se pretendió sentar las bases para el desarrollo futuro 

de posibles bioformulaciones, describiendo en la mayor medida de lo posible el potencial 

de las cepas en estudio.  

La síntesis bacteriana de sideróforos habitualmente se encuentra asociada a una 

estimulación del crecimiento vegetal, debido a la mayor facilidad de las plantas para 

adquirir el hierro presente en el suelo, y a la competición por dicho nutriente con otros 

microorganismos. En el presente caso, la gran mayoría de las cepas pertenecientes al 

género Pseudomonas fueron capaces de producir sideróforos en mayor o menor 

medida. Destacaron fundamentalmente las cepas p42 y p45 por su índice de actividad 

próximo a 2. En tanto, las cepas p18, p23, p52 y p62 no fueron capaces de producir 

moléculas quelantes de Fe3+. El elevado número de cepas productoras de sideróforos 

no resultó sorprendente ya que el género Pseudomonas es conocido por la gran 

variedad de sideróforos que las especies adscritas al mismo son capaces de producir. 

En lo que respecta a las cepas pertenecientes al género Luteibacter, ninguna fue 

capaz de crecer en el medio CAS. A su vez, cuando se empleó el método de siembra 

en media placa pudo apreciarse una reducción del crecimiento bacteriano en la zona 

próxima a dicho medio. Todo ello sugiere un efecto inhibitorio del medio CAS sobre las 

bacterias, debido probablemente al efecto tóxico que el detergente catiónico HDTMA 

incluido en la composición de dicho medio tiene sobre algunos microorganismos 

(Schwyn y Neilands, 1987). En tanto, cuando todas las cepas crecieron en su medio de 

cultivo rutinario y próximas pero físicamente separadas del medio CAS, pudo apreciarse 

un cambio de coloración del mismo. Mediante el empleo de ambos métodos de siembra 

se observó el mismo fenómeno, lo cual sugiere la producción y excreción de moléculas 

quelantes de Fe3+ difusibles en el medio de cultivo por parte de las cepas mencionadas. 
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Cabe destacar que si bien el género Luteibacter permanece poco estudiado en la 

actualidad, Guglielmetti y colaboradores (2013) ya informaron sobre este mismo 

fenotipo para la especie L. rhizovicinus, a la cual posiblemente pertenecen las 17 cepas 

aisladas de la endosfera radicular de roble melojo. Tanto en el trabajo de los 

mencionados autores como en la presente Tesis se emplearon varios métodos basados 

en sencillas modificaciones del habitual sistema CAS-agar, dando un paso adicional 

hacia la caracterización de bacterias sensibles a HDTMA. 

Una elevada proporción de cepas de la colección correspondiente al género 

Pseudomonas fue capaz de solubilizar fosfato tricálcico, dicálcico o incluso ambos. 

Numerosos géneros bacterianos han sido descritos como solubilizadores de sales de 

fosfato, siendo los más frecuentemente documentados Pseudomonas, Achromobacter, 

Aerobacter, Alcaligenes, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Escherichia, Flavobacterium, 

Microccocus, Rhizobium, Serratia, Xanthomonas, entre otros (Kuhad et al., 2011). Uno 

de los más destacados es Pseudomonas, ya que se ha demostrado su habilidad para 

solubilizar diferentes tipos de fosfato inorgánico, incluidos los dos anteriormente 

mencionados, hidroxiapatita (Illmer y Schinner, 1992), AlPO4 y FePO4 (Fankem et al., 

2008), siendo estos tres últimos altamente insolubles. Cabe destacar que muchas cepas 

solubilizadoras de fosfato cálcico pertenecientes a este género han sido aisladas de la 

rizosfera de numerosas especies vegetales, entre las que se incluyen especies leñosas 

como manzano (Sharma et al., 2017), olivo (Gómez-Lama Cabanás et al., 2018a), e 

incluso de suelos forestales (Illmer y Schinner, 1992). 

Por otro lado, cabe mencionar que no pudo apreciarse un paralelismo absoluto 

entre la capacidad de cada cepa de solubilizar uno y otro tipo de fosfato cálcico. Es 

decir, la mayoría de las cepas solubilizadoras de fosfato tricálcico fueron además 

capaces de disolver el CaHPO4 del medio (a excepción tan solo de p3), sin embargo 

nueve cepas solubilizadoras de fosfato dicálcico no mostraron tal habilidad en cuanto a 

la sal tricálcica se refiere. Estos resultados se encuentran en línea con los reportados 

por Guglielmetti y colaboradores (2013), quienes destacaron que P. chlororaphis subsp. 

aurantiaca DSM19603T forma un halo transparente cuando crece en un medio de cultivo 

suplementado con CaHPO4, pero no así cuando se suplementa con Ca3(PO4)2. En la 

actualidad se conocen diferentes mecanismos mediante los cuales las bacterias son 

capaces de mejorar la solubilidad de diferentes fosfatos inorgánicos, destacando la 

producción de ácidos orgánicos de diversa índole (Sharma et al., 2013). Sin embargo, 

hasta donde nuestro conocimiento alcanza, el modo de actuación específico sobre los 

diferentes tipos de fosfato cálcico no ha sido descrito aún, aunque este merecería ser 

estudiado en trabajos futuros al objeto de profundizar en las habilidades metabólicas de 

estas cepas. Por otro lado, los diferentes resultados obtenidos para las dos fuentes de 

P inorgánico son muestra, una vez más, de la plasticidad metabólica característica de 

este género bacteriano. 

Por el contrario, ninguna de las 17 cepas pertenecientes al género Luteibacter 

fue capaz de formar halos o zonas de aclaramiento en los medios de cultivo 

suplementados con los distintos tipos de fosfato cálcico analizados, a diferencia de la 

cepa empleada como referencia positiva. Estos resultados contrastan parcialmente con 

los obtenidos para una cepa de la especie L. rhizovicinus la cual tampoco fue capaz de 

solubilizar fosfato tricálcico pero sí CaHPO4 (Guglielmetti et al., 2013). Si bien la cepa 



Resultados 

 

306 
 

analizada por los autores citados fue capaz de crecer y solubilizar dicho fosfato en un 

medio mínimo, en el presente trabajo fue necesaria la inclusión de extracto de levadura 

para lograr el desarrollo bacteriano. La solubilización de los diferentes tipos de fosfato 

de calcio fue ensayada a concentraciones de 5 y 0.5 g/L de extracto de levadura por 

tratarse, respectivamente, de la concentración empleada en la formulación del medio 

YED-P original (Peix et al., 2001), así como la mínima en la que se pudo apreciar 

crecimiento de las 17 cepas de este género. Cabe destacar que algunos autores han 

demostrado previamente que el extracto de levadura a una concentración superior a 0.5 

g/L puede ejercer un efecto inhibitorio sobre la solubilización de fosfato tricálcico en el 

caso de una cepa del género Pseudomonas (Nautiyal, 1999). En otro trabajo también 

ha sido observada una disminución de la eficiencia de solubilización de Ca3(PO4)2 de 

varias cepas de dicho género en el medio YED-P original con respecto a la observada 

cuando la concentración de dicho componente era 10 veces inferior (Aarab et al., 2015). 

Sin embargo, existen pocos trabajos en los que se caracterice fenotípicamente el género 

Luteibacter, y ninguno que describa el posible efecto inhibitorio del extracto de levadura 

sobre la solubilización de fosfato tricálcico o dicálcico. Así pues, teniendo en cuenta todo 

lo anterior no es posible concluir si la ausencia de halos alrededor de las colonias 

correspondientes a las cepas del género Luteibacter fue debida a su incapacidad de 

solubilizar cualquiera de los fosfatos inorgánicos empleados, o si bien este proceso 

metabólico se vio inhibido dada la presencia del extracto de levadura. Así pues, sería 

conveniente esclarecer en el futuro dicho aspecto para poder lograr la caracterización 

detallada de las 17 cepas estudiadas, esencial para el hipotético desarrollo de 

bioformulaciones basadas en dichas bacterias. 

 Una de las fitohormonas más comunes implicadas en la mediación de la 

respuesta vegetal a diferentes tipos de estrés es el etileno. El enzima ACC deaminasa 

desempeña un papel crucial en la mitigación del estrés en las plantas. Diferentes 

especies pertenecientes a multitud de géneros bacterianos son capaces de producir 

este enzima, aunque Glick (2005) destaca que aquellas pertenecientes al género 

Pseudomonas son las típicamente estudiadas en el caso de las bacterias de vida libre. 

Tal es así que la actividad de este enzima ha sido puesta de manifiesto para diversas 

especies como P. oryzihabitans (Belimov et al., 2001), P. brassicacearum (Belimov et 

al., 2001), P. bathycetes, P. chlororaphis, P. syringae (Nadeem et al., 2007), P. tolaasii 

(Dell’Amico et al., 2008), P. aeruginosa, P. fluorescens (Zahir et al., 2009), P. putida 

(Nascimiento et al., 2013) entre otras. Para alguna de ellas se ha demostrado su efecto 

protector frente a diferentes tipos de estrés sufridos por distintos hospedadores 

vegetales, incluyendo plantas leñosas como Pinus sabiniana (Nascimiento et al., 2013). 

Sin embargo, ninguna de las cepas aisladas de la rizosfera de roble melojo fueron 

capaces de crecer empleando ACC como única fuente de N, siendo por tanto esperable 

que su capacidad para aliviar el efecto de diferentes tipos de estrés sobre las plantas 

sea minoritaria por esta vía. Así pues, las cepas aisladas de la rizosfera de roble melojo 

representan una excepción de la capacidad de producir el mencionado enzima que de 

forma generalizada es documentada para bacterias rizosféricas de este género. 

Mediante los mecanismos revisados anteriormente (Apartado 2.2.2.2.), las 

PGPB son capaces de mejorar la biodisponibilidad de ciertos nutrientes así como de 

estimular el desarrollo radicular de los hospedadores vegetales, contribuyendo por tanto 

a una mejor absorción de los nutrientes y por consiguiente a un estado nutricional 
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óptimo. Así, se estudió el efecto de 15 cepas sobre M. sativa en condiciones 

gnotobióticas. Ocho cepas (p19, p24, p34, p48, p52, p61, L5, L7) fueron capaces de 

mejorar significativamente el peso seco de las plantas de alfalfa. Estas fueron capaces 

de solubilizar fosfato y/o producir sideróforos, por lo que una mejor absorción del P y/o 

del Fe3+ podría conducir a una mayor producción primaria y consecuentemente a un 

mayor peso de la parte aérea, tal y como sugieren Daur y colaboradores (2018). Cabe 

destacar que dos de las ocho cepas que supusieron un incremento del valor de todos 

los parámetros vegetales evaluados, se encontraban adscritas al género Luteibacter 

(L5, L7). Aunque este género se encuentra en la actualidad poco estudiado, el efecto 

positivo de la inoculación de una cepa de la especie L. rhizovicinus sobre plantas de 

cebada ha sido ya documentado (Guglielmetti et al., 2013). A pesar de que en este y 

aquel estudio se trabajó con hospedadores vegetales diferentes, los resultados de la 

inoculación de las cepas L5 y L7 se encuentran en línea con los descritos por aquellos 

autores, observándose en ambos casos un incremento del peso de la parte aérea en 

comparación con plantas no inoculadas. 

Si bien el efecto positivo de bacterias con habilidad de mejorar la disponibilidad 

de elementos como P, N, Fe, K, etc. sobre el fitness general de las plantas ha sido 

demostrado para numerosos cultivos incluida la alfalfa (Carrillo-Castañeda et al., 2002; 

Turan et al., 2014), debe recalcarse que las cepas p2, p14 y p54 productoras de 

sideróforos y solubilizadoras de fosfato no fueron capaces de promover el crecimiento 

de M. sativa en términos de peso (fresco o seco) de la parte aérea y altura del tallo, en 

las condiciones ensayadas. Por el contrario, cuando las plantas fueron inoculadas con 

la cepa p52 (carente de las mencionadas propiedades in vitro, aunque capaz de 

sintetizar IAA y/o sus equivalentes) pudo apreciarse un incremento considerable de los 

tres parámetros medidos. En la misma línea de argumentación debe destacarse que la 

cepa p14 – cuyo efecto fue aparentemente neutro sobre los parámetros fisiológicos 

medidos – resultó productora de compuestos indólicos, al igual que otras cuya 

inoculación supuso una mejora de las propiedades de M. sativa analizadas. En 

definitiva, todo ello en conjunto sugiere que además, otros mecanismos no considerados 

en este trabajo podrían verse implicados en la estimulación del crecimiento vegetal. 

Otros autores han achacado dicho efecto positivo a la síntesis de ciertos reguladores 

del crecimiento como citoquininas o giberelinas en el caso de PGPB adscritas al género 

Pseudomonas (Kang et al., 2014; Pandya y Desai, 2014). Por ejemplo, la síntesis de 

giberelinas podría explicar el incremento de la altura del tallo apreciado para 12 de los 

tratamientos aplicados. Sin embargo, con el diseño experimental seguido no es posible 

contrastar dicha hipótesis, proponiéndose para un futuro la evaluación de la capacidad 

de síntesis de otros reguladores que pudieran explicar la mejora del crecimiento de M. 

sativa aquí observada. 

Sin embargo, cuando las cepas Pseudomonas sp. p48, Luteibacter L7 y el 

consorcio formado por ambas fueron inoculados en condiciones no gnotobióticas sobre 

bellotas de roble melojo y encina, no se observó en ningún caso una mejora significativa 

de la altura del tallo, peso fresco o seco de la parte aérea respecto a las plantas control. 

De esta manera, tuvo lugar una respuesta diferencial en el caso de la especie 

leguminosa M. sativa y las quercíneas consideradas. Habitualmente se considera que 

las PGPB son capaces de estimular el crecimiento de todas las especies con las que 

establecen interacciones, debido, por un lado, a la conservada influencia de los 
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reguladores del crecimiento vegetal sobre el crecimiento de las plantas. Sin embargo, al 

igual que en otros estudios (Long et al., 2008), en el presente trabajo no se observó la 

misma respuesta en las tres especies analizadas. Debe mencionarse que si bien en el 

caso de M. sativa los ensayos fueron realizados en condiciones gnotobióticas, el efecto 

sobre las quercíneas fue estudiado tras la desinfección de las bellotas y en condiciones 

menos controladas. Cuando prevalece la esterilidad, no existe competencia entre las 

bacterias inoculadas y otros microorganismos, por lo que estas pueden establecerse 

más fácilmente. Sin embargo, en un suelo natural no estéril, las bacterias inoculadas 

deben enfrentarse a uno de los ecosistemas terrestres microbiológicamente más diverso 

(Gómez-Lama Cabanás et al., 2018b). Aunque las bellotas de Quercus spp. fueron 

desinfectadas de forma previa a la inoculación, posiblemente la carga microbiana inicial 

de las mismas no fue reducida completamente, pudiendo residir aún sobre las mismas 

otros microorganismos. Asimismo, durante el crecimiento de las plantas estas fueron 

mantenidas en condiciones no estériles, por lo que no sería de extrañar que las bacterias 

inoculadas tuvieran que competir con otros microorganismos por los nutrientes y el nicho 

ecológico. De esta manera se reduciría su efecto beneficioso sobre las quercíneas, a 

diferencia de lo esperado en el caso de los ensayos en condiciones gnotobióticas. Por 

otro lado, dado que el éxito de la colonización de las raíces por las PGPB se encuentra 

vinculado a un incremento del crecimiento y del fitness de muchos hospedadores 

vegetales (Benizri et al., 2001), podría pensarse que las cepas p48 y L7 son capaces de 

colonizar más eficientemente las raíces de alfalfa que las de las quercíneas. Sin 

embargo, dicho fenómeno sería digno de estudio ya que en el último caso se incluye el 

hospedador natural de ambas cepas, Q. pyrenaica. Otros autores apuntan a que el 

diferente comportamiento de las bacterias inoculadas sobre los hospedadores naturales 

y sobre plantas no hospedadoras puede verse condicionado por las diferentes 

condiciones ambientales bajo las que dichas plantas se desarrollan. Así, la co-evolución 

bacteria-planta dependiente de hábitat podría determinar las comunidades bacterianas 

que mejor se adaptan a un nicho concreto, y por ende que mejor desempeñan su función 

(Long et al., 2008). 

Los taninos son el cuarto constituyente más abundante de la biomasa vegetal, 

tan solo por detrás de la celulosa, hemicelulosa y la lignina. Dichos compuestos 

polifenólicos contienen una elevada cantidad de grupos hidroxilo en su estructura, 

tendiendo a formar complejos estables con proteínas y aminoácidos, y resultando por 

tanto difícilmente degradables (Chowdhury et al., 2004). Algunos taninos son 

ciertamente recalcitrantes a la degradación o tienen incluso efecto antimicrobiano, si 

bien otros inhiben enzimas degradadores y por tanto inducen un retraso en los procesos 

de descomposición de la materia orgánica (Bhat et al., 1998). Sin embargo, su 

degradación no es del todo imposible, pudiendo ser hidrolizados por enzimas como 

tanasas de origen microbiano. Aunque la degradación de taninos por parte de cepas 

adscritas al género Pseudomonas es conocida desde hace tiempo (Basaraba, 1966; 

Deschamps, 1989; Chowdhury et al., 2004), ninguna de las 44 cepas rizosféricas fue 

capaz de utilizar ácido tánico como fuente única de C. Esta aparente falta de actividad 

degradativa resultó inesperada, dado el versátil metabolismo que caracteriza al género 

Pseudomonas, y dada su conocida capacidad para degradar compuestos fenólicos 

(Hasan y Jabeen, 2015). Por el contrario, todas las cepas pertenecientes a este género 

crecieron con normalidad en medio LB suplementado con ácido tánico, si bien la 

concentración máxima tolerada dependió de la cepa considerada. Debe tenerse en 
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cuenta además que los taninos son frecuentes en la raíz, corteza y hojas de algunas 

leñosas como las quercíneas (Bhat et al., 1998; Kwaśna, 2004), de donde las cepas en 

estudio fueron aisladas. Por lo tanto, la ausencia de toxicidad del ácido tánico e 

incapacidad para utilizarlo como fuente de C sugiere que estas podrían haber 

desarrollado sistemas para tolerarlo y que quizá podrían utilizar los productos de 

degradación del mismo generados por otros organismos capaces de descomponerlo. 

Incluso no puede descartarse que dichas cepas tengan la capacidad de actuar sobre las 

ramificaciones o incluso sobre otro tipo de taninos. Existen varios mecanismos 

asociados a la detoxificación de este tipo de compuestos, entre los que destaca la 

oxidación de los mismos mediada por polifenol oxidasas, la cual se encuentra asociada 

a la formación de un producto de color pardo-negro oscuro (Chowdhury et al., 2004). 

Cabe destacar que en torno a las colonias de aquellas cepas capaces de crecer en 

medio LB suplementado con 2 ó 5 mg/mL fue posible observar un oscurecimiento del 

medio de cultivo (ver Figura VI.5), lo cual podría verse explicado por tanto por la 

oxidación del ácido tánico vinculada a la detoxificación del mismo. Así pues, las cepas 

tolerantes a 2 ó 5 mg/mL de ácido tánico podrían ser a priori aplicadas en un nicho 

ecológico como el dominado por individuos del género Quercus, dada su aparente 

adaptación metabólica que les permite tolerar tales concentraciones de un compuesto 

con propiedades antimicrobianas y rico en el mencionado hábitat. Por otro lado, ante la 

variabilidad intragenérica observada en cuanto al rango de concentraciones del tanino 

toleradas, se recomienda la realización de estudios como el llevado a cabo aquí para 

facilitar la supervivencia de los inoculantes bacterianos y mejorar por tanto la eficiencia 

de las bioformulaciones. 

Las 17 cepas del género Luteibacter resultaron tolerantes a ácido tánico en 

medio YEM. Debido a la incapacidad de las mismas para crecer en medio mínimo (ni 

tan siquiera en presencia de glucosa), fue imposible determinar si estas tienen la 

habilidad de utilizar el tanino como única fuente de C. Debe remarcarse que otras cepas 

de la especie L. rhizovicinus aisladas de suelo bajo la influencia de las raíces de sauce 

(Salix caprea) son capaces de degradar derivados fenólicos (Leigh et al., 2006), por lo 

que no resultaría del todo sorprendente que las 17 cepas analizadas en este trabajo 

fueran capaces de descomponer compuestos fenólicos. Sin embargo, tampoco es 

descartable que estas cepas sean incapaces de degradar el ácido tánico dado que 

fueron aisladas del interior de las raíces de Q. pyrenaica, donde no es esperable que se 

encuentren expuestas a ácido tánico. 

Algunas bacterias tienen la habilidad de sintetizar compuestos con actividad 

antimicrobiana. Un ejemplo son los enzimas extracelulares que actúan sobre diferentes 

componentes de la pared celular de hongos y oomicetos. Algunos de los enzimas más 

estudiados son proteasas, celulasas de diferente índole y quitinasas, habiéndose 

documentado ya el papel de ciertas proteasas expresadas por bacterias del género 

Pseudomonas en la inhibición del crecimiento de diversos hongos (Illakkiam et al., 

2013). A pesar de ello, del total de las 18 cepas de este género que sintetizaron 

proteasas en el medio de cultivo SMA, tan solo Pseudomonas sp. p53 fue capaz de 

inhibir el crecimiento de los hongos estudiados. Por el contrario, la cepa p2 

(posiblemente perteneciente a la misma especie) no demostró actividad proteolítica en 

el medio SMA pero fue capaz de antagonizar también el crecimiento de todos los hongos 

en estudio. Inversamente, para otras bacterias productoras de enzimas proteolíticos 
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(cepas L7 y L10 del género Luteibacter) no fue posible observar inhibición del 

crecimiento de ninguno de los hongos ni del oomiceto en estudio, no siendo posible por 

tanto confirmar el papel de las proteasas en el antagonismo de B. mediterranea, D. 

corticola y A. mellea. Dichos resultados además demuestran la variabilidad metabólica 

de las cepas analizadas incluso a nivel infraespecífico. 

La pared celular fúngica se encuentra compuesta por varias capas o láminas, 

compartiendo muchas especies la composición de la más interna, característica por su 

contenido en diferentes tipos de glucanos y quitina (Gow et al., 2017). Atendiendo a la 

producción de quitinasas – evaluada mediante ensayos fluorimétricos (Capítulo V) – 

destaca la falta de vinculación entre la expresión de dichos enzimas y el antagonismo 

de los hongos estudiados. Aunque 11 de las 61 cepas bacterianas fueron capaces de 

producir quitinasas (Tablas V.2 y V.3), ninguna de ellas inhibió en los cultivos duales el 

crecimiento de ni tan siquiera uno de los hongos estudiados. Cabe destacar que en 

aquel caso la actividad de los enzimas fue estudiada en las condiciones óptimas de 

actuación de los mismos, siendo relativamente bajos los títulos de actividad de la 

quitinasa para la mayoría de las cepas quitinolíticas. A su vez, debe tenerse en cuenta 

que el medio de cultivo y las condiciones empleadas para el estudio de los perfiles 

enzimáticos (ME, cultivo líquido) no fueron exactamente las mismas que las 

contempladas en los ensayos de enfrentamiento microbiano (PDA, MEA, cultivo 

estático). Teniendo en cuenta que la actividad enzimática en ocasiones puede ser 

diferente en función de la fuente de C, N, así como del pH y la temperatura definida para 

el crecimiento bacteriano (Sepahy y Jabalameli, 2011), no sería de extrañar que las 

quitinasas detectadas mediante los ensayos fluorimétricos no fueran expresadas 

durante los ensayos de enfrentamiento microbiano.  

No obstante lo anterior, el presente trabajo no es el primero que informa sobre la 

ausencia de correlación entre la producción de enzimas extracelulares y el antagonismo 

fúngico o de oomicetos en cultivos duales. Sindhu y Dadarwal (2001) observaron un 

fenómeno similar al aquí descrito al enfrentar varias cepas celulolíticas y quitinolíticas 

del género Pseudomonas a Rhizoctonia solani y Pythium aphanidermatum. Así pues, 

teniendo en cuenta la ausencia de correlación teórica entre la producción de enzimas 

extracelulares y la inhibición fúngica apreciada en cultivos duales, se podría especular 

sobre la existencia de uno o varios mecanismos alternativos de inhibición fúngica no 

considerados en este trabajo. Si bien hasta donde nuestro conocimiento alcanza 

prácticamente no existen trabajos que contemplen el potencial antagónico del género 

Luteibacter, el caso de Pseudomonas es totalmente opuesto. La cantidad de metabolitos 

antimicrobianos producidos por este último género es considerable, destacando por su 

papel en el biocontrol de diferentes patógenos las fenacinas (Mavrodi et al., 2013), 

floroglucinoles (Keel et al., 1992), pioluterina (Nowak-Thompson et al., 1999), 

pirrolnitrina (Dikin et al., 2007), ácido cianhídrico, (Laville et al., 1998) lipopéptidos 

cíclicos (Raaijmakers et al., 2006), viscosinamida (Nielsen et al., 1999), bacteriocinas 

(Loper et al., 2012), o toxinas que contribuyen a la protección entomopatogénica de los 

hospedadores vegetales (Olcott et al., 2010), entre otros compuestos. Además, el 

antagonismo de organismos patógenos puede ser consecuencia de mecanismos 

directos (como la síntesis de compuestos antimicrobianos) o indirectos (e.g., síntesis de 

sideróforos mediante los cuales compiten por el Fe3+ con los patógenos) que no tienen 

por qué ser mutuamente excluyentes. Por consiguiente, el efecto antagónico puede ser 
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una consecuencia de la combinación de varios tipos de mecanismos. Así, aunque no 

fue posible esclarecer la estrategia específica mediante la cual las cepas Pseudomonas 

sp. p2 y p53 inhibieron el crecimiento de los hongos estudiados, no sería de extrañar 

que la actividad antagónica fuera debida a la síntesis de sustancias antimicrobianas o 

compuestos bioactivos similares a los mencionados, o incluso a una combinación de 

mecanismos no contemplados aquí.  

Por otro lado, debe remarcarse que ninguna de las cepas bacterianas analizadas 

mostró actividad antagónica frente a P. cinnamomi. La pared celular de este oomiceto 

se encuentra compuesta mayoritariamente por celulosa (detectándose por lo tanto 

enlaces de tipo β-(1→ 4) entre unidades de D-Glucosa), así como por un glucano amorfo 

característico por sus enlaces de tipo β-(1→ 3) y β-(1→ 6) (Bartnicki-Garcia, 1966; 

Zevenhuizenf y Bartnicki-Garcia, 1969). A su vez, proteínas y lípidos componen también 

la pared celular de las hifas de dicho oomiceto, siendo el contenido en glucosamina 

prácticamente despreciable (Bartnicki-Garcia, 1966). Destaca por lo tanto que ninguna 

de las 38 cepas productoras de endoglucanasas fuera capaz inhibir el crecimiento de P. 

cinnamomi, dada la actividad hidrolítica de dichos enzimas sobre los enlaces β-D-(1→ 4) 

glicosídicos típicos de la celulosa y de otros β-D-glucanos que contienen enlaces β-

(1→ 3) (Scheer et al., 2011). Resulta aún más llamativa la ausencia de antagonismo por 

parte de las cepas p9, p20, p34, p49 y p54 del género Pseudomonas así como de las 

17 correspondientes a la colección de Luteibacter dada su capacidad para producir los 

tres enzimas implicados en la degradación de celulosa (exocelulasa o celobiohidrolasa, 

β-glucosidasa y endoglucanasa) y aquel que actúa sobre los lípidos, esto es, lipasa. 

Además, todas las cepas mencionadas sintetizaron sideróforos, y de ellas L7 y L10 

resultaron además productoras de proteasas, pero no antagonistas. Teniendo en cuenta 

todo lo anterior, podría especularse sobre la ausencia de expresión o baja actividad de 

los enzimas extracelulares en el cultivo dual, o más probablemente sobre la necesidad 

de otras estrategias bacterianas para el biocontrol de dicho microorganismo 

fitopatógeno. Otros autores han demostrado previamente que bacterias con un fenotipo 

similar a L7 y L10 son capaces de inhibir in vitro el desarrollo de P. cinnamomi (Gómez 

Lama-Cabanás et al., 2018b), sugiriendo que aquellas bacterias actúan sobre el 

mencionado oomiceto mediante otro tipo de mecanismo aquí no contemplado. Syed-

Ab-Rahman y colaboradores (2018) demostraron que bacterias antagonistas de P. 

cinnamomi eran capaces de producir dicetopiperazinas, metabolitos secundarios con 

actividad antimicrobiana frente a diferentes patógenos incluidos oomicetos del género 

Phytophthora (Puopolo et al., 2014), lo cual apoyaría la hipótesis planteada. 

A tenor de la cantidad de especies diferentes adscritas al género Pseudomonas 

que muestran efecto antagónico frente a múltiples hongos causantes de diversas 

enfermedades vegetales, el potencial de los miembros de este género como BCA es 

incuestionable. El efecto antagónico de diferentes especies sobre hongos que afectan 

negativamente a plantas herbáceas de interés agrícola ha sido demostrado 

previamente, según revisó Mercado-Blanco (2015). La presencia de bacterias 

pertenecientes a este género en ciertos suelos también ha sido relacionada con la 

supresividad natural de los mismos (Walsh et al., 2001; Weller et al., 2002; Mendes et 

al., 2011). Incluso se ha documentado el efecto antagónico de una cepa de la especie 

P. synxantha aislada de la rizosfera de melocotonero sobre el nematodo fitoparasítico 

Mesocriconema xenoplax (Kluepfel et al., 2002). Igualmente, el papel de diferentes 
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cepas del género Pseudomonas en el biocontrol de hongos que afectan a especies 

arbóreas ha sido ya contrastado, como en el caso de la verticilosis del olivo ocasionada 

por el hongo Verticillium dahliae (Gómez-Lama Cabanás et al., 2018a), o el antagonismo 

que ejerce P. pseudoalcaligenes sobre Rosellinia necatrix, hongo causante de la 

podredumbre de la raíz de plantas de aguacate (Pliego et al., 2007), entre otros 

ejemplos.  

Sin embargo, la posibilidad de emplear bacterias para el control biológico de 

hongos que afectan a quercíneas se encuentra poco estudiada. La inhibición del 

crecimiento y de la formación de rizomorfos de A. mellea observada para las cepas p2 

y p53 no resultó completamente novedosa dado que en otros trabajos se ha descrito el 

efecto antagónico de ciertas cepas (algunas pertenecientes a la especie P. fluorescens) 

sobre el crecimiento del basidiomiceto A. ostoyae (Dumas, 1992). Dichos autores 

demostraron además el impacto negativo de las mismas sobre la formación de 

rizomorfos de A. gallica. En el caso concreto de la especie A. mellea, previamente ya ha 

sido documentado el efecto inhibitorio de las especies P. aeruginosa y P. mendocina 

sobre dicho basidiomiceto (Baumgartner y Warncok, 2006). Otros autores han descrito 

el antagonismo bacteriano sobre este hongo en condiciones in vitro e incluso ha sido 

documentada la protección bacteriana de plantas leñosas frente al mencionado 

patógeno vegetal. Concretamente, una cepa de la especie P. fluorescens resultó capaz 

de disminuir el número de plántulas de pino insigne (Pinus radiata) que manifestaban 

síntomas de enfermedad cuando eran co-inoculadas con ambos microorganismos 

(Mesanza et al., 2016). Así, aquellas evidencias y los resultados obtenidos en este 

trabajo sugieren que diferentes especies pertenecientes al género Pseudomonas tienen 

potencial para controlar a A. mellea. Sin embargo, el potencial de las cepas p2 y p53 

observado in vitro debería ser evaluado in planta para confirmar el efecto protector de 

las mismas sobre los hospedadores vegetales. 

Por el contrario, es la primera vez que se describe la inhibición bacteriana del 

crecimiento micelial de B. mediterranea y D. corticola. Previamente se ha contemplado 

la utilización de BCAs fúngicos frente a D. corticola, obteniéndose resultados positivos 

en cuanto a la inhibición del mismo por parte de diversos hongos aislados de robles en 

decaimiento (Campanile et al., 2007). Si bien estos autores documentaron un efecto 

protector frente a D. corticola incluso en plantones de las especies forestales Quercus 

cerris y Q. pubescens cuando estos eran tratados con un hongo, en la actualidad se 

desconoce el efecto de BCAs bacterianos sobre el mencionado hongo fitopatógeno, 

incluso en condiciones in vitro. Más grave resulta la ausencia de trabajos relativos al 

control biológico del hongo B. mediterranea, no habiéndose registrado hasta el momento 

de escritura de esta Tesis ningún tipo de aproximación microbiológica con la que 

controlar el hongo causante del chancro carbonoso en quercíneas. Así pues, la 

inhibición de dicho hongo registrada para las cepas p2 y p53 constituye una primicia, 

siendo el potencial de las mismas merecedor de futuros estudios, dada la escasez de 

alternativas sostenibles para el control de B. mediterranea. No obstante, deben llevarse 

a cabo estudios in planta que confirmen la inhibición fúngica in vitro aquí documentada. 

La búsqueda global de posibles BCAs frente a P. cinnamomi ha sido algo más 

intensa que la descrita para los tres hongos anteriores, probablemente debido al rango 

más amplio de hospedadores a los que afecta y a su gran virulencia especialmente 
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sobre especies forestales (Robin et al., 2012). En el caso particular del género 

Pseudomonas se ha descrito que algunas especies como P. putida, P. fluorescens, P. 

chlororaphis (Broadbent et al., 1971; Cazorla et al., 2006), P. indica, e incluso otras 

especies no conocidas son capaces de inhibir el crecimiento de dicho oomiceto (Gómez-

Lama Cabanás et al., 2018a; Ramírez-Gil et al., 2014). Sin embargo, a diferencia de lo 

observado para los hongos, ninguna de las 61 cepas estudiadas fue capaz de inhibir el 

crecimiento de P. cinnamomi, ni tan siquiera las cepas p2 y p53. Por tanto, ambas cepas 

bacterianas podrían considerarse de gran interés como posibles BCAs de medio 

espectro, dado su potencial para inhibir el crecimiento de tres especies fúngicas que 

afectan a plantas de relevancia forestal. 

Por otro lado, debe puntualizarse que el bajo porcentaje registrado de cepas 

(3.3%) con capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos aquí estudiados no debería 

considerarse completamente sorprendente. Las 61 cepas bacterianas fueron aisladas a 

partir de la raíz de individuos de Q. pyrenaica adultos de gran porte, o jóvenes 

provenientes en su origen de un vivero (zonas HAF y NPF, respectivamente). Ninguno 

de los árboles muestreados exhibía síntoma alguno de las enfermedades ocasionadas 

por B. mediterranea, D. corticola, A. mellea o P. cinnamomi, ni signos de haber sido 

afectados por dichos patógenos en el pasado. Tampoco se apreciaron signos de 

enfermedad en la vegetación acompañante ni en otros árboles próximos a los 

muestreados presentes en las áreas en estudio. Ello sugiere, por tanto, que las zonas 

HAF y NPF no han sido recientemente expuestas (o no en gran medida) a los patógenos 

estudiados, y que por tanto la probabilidad de encontrar bacterias capaces de inhibir el 

desarrollo de los mismos es reducida. 

Desgranando dicha proporción de cepas con comportamiento antagónico, 

resulta llamativo el caso de la colección correspondiente al género Luteibacter, ya que 

no se detectó ninguna cepa capaz de limitar el crecimiento de ninguno de los 

microorganismos fitopatógenos estudiados. La literatura científica existente sobre el 

potencial antagónico o sobre los compuestos antimicrobianos producidos por bacterias 

de este género es prácticamente nula. Tan solo de Boer y colaboradores (2007) 

demostraron que una cepa adscrita a la especie L. rhizovicinus es incapaz de inhibir el 

crecimiento de ciertos hongos fitopatógenos en cultivos duales. Sin embargo, llama la 

atención que cuando esta se combinó con bacterias de otros géneros y se enfrentaron 

todas ellas a los hongos, el efecto antagónico entonces apreciado fue considerable. El 

presunto efecto sinérgico documentado por dichos autores pone de manifiesto que el 

potencial papel antagónico de algunas bacterias aparentemente no inhibitorias es 

habitualmente ignorado cuando estas son enfrentadas individualmente a organismos 

fitopatógenos. Así, el desarrollo de bioformulaciones basadas en consorcios bacterianos 

es una de las tendencias seguidas actualmente en este contexto. 

Para ello, es esencial descartar previamente cualquier tipo de interacción 

negativa entre las bacterias que forman parte del consorcio. En este caso pudieron 

observarse varios fenómenos de inhibición entre las cepas seleccionadas, si bien los 

resultados obtenidos dependieron del medio de cultivo en consideración (Tabla VI.3). 

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las capacidades metabólicas bacterianas 

pueden depender fuertemente del medio de cultivo empleado para su crecimiento, 

debido probablemente a los diferentes factores nutricionales que componen los mismos. 
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Gómez Lama-Cabanás y colaboradores (2018b) informaron previamente que este 

efecto no solo se da en el caso de enfrentar bacterias y hongos u oomicetos, sino 

también cuando se llevan a cabo co-cultivos bacterianos. De las cepas estudiadas, tan 

solo se detectaron incompatibilidades en el caso de Pseudomonas sp.  p19 y p43 en los 

medios LB y YEM, respectivamente. Debe mencionarse que ambas fueron capaces de 

inhibir débil o intensamente el crecimiento de varias de las cepas testadas, lo cual 

inicialmente haría no deseable la inclusión en futuras bioformulaciones de p19 o p43 en 

combinación con dichas cepas. Por el contrario, el desarrollo de un consorcio basado 

en las cepas más prometedoras según los resultados obtenidos de la caracterización 

fenotípica (e.g., p3, p14, p48 y p61) podría resultar viable, ya que in vitro no se 

detectaron incompatibilidades entre las mismas. En caso de confirmarse in planta el 

potencial de la cepa p2 como BCA, la combinación de la misma con p3, p14 o p48 podría 

ser igualmente factible dada la ausencia de interacciones negativas entre ellas. De esta 

manera se podría lograr un consorcio formado por cepas con distintos papeles 

funcionales y mediante el cual se pudiera complementar los diferentes requerimientos 

vegetales (nutricionales y de protección frente a hongos fitopatógenos). 

 La caracterización fenotípica realizada fue parte de un análisis preliminar que 

pretende sentar las bases para el futuro desarrollo de bioformulaciones basadas en 

PGPB y/o BCAs. Los resultados obtenidos revelaron que muchas de las cepas 

analizadas – tanto aquellas aisladas de rizosfera como de la endosfera de la raíz de Q. 

pyrenaica – tienen potencial para mejorar el desarrollo vegetal, aunque las cepas del 

género Luteibacter no pudieron ser completamente caracterizadas. En ese caso, los 

estudios realizados abren una nueva vía de investigación la cual debería comprender la 

puesta a punto de métodos específicos que permitan caracterizar más profundamente 

las 17 cepas de la mencionada colección bacteriana. Como screening preliminar que 

este trabajo representa, los resultados aportados dejaron ver el papel prometedor sobre 

el crecimiento vegetal de 12 de las cepas inoculadas sobre plantas de alfalfa, si bien el 

efecto de dos ellas y del consorcio bacteriano formado por las mismas no fue reiterado 

en quercíneas. Así pues, los resultados aquí obtenidos dan pie a la realización de 

numerosos ensayos en un futuro que permitan ahondar en las interacciones que tienen 

lugar entre las cepas asociadas a la raíz de Q. pyrenaica y dicho hospedador, así como 

en el aprovechamiento de las mismas para el desarrollo de bioinoculantes en el ámbito 

del manejo forestal integrado. 

VI.5. Perspectivas futuras 

  Aunque el diseño experimental seguido estuvo principalmente dirigido hacia la 

caracterización fenotípica de las bacterias asociadas a la raíz de roble melojo, este a su 

vez representa un abordaje preliminar para la búsqueda de PGPB y BCAs a aplicar en 

individuos de la mencionada especie leñosa. Sin embargo, como corresponde a un 

estudio inicial, ciertos aspectos necesarios para el desarrollo de bioformulaciones 

eficaces no fueron abordados y deberían ser considerados en un futuro. 

 Tal y como se ha mencionado anteriormente, las cepas adscritas al género 

Luteibacter no fueron capaces de crecer en ningún medio de cultivo carente de extracto 

de levadura, lo que dificultó en gran medida la caracterización de esta colección 

bacteriana. Si bien en ese trabajo algunas alternativas a los sistemas frecuentemente 
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empleados para la caracterización de PGPB fueron implementadas, sería necesario 

seguir desarrollando estrategias con las que poder caracterizar al completo dicha 

colección. En este mismo contexto, otros mecanismos como la producción de 

metabolitos secundarios (antibióticos de diverso tipo, producción de compuestos 

volátiles, etc.) deberían ser evaluados para lograr una caracterización más profunda 

tanto de las 17 cepas del género Luteibacter como las 44 rizosféricas, descifrando así 

el auténtico potencial de las mismas.  

 La colonización exitosa de las raíces es un prerrequisito para que las PGPB y 

los BCAs puedan promover el crecimiento y mejorar la salud de su hospedador vegetal. 

En determinados casos es necesario que la raíz sea colonizada para que tenga lugar la 

expresión de ciertos fenotipos relacionados con el biocontrol, por ejemplo la síntesis de 

antibióticos y la competición por nutrientes o por el nicho ecológico (Chin-A-Woeng et 

al., 2000). Así pues, al objeto de mejorar la eficiencia de posibles bioinoculantes, sería 

recomendable estudiar la capacidad de colonización de las raíces de las cepas 

seleccionadas, por ejemplo, mediante inoculación de las mismas previamente 

transformadas con el gen que codifique alguna proteína fluorescente (véase la proteína 

verde fluorescente GFP, Green Fluorescent Protein), y posterior evaluación de la 

colonización del sistema radicular mediante microscopía de fluorescencia. 

 La búsqueda de posibles BCAs es una tarea que aunque resulta muy atractiva y 

prometedora, requiere del desarrollo de un abordaje que integre múltiples aspectos. La 

caracterización de las bacterias asociadas a la raíz de roble melojo reveló el potencial 

de algunas de ellas para actuar como BCAs, sin embargo, ante esta posibilidad deberían 

tenerse en consideración ciertos aspectos no contemplados aquí. Los ensayos de 

antagonismo fúngico y del oomiceto P. cinnamomi tan solo fueron realizados en un único 

medio de cultivo (PDA o MEA), y tal y como se ha mencionado la síntesis bacteriana de 

metabolitos secundarios es altamente dependiente del medio y las condiciones de 

cultivo (Blom et al., 2011). Tal es así que otros autores observaron que el fenotipo 

antagónico de bacterias filogenéticamente divergentes (entre las que se incluían varias 

cepas del género Pseudomonas) variaba en función del medio de cultivo considerado 

(Gómez Lama-Cabanás et al., 2018a, 2018b). Destaca que entre las cepas analizadas 

por los mencionados autores se incluían varias del género Pseudomonas, siendo P. 

cinnamomi uno de los microorganismos fitopatógenos frente a los cuales se detectó un 

diferente comportamiento en términos de antagonismo en función del medio de cultivo. 

Así pues, el potencial antagónico de las cepas asociadas a la raíz de roble melojo no 

puede aún descartarse taxativamente. En aras de una búsqueda intensa de posibles 

BCAs basados en las dos colecciones bacterianas estudiadas, se deberían realizar 

ensayos de enfrentamiento en medios de cultivo adicionales con los que obtener una 

visión más completa del potencial de las cepas en estudio. Empleando el medio habitual 

de crecimiento de las bacterias (LB, YEM) sería posible conocer de forma más completa 

y certera la capacidad antagónica de las 61 cepas, e identificar quizá eventos de 

inhibición no observados en los medios PDA y MEA. 

 Tal y como se ha revisado, algunas bacterias aparentemente no antagónicas son 

capaces de inhibir el crecimiento fúngico cuando estas son aplicadas junto con otras 

cepas bacterianas (de Boer et al., 2007). Podría por tanto resultar de interés la 

realización de ensayos de enfrentamiento in vitro de las cepas bacterianas en 
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combinación, y los hongos o el oomiceto en estudio. Así, cepas que han podido ser 

ignoradas en base a los resultados obtenidos en los cultivos duales, pero que pudieran 

tener un efecto negativo sobre los microorganismos fitopatógenos considerados podrían 

ser incluidas como candidatas a BCAs. En cualquiera de las modalidades consideradas 

(cepas individualizadas o consorcios bacterianos), en última instancia se debería 

contemplar la realización de ensayos in planta. Los test in vitro únicamente demuestran 

las interacciones que tienen lugar en condiciones artificiales entre los microorganismos 

que son co-cultivados, siendo estas muy distantes respecto a las que se dan en campo 

en la mayoría de ocasiones. Además, algunos de los posibles mecanismos bacterianos 

que pueden regir la inhibición del crecimiento de microorganismos fitopatógenos son 

difíciles de analizar si no es mediante la realización de ensayos in planta, por ejemplo, 

la resistencia sistémica inducida o la competición por nutrientes o por el nicho ecológico. 

Por otro lado, es frecuente encontrar en la literatura ejemplos en los que no es posible 

apreciar un efecto protector frente a un patógeno cuando este y los posibles BCAs son 

co-inoculados en el hospedador vegetal, incluidas especies leñosas (Martin et al., 2015). 

Dado que factores bióticos y abióticos relativos al nicho ecológico específico en el que 

el bioinoculante va a ser aplicado pueden afectar a la actuación del mismo, la eficiencia 

real los posibles BCAs debería ser demostrada estudiando la interacción tripartita 

microorganismo fitopatógeno-hospedador vegetal-BCA(s), fijando condiciones 

experimentales que fueran similares en la mayor medida de lo posible, al escenario 

natural. Sin embargo, debe remarcarse que previamente es necesario estudiar con 

detalle el patosistema en estudio. 

 En una línea similar de argumentación debe puntualizarse que los ensayos de 

inoculación bacteriana realizados sobre plantas de M. sativa en condiciones 

gnotobióticas fueron realizados tan solo en una ocasión, por lo que deberían repetirse 

al menos dos veces más para poder obtener suficiente soporte estadístico. Si bien con 

el diseño experimental seguido no puede confirmarse categóricamente el efecto 

promotor del crecimiento de las plantas de alfalfa observado para 12 de las cepas 

seleccionadas, los resultados mostraron una tendencia positiva que debería ser 

corroborada. Asimismo, el impacto de un consorcio bacteriano sobre M. sativa debería 

ser igualmente analizado. Por otro lado, se sugiere estudiar el efecto de la inoculación 

de las cepas estudiadas sobre M. sativa en condiciones no gnotobióticas, así como el 

efecto sobre las tres especies vegetales estudiadas en este trabajo, en condiciones 

naturales. 

 El gran potencial de las PGPB y los BCAs especialmente en agricultura ha 

suscitado un inmenso interés a nivel global, encontrándose gran parte de los 

mecanismos asociados a los efectos beneficiosos que este tipo de bacterias ejercen 

estudiados a nivel genético. En la actualidad muchos de los genes implicados en la 

síntesis de compuestos bioactivos o enzimas extracelulares, por ejemplo, se hallan bien 

caracterizados. Por otro lado, también son conocidos algunos de los genes relacionados 

con la patogenicidad y virulencia sobre mamíferos de cepas del género Pseudomonas 

(Gómez-Lama Cabanás et al., 2018a). Teniendo en cuenta ambos aspectos, la 

secuenciación del genoma de las cepas candidatas que fueran seleccionadas podría 

proporcionar gran cantidad de información sobre el potencial como PGPB o BCA de las 

mismas, siendo posible además descartar dichas cepas en caso de detectar en el 

genoma genes relacionados con la patogenicidad de las mismas. 
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La imagen muestra el tronco y un rebrote en un individuo de Quercus pyrenaica. 

Fuente: Ana V. Lasa.  
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Los bosques son ecosistemas para los cuales se ha predicho e incluso 

constatado una notable sensibilidad al cambio global, encontrándose aquellos de la 

zona mediterránea especialmente en riesgo por el incremento de las temperaturas, la 

variación en el régimen de precipitaciones y el aumento en la frecuencia e intensidad de 

los incendios forestales. En líneas generales, es esperable que en dicha zona tenga 

lugar una consecuente falta de regeneración de los bosques, y asociada una 

disminución de la biodiversidad (Vericat y Piqué, 2012). Algunos autores apuntan que la 

pérdida de biodiversidad compromete la estabilidad de los ecosistemas ya que cuanto 

más diversos sean estos, más probable es encontrar especies capaces de adaptarse a 

condiciones cambiantes, y por tanto conservar la funcionalidad del ecosistema (Loreau 

et al., 2002). Así pues, en el marco de la gestión adaptativa de los ecosistemas 

forestales, resulta prioritario llevar a cabo actuaciones con las que conservar la 

biodiversidad de los bosques mediterráneos. En este contexto, existe unanimidad en la 

comunidad científica sobre la necesidad de considerar los ecosistemas forestales de 

forma holística, lo cual desemboca en la integración de múltiples disciplinas para lograr 

el adecuado manejo de los bosques (Gómez-Aparicio et al., 2004; Lladó et al., 2017; 

Maghnia et al., 2019). Uno de los componentes de los ecosistemas terrestres (incluidos 

los forestales) que desempeña funciones esenciales en el mantenimiento de la 

multifuncionalidad de los mismos, es la microbiota. Tal y como se ha revisado 

anteriormente (Apartado 2.2.2.), las bacterias del suelo contribuyen en numerosos 

procesos ecológicos que en última instancia suponen un flujo de materia y energía entre 

los organismos del suelo, tanto en la superficie como bajo tierra. Así pues, en 

ecosistemas como los forestales, es importante considerar los holobiontes en su 

conjunto, en lugar de considerar los árboles y otras plantas como entidades individuales. 

En el Espacio Natural de Sierra Nevada varias actuaciones de gestión forestal 

han sido implementadas, entre las que se encuentra la lucha contra los incendios 

forestales, y en especial la prevención de los mismos. En este escenario, el desarrollo 

de las denominadas áreas pasto-cortafuegos (Ruiz Mirazo, 2011) constituye un buen 

ejemplo de la concepción holística de la gestión del monte mediterráneo. En el presente 

trabajo se ha pretendido contribuir al desarrollo de una estrategia integrada de 

silvicultura preventiva, en aras de aprovechar en un futuro las interacciones que tienen 

lugar entre los rizobios y la flora forrajera naturalmente presente en el Espacio Natural 

de Sierra Nevada. Así pues, en primera instancia se llevó a cabo un estudio preliminar 

con el que se pretendió sentar las bases para la mejora de leguminosas forrajeras que 

podrían emplearse en las áreas pasto-cortafuegos. Por lo tanto, primeramente se 

aislaron y caracterizaron a varios niveles los endosimbiontes de ciertas leguminosas 

adscritas a los géneros Vicia, Lathyrus y Trifolium, que forman parte de la flora forrajera 

típica en Sierra Nevada. Tal y como se recoge en el Capítulo I, este estudio demostró la 

gran diversidad de las cepas aisladas pese a compartir el mismo origen geográfico. 

Dicha diversidad fue manifiesta tanto a nivel genotípico, como génico, a tenor del 

elevado número de tipos diferentes de los genes housekeeping estudiados, e incluso 

del gen rrs. Aunque todas se encontraban estrechamente relacionadas con el grupo 

filogenético de Rhizobium leguminosarum, ninguna pudo ser clasificada a nivel de 

especie, pudiendo pertenecer algunas de ellas a nuevas especies de este género. Así 

pues, los resultados de este estudio corroboran, por un lado, la riqueza de especies del 

género Rhizobium previamente descrita y apoyada por multitud de trabajos (Euzéby, 

1997; Aoki et al., 2010). Por otro lado, los resultados aquí obtenidos suponen un nuevo 
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aporte a la taxonomía de este género, ya que podrían suponer el engrosamiento de la 

lista de especies adscritas al mismo. Además, en caso de tratarse de nuevas especies, 

quedaría demostrado que las leguminosas Vicia spp., Lathyrus spp. y Trifolium spp. no 

solo son noduladas por las especies de rizobios típicamente documentadas en la 

literatura (R. pisi, R. fabae, R. laguerreae, R. acidisoli, etc.; ver Capítulo I), sino que 

pueden suponer un importante reservorio de diversidad genotípica y taxonómica. Por 

otro lado, aunque ninguna de las cepas estudiadas fue capaz de nodular las seis 

especies vegetales estudiadas, todas ellas pertenecieron a uno de los dos simbiovares 

típicamente noduladores de las plantas forrajeras de interés para el ganado aquí 

analizadas (viciae o trifolii). Este hecho junto con la gran diversidad del gen nodC y la 

capacidad de nodulación cruzada observada para las seis cepas estudiadas sugieren 

que los rizobios considerados podrían tener la capacidad de nodular diferentes plantas 

de las tribus Fabeae o Trifolieae. Dicho atributo sería de gran interés para la industria 

de los bioinoculantes al poderse tratar de cepas noduladoras de un rango de 

hospedadores de medio espectro. Uno de los aspectos que caracterizan a los 

bioinoculantes ideales es la adaptación de las bacterias incluidas en su formulación a 

diversas condiciones ambientales, así como la interacción de las mismas con varios 

hospedadores diferentes (Kaminsky et al., 2019). Por consiguiente, las cepas 

pertenecientes a los simbiovares viciae y trifolii capaces de nodular varias especies 

leguminosas podrían ser buenas candidatas a explorar en un futuro en este ámbito. En 

el caso de confirmarse dicha tendencia, el sistema leguminosa-rizobio considerado en 

este trabajo podría resultar de gran aplicabilidad en los planes de mejora de pastos, 

destinados por ejemplo al adecuado mantenimiento de las áreas pasto-cortafuegos de 

Sierra Nevada. Ello radica en que en los Espacios Protegidos es aconsejable el empleo 

de fertilizaciones orgánicas entre las que destaca el uso de microorganismos fijadores 

de nitrógeno. Al mismo tiempo, en estos enclaves el empleo de plantas forrajeras debe 

restringirse a especies autóctonas (Ruiz Mirazo, 2011), tal y como se contempla en este 

trabajo de investigación. 

En otro orden de cosas, la pertenencia de muchos de los rizobios considerados 

a diferentes linajes filogenéticos según el gen housekeeping analizado, puso de 

manifiesto que el estado taxonómico del género Rhizobium debe ser revisado en un 

futuro. La identidad taxonómica de las cepas estudiadas debería ser resuelta a nivel 

infragenérico en caso de desear aplicar en un futuro los conocimientos generados en 

este trabajo en los planes de mejora de la flora forrajera de Sierra Nevada, por ejemplo, 

para su mejor control y monitorización. Si bien en este estudio se obtuvieron resultados 

prometedores especialmente en el ámbito de la taxonomía del género Rhizobium, debe 

remarcarse que estos tan solo forman parte de un estudio preliminar con el que sentar 

las bases de este tipo de actuaciones respetuosas con el medio ambiente. Por lo tanto, 

queda abierta una vía complementaria de investigación en el ámbito de la silvicultura 

preventiva basada en el empleo de las áreas pasto-cortafuegos y la flora forrajera típica 

del Espacio Natural de Sierra Nevada.  

La gestión adaptativa de los montes mediterráneos incluye también actuaciones 

de repoblación forestal, por ejemplo, con especies arbóreas cuyos bosques sufren algún 

tipo de alteración (Aspizua et al., 2012). Un claro ejemplo de deterioro de las masas 

boscosas es el estado en el que se encuentran los melojares nevadenses, 

especialmente si se tiene en cuenta que Q. pyrenaica es una especie relicta de épocas 
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frías en Sierra Nevada. Como se ha comentado a lo largo de esta memoria de Tesis, la 

mitigación de la degradación de los bosques puede ser lograda mediante el manejo de 

la microbiota autóctona, siendo una de las principales estrategias la inoculación de las 

plantas con individuos de la microbiota rizosférica (Maghnia et al., 2019). Así, el 

desarrollo de bioinoculantes comienza por la búsqueda de los mejores candidatos. Gran 

parte de la eficiencia de este tipo de productos depende de la capacidad de 

establecimiento de sus constituyentes bacterianos en el nicho donde van a ser aplicados 

o donde estos van a residir o ejercer su función. En el caso del hábitat edáfico, es 

recomendable que las bacterias inoculadas sean capaces de adaptarse o hacer frente 

a bacteriófagos, depredadores microbianos y otros organismos y condiciones abióticas 

que pueden comprometer su supervivencia, por lo que generalmente se recomienda 

explorar la microbiota nativa, adaptada a los factores bióticos y abióticos de dicho hábitat 

(Kaminsky et al., 2019). Por ello, en aras de que los conocimientos generados en esta 

Tesis puedan ser aplicados en un futuro para la mejora del estado general de Q. 

pyrenaica, en primer lugar se procedió al estudio de las comunidades procariotas que 

de forma natural habitan la rizosfera de roble melojo. Para ello se tuvieron en cuenta 

tanto la población procariota total como la potencialmente activa, frecuentemente 

descartada en los estudios de descripción del procarioma vegetal. Tal y como se discute 

en el Capítulo II, la inmensa mayoría del core procarioma o procarioma esencial de la 

rizosfera de robles de diferente edad y que conforman distintos tipos de formaciones se 

encuentra representada por una cantidad relativamente baja de OTUs muy abundantes. 

Dichos resultados, aun habiendo sido obtenidos a nivel local, coinciden con las 

observaciones de Delgado-Baquerizo y colaboradores (2018) sobre las comunidades 

bacterianas del suelo a escala mundial. Así pues, el enclave de Sierra Nevada – y en 

concreto la rizosfera de Q. pyrenaica – podría considerarse una muestra representativa 

de la distribución global de las bacterias en el suelo, donde tan solo un número 

relativamente bajo de OTUs muy abundantes dominan el hábitat estudiado. Dichas 

coincidencias permiten plantear la cuestión sobre si Sierra Nevada – y en concreto los 

melojares – podría ser un enclave ideal para el análisis del procarioma forestal a nivel 

general, al igual que este sistema montañoso ha sido considerado como excelente 

observatorio del impacto del cambio global, a escala mundial (Aspizua et al., 2012). 

Tradicionalmente los estudios que se centran en la descripción de la diversidad 

y los perfiles taxonómicos de las comunidades bacterianas asociadas a plantas han 

profundizado fundamentalmente en las poblaciones totales, analizando exclusivamente 

la secuencia del gen rrs, esto es, a nivel de DNA (Lundberg et al., 2012; Peiffer et al., 

2013; Edwards et al., 2015; Zarraonaindia et al., 2015; Coleman-Derr et al., 2016). Debe 

resaltarse además la habitual frecuencia con la que las bacterias poco abundantes 

(aquellas que forman parte de la biosfera rara) son descartadas de la mayoría de los 

estudios, incurriendo estos en la creencia de la baja contribución de las mismas en el 

hábitat en el que residen por ser minoritarias. Sin embargo, tal y como se ha discutido 

anteriormente (Capítulo II), la biosfera rara podría desempeñar un papel importante en 

el mantenimiento de la diversidad y la resiliencia de las comunidades procariotas. En el 

presente trabajo no solo fueron estudiadas las poblaciones que residen en la rizosfera 

de roble melojo sino también aquellos individuos que además se hallaban 

potencialmente activos. De esta manera se pudo observar que algunos de los taxones 

menos abundantes como varios de los OTUs pertenecientes a los géneros 

Phenylobacterium y Pseudomonas podrían encontrarse metabólicamente activos en un 
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hábitat como la rizosfera de una quercínea. Una gran parte de las poblaciones 

bacterianas del suelo se encuentra en dormancia o con un nivel metabólico 

considerablemente reducido, siendo por tanto mínima su interacción con la planta 

hospedadora (Lennon y Jones, 2011; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2013). Aunque con el 

diseño experimental aquí seguido no fue posible conocer el papel ecológico de los 

mencionados OTUs, los resultados obtenidos suponen un avance en el ámbito de la 

microbiología de los ecosistemas forestales. La asignación de dichos OTUs como 

hipotéticos miembros activos del procarioma rizosférico de roble melojo puede 

considerarse como un criterio de preselección de individuos de presunta relevancia en 

dicho hábitat y los sitúa por lo tanto en el punto de mira de futuros abordajes que 

pretendan conocer el papel procariótico en los ecosistemas forestales.  

Dos de los géneros de interés por su mencionado potencial y su posible 

capacidad para tolerar compuestos con actividad antimicrobiana comúnmente 

presentes en el entorno de las quercíneas (taninos), fueron Phenylobacterium y 

Pseudomonas. Lamentablemente no fue posible aislar bacterias pertenecientes al 

primer género mencionado, si bien se logró obtener una colección de 44 cepas del 

género Pseudomonas aisladas de la rizosfera de Q. pyrenaica, las cuales resultaron 

genotípicamente diversas. Tan solo dos de ellas podrían pertenecer a una especie 

previamente descrita (P. lactis), pudiendo representar la mayoría de las cepas 

analizadas hasta incluso cinco especies no conocidas hasta la fecha de escritura de 

esta memoria de Tesis (Capítulo IV). Estos resultados no son absolutamente 

sorprendentes ya que numerosas nuevas especies aisladas de muestras de origen 

vegetal e incluso de ecosistemas forestales han sido descritas en los últimos años (Peix 

et al., 2018). Por otro lado, la taxonomía y la filogenia de las cepas analizadas así como 

los datos obtenidos mediante pirosecuenciación y secuenciación Illumina demuestran 

que la rizosfera de roble melojo es un importante nicho ecológico de gran diversidad 

procariota aún poco explorado, tal y como se ha documentado previamente para otros 

ecosistemas forestales (Baldrian et al., 2012; Lladó et al., 2016; entre otros).  

Beckers y colaboradores (2016) demostraron que las bacterias que habitan la 

endosfera de individuos de álamo (Populus tremula x Populus alba) son capaces de 

responder a cambios fenotípicos en el hospedador, a diferencia de lo observado para 

bacterias rizosféricas. Así pues, ante la sensibilidad de este tipo de microorganismos, 

se consideró esencial el estudio de la endosfera radicular de roble melojo para la 

búsqueda de bacterias que pudieran interaccionar con dicho hospedador. Conforme se 

expone en el Capítulo IV, se logró aislar 17 cepas pertenecientes al género Luteibacter 

con un posible origen clonal de algunas de ellas. 

Tal y como se pudo intuir a partir de los resultados del Capítulo II, a lo largo de 

los Capítulos V y VI quedó demostrado que diferentes cepas e incluso especies del 

género Pseudomonas tienen un considerable potencial metabólico, al igual que las 

cepas pertenecientes a la colección de Luteibacter. 

Considerando el conjunto de cepas del género Pseudomonas podría destacarse 

el potencial funcional del mismo, dado el considerable número de enzimas, pero 

especialmente de actividades detectadas relacionadas con la estimulación del 

crecimiento vegetal. La diversidad funcional de este género quedó patente incluso a 

nivel infraespecífico, ya que varias cepas que exhibieron el mismo perfil RAPD y la 



Discusión general 

 

323 
 

misma secuencia del gen rpoD mostraron diferentes habilidades relacionadas con la 

promoción del crecimiento vegetal in vitro.  

Dicha variabilidad apreciada a nivel incluso infraespecífico no sería de extrañar 

dados los diferentes fenotipos que caracterizan a cepas de este género, cuyos genomas 

son extraordinariamente diversos (Loper et al., 2012). Por otro lado, no resultó 

sorprendente la variabilidad metabólica de las cepas aisladas de la rizosfera de roble 

melojo, la cual quedó reflejada en la incapacidad de algunas de ellas de solubilizar 

solamente uno de los dos tipos de fosfato cálcico estudiados (Capítulo VI), o en cuanto 

a las diferentes estrategias de utilización de enzimas detectadas (Capítulo V). Uno de 

los aspectos que caracteriza al género Pseudomonas es precisamente su plasticidad 

metabólica, encontrándose esta vinculada a su capacidad para colonizar multitud de 

nichos diferentes, entre ellos, la rizosfera de las plantas. Ambas propiedades son 

habitualmente buscadas para el desarrollo de bioinoculantes exitosos. El marcado 

repertorio de actividades relacionadas con la promoción del crecimiento vegetal 

mostrado por muchas de las cepas del género Pseudomonas aquí estudiadas, hace que 

estas sean firmes candidatas para su inclusión en la formulación de bioinoculantes. No 

solo por su posible contribución a la nutrición y desarrollo vegetal, sino también por su 

diversa posible contribución a los ciclos biogeoquímicos.  

En el caso de la colección de cepas correspondientes al género Luteibacter, 

pudo observarse una considerable homogeneidad en cuanto a sus capacidades 

enzimáticas y promotoras del crecimiento vegetal, probablemente debido al origen 

clonal de las mismas. Sin embargo, su habilidad para producir un gran número de 

enzimas implicados en la degradación de diferentes sustratos de origen vegetal y 

fúngico, así como la asociación mayoritaria de los enzimas a la pared celular bacteriana 

hace pensar que dichas cepas podrían ser buenas colonizadoras y competidoras en el 

nicho radicular, sugiriendo al mismo tiempo su capacidad para acceder al interior de la 

raíz de las plantas (Menéndez et al., 2015). Dicha propiedad sería de gran interés de 

cara al desarrollo de posibles bioinoculantes ya que tanto la interacción con el 

hospedador de las bacterias incluidas en las bioformulaciones como el establecimiento 

de las mismas en el nicho donde sea que ejerzan su función son dos atributos 

fundamentales para que dichos productos biológicos tengan éxito (Kaminsky et al., 

2019). Sin embargo, la hipotética capacidad colonizadora y competidora de las 17 cepas 

del género Luteibacter debería ser testada en estudios futuros para confirmar sus 

prometedoras capacidades.  

Por otro lado, el potencial promotor del crecimiento de las plantas hace que estas 

cepas sean candidatas para su uso como bioinoculantes. Debe remarcarse que debido 

posiblemente a la relativamente reciente descripción del género Luteibacter (Johansen 

et al., 2005), la información disponible en la literatura científica sobre su metabolismo y 

fisiología es aún escasa. Así pues, ello dificultó el estudio de ciertas propiedades 

metabólicas como la capacidad de emplear ACC como única fuente de N, siendo por 

tanto incompleta la descripción de las capacidades metabólicas de las cepas adscritas 

a este género. En definitiva, la caracterización metabólica y fisiológica detallada de las 

mismas es una de las nuevas vías de investigación que abre la presente Tesis Doctoral, 

considerándose de gran relevancia el ahondar en aspectos como los requerimientos 
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nutricionales de estas cepas para poder obtener beneficio en un futuro del presumible 

potencial de las mismas. 

Algunos autores defienden que la diversidad genotípica puede influir en el éxito 

a largo plazo de las comunidades microbianas para amortiguar cambios extremos en el 

ecosistema (Cordero y Polz, 2014). Además, es bien sabido que el papel que estas 

desempeñan en entornos como los bosques es esencial y determinante para la 

sostenibilidad de los mismos, por lo que los diferentes niveles de diversidad genotípica 

y metabólica observados para las cepas de los géneros Pseudomonas y Luteibacter 

podrían ser síntoma de su relevancia en el mantenimiento del equilibrio de un nicho 

como la raíz de roble melojo. Además, teniendo en cuenta las aportaciones de Cordero 

y Polz (2014), la diversidad genotípica y especialmente la funcional y metabólica 

(Capítulos V y VI) sugiere que nos encontramos ante bacterias con gran potencial para 

mitigar o suavizar los efectos del cambio global sobre roble melojo y contribuir 

positivamente su fitness. 

De forma paralela, y tomando en consideración los resultados obtenidos a lo 

largo de este trabajo y los conocimientos científicos preexistentes, se considera 

apropiada la realización de tareas de repoblación en el Espacio Natural de Sierra 

Nevada con plantones de roble melojo tratados en vivero con un inoculante bacteriano. 

Por un lado, es sabido que las repoblaciones forestales traen asociados ciertos 

beneficios ecosistémicos, contribuyendo al secuestro de C atmosférico, la preservación 

del agua y del suelo, y neutralizando el pH edáfico (Hong et al., 2018). Sin embargo, tal 

y como se ha mencionado, una de las situaciones críticas del proceso de repoblación 

se alcanza cuando los plantones son transferidos de vivero a campo, pasando de un 

entorno absolutamente favorable para su desarrollo a las duras condiciones naturales 

que se dan por ejemplo en verano en la zona mediterránea. Algunos autores proponen 

el uso de la tecnología de BCAs y especialmente PGPB para generar vigorosidad en las 

especies leñosas, y por ende, mejorar la supervivencia de los plantones en campo tras 

los trasplantes (Lucas García et al., 2004). En el presente caso, la ausencia de 

diferencias en la riqueza, equidad, composición, estructura y funcionalidad predicha de 

las comunidades procariotas habitantes en la rizosfera de plantones de roble melojo 

inoculados respecto a aquellos no inoculados, permitió sentar los cimientos del 

desarrollo de bioinoculantes al no suponer la inoculación (tras 18 meses) una alteración 

ecológica en un Espacio Protegido (Capítulo III). Aunque en primera instancia pudo 

superarse la barrera que supondría una alteración ecológica asociada a la inoculación, 

la siguiente limitación que habitualmente puede comprometer el desarrollo de 

bioinoculantes es la elección de los candidatos bacterianos a incluir en la bioformulación 

(Kaminsky et al., 2019). Esta depende del objetivo perseguido, pudiendo buscarse 

desde productos con los que se desee tan solo mejorar la nutrición y/o el desarrollo 

vegetal, la protección frente a organismos fitopatógenos, ambos, o incluso la adicional 

contribución a los procesos ecosistémicos. Dado que el presente trabajo de 

investigación constituye un estudio preliminar sobre las capacidades funcionales de las 

cepas aisladas, la selección de los mejores candidatos sería dificultosa. Si bien algunas 

cepas como Pseudopomonas sp. p49, L7 y L10 (género Luteibacter) fueron de las más 

prometedoras por la riqueza de enzimas hidrolíticos producidos, sus rasgos promotores 

del crecimiento vegetal y su tolerancia a elevadas concentraciones de ácido tánico en 

el primer caso, tan solo el efecto beneficioso de la cepa L7 pudo ser confirmado sobre 
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plantas de M. sativa. Por otro lado, el posible antagonismo de las cepas Pseudomonas 

sp. p2 y p53 frente a los hongos fitopatógenos estudiados no pudo ser evaluado in 

planta, quedando por tanto comprometida la selección de los mejores candidatos en 

base a dichas propiedades. En suma, el desarrollo de un bioinoculante basado en las 

cepas en estudio todavía requeriría la realización de diferentes ensayos hasta el 

perfeccionamiento del mismo. Dada la ausencia de cepas que muestren todo el rango 

de propiedades (directas e indirectas) relacionadas con el mejor desarrollo vegetal así 

como los 12 enzimas hidrolíticos estudiados, se propone el desarrollo de un consorcio 

bacteriano con el que cubrir todo el rango de atributos mencionados, habiendo 

previamente estudiado su eficiencia in planta. Por otro lado, otro aspecto a valorar de 

gran relevancia en el ámbito de las repoblaciones forestales es el área montañosa 

donde llevar a cabo la repoblación y la estrategia a seguir. A tenor de los resultados 

preliminares de supervivencia de los plantones trasplantados (Capítulo III) y 

considerando las evidencias científicas preexistentes que demuestran el efecto 

protector de las plantas facilitadoras (Gómez-Aparicio et al., 2004), se propone la 

realización de tareas de repoblación con plantones de roble melojo inoculados, en 

combinación con o bajo plantas nodrizas que los protejan de las altas temperaturas, baja 

humedad ambiental y alta radiación solar típicas en algunas zonas del Espacio Natural 

de Sierra Nevada. A su vez, considerando las preferencias edáficas y climáticas de Q. 

pyrenaica, se considera oportuno la repoblación en áreas húmedas y sombrías, siendo 

un claro ejemplo aquellas que antaño se encontraron cubiertas por densos melojares 

que fueron reemplazados por masas de pino silvestre (P. sylvestris) (Bonet et al., 2015), 

como NPF. 

En otro orden de cosas, los resultados obtenidos en esta Tesis revelaron la gran 

diversidad bacteriana que alberga el suelo – especialmente aquel bajo la influencia de 

las raíces de diversas especies vegetales – del Espacio Natural de Sierra Nevada. Si 

bien este enclave es conocido por la riqueza y diversidad de su flora (Junta de 

Andalucía, Consejería de Agricultura, Ganadería, Pesca y Desarrollo Sostenible, 2019), 

el presente trabajo en su conjunto demuestra que las bacterias que viven en asociación 

con las raíces de plantas leguminosas e incluso de la leñosa Q. pyrenaica son también 

un claro ejemplo de variabilidad y riqueza biológica. En un escenario tal, la diversidad 

bacteriana fue puesta de manifiesto a varios niveles. Desde el punto de vista del 

genotipo de las bacterias aisladas, los numerosos perfiles RAPD tanto en el caso de los 

rizobios como en el de la colección de cepas del género Pseudomonas reflejaron la 

variabilidad de las mismas. Por otro lado, los genes housekeeping recA, atpD, glnII y 

rpoD, así como el gen de nodulación nodC correspondiente a los rizobios resultaron 

también considerablemente polimórficos, lo cual quedó patente en el elevado número 

de tipos y variantes diferentes de dichos genes observados para los rizobios y las cepas 

adscritas al género Pseudomonas. Debe destacarse que incluso la secuencia del gen 

rrs puede considerarse diversa en el caso de los rizobios pese a detectarse únicamente 

tres tipos distintos, dada la frecuente absoluta identidad de la misma en cepas adscritas 

al género Rhizobium. En cualquier caso, la diversidad génica se tradujo en una notable 

diversidad taxonómica, reflejada en el aislamiento de cepas pertenecientes a diferentes 

especies del género Rhizobium, y hasta seis especies del género Pseudomonas, cinco 

de ellas no conocidas hasta la fecha y por ende posible nuevas especies. En lo referente 

a los procesos ecológicos en los que cepas aisladas de la rizofera y endosfera radicular 

participan, debe remarcarse la gran variedad de enzimas implicados en la degradación 



Discusión general 

 

326 
 

de la materia orgánica producidos por las cepas adscritas al género Luteibacer. Así, 

estas fueron en su mayoría capaces de producir un número elevado de enzimas, 

denotando por tanto la riqueza funcional de las mismas. La coexistencia de múltiples 

cepas que podrían llevar a cabo las mismas funciones ecológicas sugirió a su vez la 

existencia de una considerable redundancia funcional de la colección de cepas del 

género Luteibacter en lo que a la degradación de la materia orgánica se refiere. Sin 

embargo, debe destacarse que el origen clonal de dichas cepas podría ser causa de la 

duplicidad enzimática observada, residiendo su verdadero potencial en la cantidad de 

sustratos diferentes sobre los que podría actuar cada una de ellas. Por otro lado, en el 

caso de la colección del género Pseudomonas, es de mencionar que pudo detectarse 

cierta variabilidad en cuanto al número de enzimas producidos por algunas cepas y a 

los perfiles enzimáticos de las mismas, observándose en determinados casos cierta 

duplicidad en ambos aspectos.  

La riqueza, versatilidad y redundancia funcional de ambas colecciones 

bacterianas pudo ser igualmente observada en cuanto a las actividades relacionadas 

con la promoción del crecimiento vegetal (directas e indirectas), siendo ambos aspectos 

más marcados en el caso de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas. Por otro 

lado, cabe destacar que a nivel fisiológico o en términos de la localización de los enzimas 

extracelulares activos, también se apreció cierta diversidad. Mientras la actividad de los 

enzimas fue principalmente detectada en la fracción asociada a las células en el caso 

de las cepas adscritas al género Luteibacter y para la mayoría de los enzimas, aquellas 

pertenecientes a la colección de Pseudomonas mostraron cierta variabilidad en la 

estrategia de utilización de los mismos, observándose diferentes patrones en función de 

las cepas y enzimas en estudio. 

La diversidad no sólo fue notoria en el caso de las bacterias aisladas del exterior 

de la raíz de las plantas leguminosas y la leñosa en estudio. A nivel poblacional, fue 

posible registrar secuencias del gen rrs correspondientes a un elevado número de OTUs 

diferentes en la rizosfera de roble melojo, siendo la riqueza esperada de dichas 

comunidades también muy elevada. Igualmente, la ausencia de dominancia de OTUs 

concretos – o lo que es lo mismo, la equidad de las comunidades – fue también 

considerable. Igualmente fue remarcable la diversidad taxonómica de las poblaciones 

en su conjunto. A su vez, el elevado porcentaje de secuencias parciales del gen rrs que 

no pudieron ser clasificadas en un taxón conocido o descrito en la base de datos de 

secuencias empleada pone de manifiesto la inmensa diversidad de dichas 

comunidades. Este hecho se encuentra en línea con la presunción generalizada de que 

en la actualidad tan solo se conoce un porcentaje muy bajo de todos los 

microorganismos que habitan los ecosistemas naturales, así como con el trabajo de 

Delgado-Baquerizo (2019) en el que se destacan los bosques templados como unos de 

los que albergan mayor porcentaje de phyla no identificados en sus suelos. Así pues, 

se podría considerar la rizosfera de Q. pyrenaica como una importante fuente de taxones 

aún no conocidos. Debe remarcarse que las numerosas evidencias de diversidad 

bacteriana fueron obtenidas para todas las condiciones analizadas: tanto en el caso de 

las comunidades procariotas de robles de diferentes edades y tipo de formaciones 

boscosas (Capítulo II), así como para robles trasplantados procedentes de vivero 

(inoculados y sin inocular, Capítulo III), localizados todos ellos en el seno del Espacio 

Natural de Sierra Nevada. 
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Habitualmente se considera que la redundancia funcional en un ecosistema se 

encuentra vinculada a la estabilidad del mismo frente a perturbaciones (Allison y Martiny, 

2008), y que es frecuente encontrar cierta redundancia en muchos sistemas microbianos 

(Louca et al., 2018). Por otro lado, la diversidad microbiana se encuentra positivamente 

correlacionada con la multifuncionalidad de los ecosistemas terrestres a escala global, 

influyendo fuertemente en procesos ecológicos clave (Delgado-Baquerizo et al., 2016). 

Igualmente, también ha sido sugerida la diversidad de las comunidades como pieza 

clave de la menor susceptibilidad a las invasiones producidas por otros organismos 

(Mallon et al., 2015). Así pues, teniendo en cuenta todas las evidencias obtenidas a lo 

largo de esta Tesis, puede concluirse que las comunidades procariotas asociadas a las 

raíces de plantas leguminosas y de la leñosa Q. pyrenaica son notablemente diversas 

a varios niveles, sugiriendo por tanto que frente a posibles alteraciones como las que 

acompañan al cambio global, estas podrían contribuir a la resiliencia del ecosistema en 

estudio. A su vez, las colecciones de cepas aisladas del entorno radicular de Q. 

pyrenaica mostraron potencial para participar en los ciclos del C, P y N, cobrando 

especial interés en el mantenimiento de la funcionalidad del ecosistema estudiado dada 

la relevancia del cierre de los ciclos biogeoquímicos en los bosques (Lladó et al., 2017). 

Por otro lado, los resultados obtenidos indican que el Espacio Natural de Sierra Nevada 

es un importante punto caliente de diversidad procariota. Así pues, se propone este 

enclave y los holobiontes estudiados como importante reservorio para el aislamiento de 

bacterias con potencial metabólico, especialmente en el ámbito de la tecnología de los 

bioinoculantes. 
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La imagen muestra un plantón de Quercus pyrenaica ubicado en la zona de muestreo NPF. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López.  
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1. The forage legume plants Lathyrus cicera, L. intrincatus, Vicia sativa subsp. 

angustifolia, V. disperma, Trifolium glomeratum and T. cherleri are nodulated by 

genotipically diverse strains belonging to the Rhizobium leguminosarum 

phylogenetic group. Some strains could be novel species of this genus, although 

they correspond to the already described symbiovars viciae and trifolii. 

2. The taxonomic status of genus Rhizobium should undergo a profound revision 

due to the high amount of strains that were grouped in different clusters and 

belonged to different phylogenetic lineages depending on the considered gene. 

3. The rhizospheric core procariome of Quercus pyrenaica trees of different ages is 

dominated by a relatively small number of OTUs which are highly abundant. 

4. By analyzing just the DNA based-metabarcoding data some taxa could be 

ignored due to their scarce relative abundance. However, the combination of 

DNA and RNA-derived metabarcoding techniques suggested that some rare taxa 

inhabiting the rhizosphere of Q. pyrenaica could be potentially active. 

5. Inoculation of melojo oak plantlets with a bacterial consortium does not entail an 

alteration of the richness, eveness, structure, composition and potential 

functionality of melojo oak rhizospheric prokaryotic communities with respect to 

non-inoculated plantlets, two years after the bacterial treatment. Therefore, the 

transplantation of bacterially-inoculated plantlets from nursery to field conditions 

seems to be an ecologically safe strategy. 

6. Strains belonging to genus Pseudomonas isolated from the rhizosphere of Q. 

pyrenaica are genotipically diverse and all of them belong to the P. fluorescens 

lineage; most of them could represent putatively up to five novel species. On the 

other hand, most of the 17 strains isolated from melojo oak’s root endosphere 

may have clonal origin and all of them where related to Luteibacter rhizovicinus. 

7. Many of the studied bacteria associated to melojo oak roots had the potential to 

improve, directly or indirectly, plant host’s fitness through different enzymatic and 

metabolic mechanisms.  

8. Bacterial cell wall-associated enzymes accounted for a noteworthy proportion of 

the total enzymatic activity, especially in the case of Luteibacter strains isolated 

from the root endosphere of Q. pyrenaica. However, the enzyme deployment 

strategy of those rhizospheric Pseudomonas strains was diverse.  

9. According to the activity of both cell-bound and diffusible extracellular enzymes, 

Luteibacter strains are potential plant and fungal biomass degraders, whereas 

the potential contribution of Pseudomonas strains to organic matter 

decomposition processes seems moderate. In both cases, root associated 

bacteria could be involved in C, N and P cycling. 

10. The Natural and National Park of Sierra Nevada is an important hotspot of 

bacterial diversity at genetic, genotypic, functional, physiological and taxonomic 

level.  
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La imagen muestra un bosque mixto de Quercus sp. y otras especies en el Parque Natural de Peñas de Aia (Gipuzkoa) 

Fuente: Ana V. Lasa.  
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La imagen muestra bellotas de Quercus pyrenaica sumergidas en el agua de un río. 

Fuente: Dr. D. Manuel Fernández López. 
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Tabla A.1. Principales funciones de R empleadas para el análisis estadístico y representación gráfica de los datos en estudio. Únicamente se indican las funciones 

esenciales empleadas, omitiendo todas aquellas secundarias y los argumentos específicos de cada una de ellas. Las funciones no pertenecientes a ningún paquete externo 
(funciones base) corresponden a aquellas incluidas en el propio software R. 

Función 
Paquete de 
pertenencia 

Utilidad Referencia 

Análisis ecológico de comunidades microbianas 

adonis() vegan Realizar el test no paramétrico permutacional PERMANOVA Oksanen et al. (2016) 

anova.cca() vegan Test de permutaciones tipo ANOVA, para CCA, RDA o CAP Oksanen et al. (2016) 

betadisper() vegan Realizar el test PERMDISP Oksanen et al. (2016) 

dist() base 
Calcular una matriz de distancia entre las filas de una matriz de datos, en base 

a una medida de distancia especificada 
R Development Core Team 

(2016) 

distance() phyloseq 
Calcular distancias y disimilaridades entre parejas de muestras, a partir de un 

objeto phyloseq 
McMurdie y Holmes (2013) 

estimate_richness() phyloseq Calcular índices alfa a partir de un objeto phyloseq McMurdie y Holmes (2013) 

hclust base 
Realizar análisis de clustering jerárquico aglomerativo a partir de matrices de 

distancia 
R Development Core Team 

(2016) 

import_biom() phyloseq Introducir datos en formato biom para crear objetos de tipo phyloseq McMurdie y Holmes (2013) 

import_qiime_sample_data() phyloseq 
Importar metadatos generados mediante Qiime. Válido también para tablas de 

metadatos creadas con editores de texto simples 
McMurdie y Holmes (2013) 

merge_phyloseq() phyloseq 
Crear un objeto phyloseq a partir de sus componentes (tabla de OTUs, tabla 

de metadatos y tabla de taxonomía) 
McMurdie y Holmes (2013) 

ordinate() phyloseq 
Obtener una ordenación multivariante a partir de un objeto phyloseq, teniendo 

en cuenta el método de ordenación y medida de distancia deseados 
McMurdie y Holmes (2013) 

otu_table() phyloseq Crear, acceder o asignar una tabla de OTUs McMurdie y Holmes (2013) 

pairwise.adonis() pairwiseAdonis 
Realizar el test PERMANOVA por parejas, es decir, para realizar 

comparaciones dos a dos en el caso de factores con múltiples niveles 
Martinez-Arbizu (2017) 

permutest() vegan Realización de test de permutaciones similar a ANOVA Oksanen et al. (2016) 

prune_taxa() phyloseq Eliminar taxones concretos de un objeto phyloseq McMurdie y Holmes (2013) 

rarecurve() vegan Obtener curvas de rarefacción Oksanen et al. (2016) 
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rarefy_even_depth() phyloseq 
Realizar la rarefacción de las muestras en base al número de secuencias 

deseado 
McMurdie y Holmes (2013) 

read.tree() ape Importar a R un archivo que contiene un árbol filogenético Paradis y Schliep (2018) 

read_biom() biomformat Importar datos en formato biom a R McMurdie y Paulson (2016) 

root() ape Enraizar un árbol filogenético Paradis y Schliep (2018) 

sample_data() phyloseq Crear, acceder o asignar una tabla de metadatos McMurdie y Holmes (2013) 

scores() vegan 
Acceso al score o puntuación de las muestras en estudio en los ejes concretos 

de los gráficos de ordenación 
Oksanen et al. (2016) 

subset_samples() phyloseq 
Extraer muestras concretas en base a la tabla de metadatos incluida en el 

objeto phyloseq 
McMurdie y Holmes (2013) 

subset_taxa() phyloseq 
Extraer taxones concretos en base a la tabla de taxonomía incluida en el 

objeto phyloseq 
McMurdie y Holmes (2013) 

tax_glom() phyloseq 
Unir, aglomerar OTUs al 3% de distancia con la misma taxonomía en un rango 

taxonómico superior 
McMurdie y Holmes (2013) 

tax_table() phyloseq Crear, acceder o asignar una tabla con la taxonomía de los OTUs McMurdie y Holmes (2013) 

transform_sample_counts() phyloseq Transformar datos de abundancia de una tabla de OTUs McMurdie y Holmes (2013) 

UniFrac() phyloseq 
Calcular distancias UniFrac entre parejas de muestras, a partir de un objeto 

phyloseq 
McMurdie y Holmes (2013) 

vif.cca() vegan 
Calcular los factores de inflación de la varianza (VIF) para la detección de 

colinealidad entre variables ambientales 
Oksanen et al. (2016) 

Análisis estadístico univariante y de variables bidimensionales 

anova() base 
Realizar el test ANOVA de una vía sobre un objeto de tipo modelo 

previamente ajustado 
R Development Core Team 

(2016) 

cor.test() base 
Realizar el test de correlaciones de variables bidimensionales. Calcula 
diferentes coeficientes de correlación (Pearson, Spearman, Kendall) 

R Development Core Team 
(2016) 

dunn.test() dunn.test Realizar el test no-paramétrico de Dunn para comparaciones múltiples Dinno (2017) 

glht() multcomp 
Comparar múltiples grupos para modelos paramétricos, incluyendo los 

contrastes post-hoc. Es necesario introducir un modelo ajustado previamente, 
por ejemplo el obtenido mediante anova() 

Hothorn et al., (2008) 
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HSD.test() agricolae 
Realizar el test post-hoc de diferencias honestamente significativas de Tukey 

para comparaciones múltiples 
de Mendiburu (2017) 

kruskal.test() base 
Realizar el test de Kruskal-Wallis no paramétrico para la comparación de 

medias de una variable entre tres o más grupos 
R Development Core Team 

(2016) 

leveneTest() car 
Realizar el test de Levene para estudiar la homogeneidad de la varianza de 

diferentes grupos 
Fox y Weisberg (2011) 

lm() base 
Ajustar un modelo lineal de la variable dependiente y el factor a analizar, sobre 

el que realizar ANOVA 
R Development Core Team 

(2016) 

shapiro.test() base 
Realizar el test de normalidad de Shapiro-Wilk para variables 

unidimensionales 
R Development Core Team 

(2016) 

t.test() base 
Realizar el test de Student para la comparación de medias de dos grupos de 

distribución normal y homocedáticas 
R Development Core Team 

(2016) 

wilcox.test() base 
Realizar el test de Wilcoxon o U de Mann-Whitney no paramétrico para la 

comparación de dos grupos 
R Development Core Team 

(2016) 

Representaciones gráficas 

draw.pairwise.venn() VennDiagram Obtener un diagrama de Venn de dos vías Chenn y Boutros (2011) 

geom_bar() ggplot2 Dibujar diagramas de barras Wickham (2016) 

geom_boxplot() ggplot2 
Dibujar diagramas box-plot (caja y bigotes) en el estilo de representación de 

Tukey 
Wickham (2016) 

geom_histogram() ggplot2 Visualizar la distribución de una variable continua mediante histogramas Wickham (2016) 

geom_point() ggplot2 Representar gráficamente diagramas de dispersión Wickham (2016) 

geom_segment() ggplot2 Dibujar líneas rectas entre puntos Wickham (2016) 

grid.arrange() gridExtra Obtener varios paneles en una misma figura Auguie (2017) 

heatmap.2() gplots Construir heatmaps con uno o varios dendrogramas acoplados Warnes et al., 2019 

plot() base 
Obtener gráficos básicos a partir de objetos de R. Los atributos gráficos 

pueden mejorarse con el argumento par 
R Development Core Team 

(2016) 

plot_ordination() phyloseq Obtener el gráfico de ordenación multivariante en base al paquete ggplot2 McMurdie y Holmes (2013) 



Anexos 
 

388 
 

Tabla A.2. Número de acceso de las cepas tipo del género Pseudomonas en las bases de datos 
EzTaxon y GenBank® donde se encuentran depositadas las secuencias de los genes rrs y rpoD 
analizadas, respectivamente. 

Cepa tipo Número de acceso (gen rrs, gen rpoD) 

P. helmanticensis OHA11T HG940537, HG940517 

P. kribbensis 46-2T KT321658, KR709086 

P. granadensis F-278770T HG764748, HG764748 

P. baetica a390T FM201274, FN678357 

P. prosekii AN/28/1T JN814372, NZ_LT629762 

P. migulae NBRC 103157T NR_114223, FN554486 

P. mandelii NBRC 103147T NR_114216, FN554482 

P. arsenicoxydans VC1T FN645213, NZ_LT629705 

P. deceptionensis M1T GU936597, JYKX01000005 

P. versuta L10.10T KX714290, KY264773 

P. weihenstephanensis DSM 29166T KP738720, KP738727 

P. endophytica BSTT44T LN624760, LN624763 

P. helleri DSM 29165T KP738715, KP738722 

P. extremaustralis CT14-3T AJ583501, HE800479 

P. yamanorum 8H1T EU557337, JX987895 

P. canadensis 2-92T HQ403142, NZ_AYTD01000017 

P. fluorescens IAM 12022T D84013, D86033. 

P. paralactis DSM 29164T KP756921, KP756915 

P. lactis DSM 29167T KP756923, JYLN01000003 

P. protegens CHA0T AJ278812, NC_021237 

P. saponiphila DSM 9751T FM208264, NZ_FNTJ01000001 

P. batumici UCM B-321T JXDG0100010, JXDG01000003 

P. syringae NCPPB 281T DQ318866, JX867790 

P. graminis DSM 11363T NR_026395, NZ_FOHW01000007 

P. lutea OK2T AY364537, FN554480 

P. abietaniphila ATCC 700689T FN554447, FN554447 

P. rhizosphaerae IH5T NR_029063, FN554510 

P. donghuensis HYST NR_136501, NZ_JH650758 

P. alkylphenolica KL28T NR_145644, NZ_CP009048 

P. putida IAM 1236T D84020, AB039581 

P. guariconensis PCAVU11T HF674459, HF674460 

P. taiwanensis BCRC 17751T EU103629, HE577796 

P. entomophila L48T AY907566, NC_008027 

P. soli F-279208T HF930598, HF930597 

P. anguilliseptica NCIMB 1949T X99540, NZ_FNSC01000001 

P. taeanensis MS-3T FJ424813, HE800502 

P. seleniipraecipitans CA5T FNBM01000016, HE800501 

P. punonensis LMT03T JQ344321, JX435103 

P. straminea IAM 1598T D84023, AB039600 

P. aeruginosa DSM 50071T HE978271, AJ633568 

P. stutzeri ATCC 17588T AF094748, KR780035 

P. pelagia CL-AP6T EU888911, FN908495 

P. bauzanensis BZ93T GQ161991, FOGN01000001 

P. pertucinogena NBRC 14163T NR_113650, FN554502 

Cellvibrio japonicus Ueda107T CP000934, CP000934 
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Tabla A.3. Cepas del género Pseudomona significativamente diferentes en cuanto al valor de los índices de actividad (o concentración de equivalentes de IAA por 
densidad celular) calculados para los mecanismos directos e indirectos de promoción del crecimiento vegetal determinados en condiciones in vitro. Se indican los 
p-valores de los test post-hoc HSD de Tukey y Dunn (aplicando la corrección de Benjamini-Hochberg para comparaciones múltiples) en caso de variables con distribución 

paramétrica o desconocida, respectivamente. Todos los test estadísticos fueron realizados a nivel de confianza del 95%. 

Mecanismos directos Mecanismos indirectos 

Producción sideróforos 
Solubilización fosfato inorgánico 

Producción compuestos 
indólicos Degradación CMC Degradación proteinas 

  CaHPO4 Ca3(PO4)2       
Cepas 

comparadas 
p-valor 

Cepas 
comparadas 

p-valor 
Cepas 

comparadas 
p-valor 

Cepas 
comparadas 

p-valor 
Cepas 

comparadas 
p-valor 

Cepas 
comparadas 

p-valor 

p10 - p11 0.037 p14 - p19 0.050 p1 - p19 0.028 p11 - p18 0.034 p17-p1 0.006 p23-p3 0.019 
p10 - p16 0.038 p16 - p24 0.027 p11 - p19 0.029 p18 - p24 0.042 p25-p1 0.038 p3-p37 0.041 
p11 - p19 0.041 p19 - p24 0.024 p14 - p19 0.031 p11 - p4 0.043 p30-p1 < 0.001 p23-p45 0.039 
p16 - p19 0.039 p24 - p31 0.042 p18 - p19 0.032 p24 - p4 0.035 p31-p1 0.040 p23-p53 0.041 
p11 - p2 0.040 p1 - p33 0.046 p19 - p20 0.034 p18 - p47 0.039 p33-p1 0.012 p23-p55 0.035 
p16 - p2 0.038 p14 - p33 0.036 p19 - p47 0.036 p11 - p52 0.035 p34-p1 0.014   
p10 - p24 0.042 p15 - p33 0.045 p1 - p50 0.029 p47 - p52 0.037 p36-p1 < 0.001   
p19 - p24 0.049 p17 - p33 0.040 p11 - p50 0.031 p11 - p57 0.036 p37-p1 0.003   
p2 - p24 0.043 p20 - p33 0.045 p14 - p50 0.034 p24 - p57 0.042 p42-p1 < 0.001   
p10 - p30 0.036 p24 - p33 0.024 p18 - p50 0.038 p47 - p57 0.040 p43-p1 < 0.001   
p13 - p30 0.048 p14 - p4 0.041 p20 - p50 0.043 p47 - p60 0.038 p44-p1 < 0.001   
p19 - p30 0.041 p17 - p4 0.044 p47 - p50 0.049 p18 - p62 0.042 p49-p1 < 0.001   
p2 - p30 0.038 p20 - p4 0.049 p19 - p51 0.038 p52 - p62 0.039 p54-p1 0.007   
p30 - p31 0.047 p24 - p4 0.020 p19 - p54 0.041 p57 - p62 0.049 p55-p1 0.002   
p1 - p42 0.036 p24 - p42 0.044 p19 - p55 0.044 p60 - p62 0.039 p61-p1 < 0.001   
p11 - p42 0.030 p24 - p44 0.043 p19 - p57 0.047 p18 - p9 0.042 p43-p10 0.025   
p12 - p42 0.039 p1 - p45 0.042   p52 - p9 0.039 p17-p11 0.030   
p16 - p42 0.037 p14 - p45 0.033   p57 - p9 0.044 p30-p11 < 0.001   
p24 - p42 0.031 p15 - p45 0.041   p60 - p9 0.040 p36-p11 0.002   
p30 - p42 0.046 p20 - p45 0.041     p37-p11 0.018   
p36 - p42 0.040 p24 - p45 0.033     p42-p11 0.001   
p11 - p43 0.047 p16 - p47 0.041     p43-p11 < 0.001   
p16 - p43 0.041 p19 - p47 0.033     p44-p11 < 0.001   
p30 - p43 0.041 p33 - p47 0.024     p49-p11 0.001   
p1 - p45 0.039 p4 - p47 0.026     p54-p11 0.034   
p11 - p45 0.034 p45 - p47 0.022     p55-p11 0.013   
p12 - p45 0.038 p24 - p48 0.041     p61-p11 < 0.001   
p16 - p45 0.039 p16 - p49 0.034     p17-p12 0.001   
p24 - p45 0.029 p19 - p49 0.026     p20-p12 0.021   
p36 - p45 0.044 p33 - p49 0.022     p25-p12 0.007   
p10 - p47 0.042 p4 - p49 0.021     p30-p12 < 0.001   
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p19 - p47 0.037 p45 - p49 0.022     p31-p12 0.007   
p2 - p47 0.040 p33 - p55 0.037     p33-p12 0.002   
p42 - p47 0.043 p4 - p55 0.043     p34-p12 0.002   
p43 - p47 0.039 p45 - p55 0.034     p36-p12 < 0.001   
p10 - p50 0.037 p19 - p57 0.041     p37-p12 < 0.001   
p19 - p50 0.042 p33 - p57 0.032     p42-p12 < 0.001   
p2 - p50 0.040 p4 - p57 0.035     p43-p12 < 0.001   
p42 - p50 0.028 p45 - p57 0.028     p44-p12 < 0.001   
p43 - p50 0.048 p16 - p60 0.037     p48-p12 0.027   
p45 - p50 0.031 p19 - p60 0.031     p49-p12 < 0.001   
p30 - p51 0.041 p33 - p60 0.021     p54-p12 0.001   
p42 - p55 0.040 p4 - p60 0.024     p55-p12 < 0.001   
p45 - p55 0.040 p45 - p60 0.021     p61-p12 < 0.001   
p11 - p60 0.042 p1 - p7 0.036     p30-p15 0.003   
p16 - p60 0.043 p10 - p7 0.046     p43-p15 < 0.001   
p24 - p60 0.040 p11 - p7 0.043     p44-p15 0.001   

p30 - p60 0.031 p14 - p7 0.028     p61-p15 0.001 
p47 - p60 0.041 p15 - p7 0.034     p43-p16 0.038 

p50 - p60 0.042 p17 - p7 0.031     p3-p17 0.002 
p11 - p7 0.041 p18 - p7 0.044     p4-p17 0.013 

p16 - p7 0.040 p20 - p7 0.036     p50-p17 < 0.001 

p24 - p7 0.048 p24 - p7 0.04     p9-p17 0.001 

p30 - p7 0.044 p47 - p7 0.021     p30-p18 0.003 

p47 - p7 0.039 p49 - p7 0.027     p43-p18 < 0.001 

p50 - p7 0.042 p55 - p7 0.029     p44-p18 0.002 
  p57 - p7 0.025     p61-p18 0.001 
  p60 - p7 0.026     p30-p2 < 0.001 
        p36-p2 0.009 
        p42-p2 0.007 
        p43-p2 < 0.001 
        p44-p2 < 0.001 
        p49-p2 0.007 
        p61-p2 < 0.001 
        p3-p20 0.048 
        p50-p20 0.010 
        p9-p20 0.025 
        p30-p24 0.014 
        p43-p24 0.002 
        p44-p24 0.007 
        p61-p24 0.006 
        p3-p25 0.017 
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        p50-p25 0.003 
        p9-p25 0.008 
        p30-p3 < 0.001 
        p31-p3 0.018 
        p34-p3 0.006 
        p36-p3 < 0.001 
        p37-p3 0.001 
        p42-p3 < 0.001 
        p43-p3 < 0.001 
        p44-p3 < 0.001 
        p49-p3 < 0.001 
        p54-p3 0.003 
        p55-p3 0.001 
        p61-p3 < 0.001 
        p4-p30 < 0.001 
        p47-p30 0.024 
        p50-p30 < 0.001 
        p51-p30 0.003 
        p53-p30 0.011 
        p56-p30 0.018 
        p57-p30 0.001 
        p9-p30 < 0.001 
        p50-p31 0.003 
        p9-p31 0.009 
        p4-p33 0.024 
        p50-p33 0.001 
        p9-p33 0.002 
        p4-p34 0.028 
        p50-p34 0.001 
        p9-p34 0.003 
        p4-p36 0.001 
        p50-p36 < 0.001 
        p57-p36 0.021 
        p9-p36 < 0.001 
        p4-p37 0.007 
        p50-p37 < 0.001 
        p9-p37 0.001 
        p42-p4 < 0.001 
        p43-p4 < 0.001 
        p44-p4 < 0.001 
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        p49-p4 < 0.001 
        p54-p4 0.014 
        p55-p4 0.005 
        p61-p4 < 0.001 
        p50-p42 < 0.001 
        p57-p42 0.017 
        p9-p42 < 0.001 
        p47-p43 0.004 
        p50-p43 < 0.001 
        p51-p43 < 0.001 
        p52-p43 0.034 
        p53-p43 0.002 
        p56-p43 0.003 
        p57-p43 < 0.001 
        p62-p43 0.043 
        p9-p43 < 0.001 
        p47-p44 0.013 
        p50-p44 < 0.001 
        p51-p44 0.001 
        p53-p44 0.006 
        p56-p44 0.010 
        p57-p44 < 0.001 
        p9-p44 < 0.001 
        p61-p47 0.010 
        p50-p48 0.013 
        p9-p48 0.032 
        p50-p49 < 0.001 
        p57-p49 0.017 
        p9-p49 < 0.001 
        p54-p50 < 0.001 
        p55-p50 < 0.001 
        p61-p50 < 0.001 
        p61-p51 0.001 
        p61-p53 0.005 
        p9-p54 0.001 
        p9-p55 < 0.001 
        p61-p56 0.008 

  



 

 
 

 


