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The European Union highly depends on soy imports (> 70%) as a protein source since 

local production barely covers 5% of its internal demand. Thus, it is necessary to 

explore alternative sources to reduce this dependency. Among legumes, Lupinus 

angustifolius is an important alternative given its high protein value and use for animal 

and human nutrition. This legume is a native plant of Europe, well adapted to the 

climatic conditions of many countries. It also thrives in poor soils due to its capacity to 

fix nitrogen. Plant adaptation may be partly due to the microorganisms associated with 

its roots, providing stability and resilience, in addition to plant growth promoting 

molecules and nutrients. 

Plant-associated microbial communities are influenced by several factors such as host 

genotype/species, soil type, plant compartment and climatic season, among others. 

Separating these factors to understand which are the most influential in the association 

of microorganisms to plants is a very complex task as they do not occur independently. 

In the first chapter of this doctoral thesis, this topic was addressed by studying 

seasonal and geographical variations in the soil microbiota, and characterizing the 

microbiome associated with the plant Lupinus angustifolius under different cultivation 

conditions using an independent culture methodology. The results of the soil samples 

analysed suggest that the difference in the microbial community composition observed 

between the two sampling locations, Cabrerizos and Salamanca, was partly due to 

differences in soil conditions. None of the communities analysed (bacterial and fungal) 

showed differences in alpha diversity (Shannon index) between the climatic seasons in 

which the samples were collected. Beta diversity (Bray-Curtis-based principal 

coordinate analysis) for both microbial communities separated the samples into two 

groups according to soil type. In the case of bacteria, it was observed that, in addition, 

subgroups were formed according to the climatic seasons for the Salamanca soil. 

Interestingly, this also occurred with the fungal communities, where the samples were 

separated by season in both soil types. These results suggest that the main difference 

in soil microbial communities is due to edaphic properties, although environmental 

factors such as temperature, humidity or rainfall also influence the diversity of soil 

microbial communities.  

In addition, the microbiome associated with the legume Lupinus angustifolius cultivated 

under natural and greenhouse conditions was also characterized. For this purpose, 

wild and greenhouse-grown plants were collected from the same locations and 

analysed by 16S rRNA gene and ITS-2 gene profiling. Bacterial communities were 

characterized in the different plant compartments (rhizosphere, roots, nodules and 

leaves) while ITS profiles were restricted to the soil and rhizosphere. As previously 
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reported for other plants, the highest richness was found in the rhizosphere, followed 

by the roots, leaves, and nodules. Within the rhizosphere, the bacterial richness in the 

in Salamanca plants was lower, especially for the field samples, probably affected by a 

pH below 7 and high amounts of P and K. In general, the compartments from the plants 

grown under greenhouse conditions showed a slightly higher bacterial diversity when 

compared to the wild plants. Within the fungal communities, the Shannon index was 

significantly higher in soil than rhizosphere samples (P<0.0001). In soils, diversity was 

similar for all seasons, except for spring, being lower in both locations, while in the 

rhizosphere, the field samples from Cabrerizos registered a significantly higher 

diversity than the greenhouse samples while the opposite occurred in Salamanca 

(P<0.0001). In both growing conditions and soils, the phyla with the highest cumulative 

relative abundance in all plant compartments were Pseudomonadota 

(Alphaproteobacteria - the most abundant taxon) and Mucoromycota. It was confirmed 

that L. angustifolius is a plant with a high bacterial and fungal diversity associated. 

In the second chapter, the objective was the isolation and molecular identification of the 

bacterial community present in the different plant tissues of L. angustifolius, to generate 

a collection of strains for downstream studies. Based on the metagenomics results, we 

selected 52 target genera with a relative abundance >1% and designed several 

isolation protocols. A total of 722 bacterial strains were isolated. As expected, the 

highest number of isolates was obtained in the rhizosphere compartment and a similar 

pattern was observed with a decreasing diversity gradient starting from the rhizosphere 

followed by the roots, leaves and nodules. In total, 87 different genera were identified, 

of which 19 had more than 10 isolates. The most abundant strains were identified in 

the genera Pseudomonas, Streptomyces, Agrobacterium, Bacillus and 

Pseudoclavibacter. In this work, 51.9% of the searched genera were isolated, and 

74.7% of the isolated genera were identified by metagenomics, but 19.6% could not be 

detected in any plant compartment by metagenomics. Plant pathogenicity assays 

showed that 29% of the L. angustifolius isolates were potentially pathogenic for 

Arabidopsis thaliana Col-0. In turn, 394 strains (55%) were found to be non-pathogenic 

and 116 (16%) promoted the growth of A. thaliana. Analysis of metagenomics and 

culturomics results identified a core microbiome of the host plant L. angustifolius that 

included Acidovorax, Bradyrhizobium, Caulobacter, Chitinophaga, Flavobacterium, 

Kribella, Massilia, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Sphingomonas, 

Streptomyces and Variovorax. The composition and diversity of the identified host 

plant-associated bacteriome varied slightly between sampling locations and growing 
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conditions. The genera identified as the core microbiome were present in more than 

80% of the samples analysed. 

In chapter three of this work, the aim was to decipher the interactions of 

Micromonospora with its host plant and the associated microbiome, using the 

information obtained in the previous two chapters. Seven different synthetic 

communities (SynComs) were designed using bacterial strains isolated from the 

rhizosphere and roots of L. angustifolius to study their effect on the root and 

rhizosphere of the plant. In addition, we wanted to learn if the selected strains had any 

effect on the host plant and the natural bacterial communities present in the cultivation 

soils. After obtaining the genomes of the bacterial strains included in the different 

SynComs, a comparative genomic analysis was carried out, confirming that all the 

selected strains had genes with functions related to plant association and growth 

promotion. Plants were grown for 8 weeks in unsterilised soil under greenhouse 

conditions, and several plant parameters were measured and compared against the 

control plants (uninoculated). The plants inoculated with SynCom_7 showed the best 

growth and development. Furthermore, 16S rRNA gene profiling showed that the soil 

samples were the most diverse, followed by rhizosphere and roots (alpha diversity) 

(Figs. 54 and 55).  

Beta diversity grouped the samples into three clusters according to compartments: soil, 

rhizosphere and roots. In addition, a clustering pattern was observed for the SynComs 

inoculated in the root samples. All consortia that contained the nitrogen fixer, 

Bradyrhizobium sp. in the synthetic community formed one cluster, while the rest of the 

SynComs were recovered in a second cluster. The analysis of the bacterial 

composition of the bulk soil samples confirmed that the synthetic communities did not 

affect the composition of the soil where the plant was growing. However, when we 

studied the bacterial composition in the rhizosphere, a slight variation was observed, 

and the bacterial community of root samples was greatly influenced by the inoculated 

SynComs. 

The second part of this chapter consisted in the evaluation of the different SynComs on 

L. angustifolius plants grown in sterile soil under a gnotobiotic system. As in the first 

experiment, several growth parameters were registered, observing that plants 

inoculated with SynCom_7 showed the highest growths, again. Pseudomonas sp. 

Strain CRA141 showed the closest association with the roots. This result is not 

unexpected as it is well known that many Pseudomonas strains associate to plant 

roots. In addition, it was found that Micromonospora sp. Lupac 08 was detected in the 
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rhizosphere and roots, and while this actinobacterium is not part of the core 

microbiome, it could be considered a "satellite" microorganism with important beneficial 

functions for the plant. Plant gene expression was related to the effect of the SynComs 

inoculated. When inoculated consortia included the Bradyrhizobium strain, very little 

differences were found when compared to the control plants, however, when only the 

Micromonospora strain and/or the other members of the SynComs were added, the 

differential gene expression increased threefold (Fig. 62). Gene ontology enrichment 

analyses revealed that those functions that were enriched by inoculating the different 

SynComs were clearly related to plant-microbe interaction functions. The same was 

observed for the enriched metabolic pathways when KEGG analysis was performed.  
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La Unión Europea depende en gran medida de las importaciones de soja (> 70%) 

como fuente de proteínas, ya que la producción local apenas cubre el 5% de la 

demanda interna. Por ello, es necesario explorar fuentes alternativas para reducir esta 

dependencia. Entre las leguminosas, Lupinus angustifolius es una opción dado su alto 

valor proteico y su uso para la alimentación animal y humana. Esta leguminosa es una 

planta autóctona del continente europeo, que está bien adaptada a las condiciones 

climáticas de otras regiones como puede ser Australia o América. También crece de 

forma silvestre en suelos pobres gracias a su capacidad para fijar nitrógeno en 

simbiosis con bacterias. La adaptación de dicha planta puede deberse en parte a los 

microorganismos asociados a sus raíces, que le proporcionan estabilidad y resistencia, 

además de moléculas promotoras del crecimiento vegetal y nutrientes. 

Las comunidades microbianas asociadas a las plantas se ven influenciadas por 

diversos factores como son el genotipo/especie del huésped, el tipo de suelo, 

compartimento de la planta y estación climática, entre otros. Separar estos factores 

para saber cuáles son los que más influyen en la asociación de microorganismos a las 

plantas es una tarea muy complicada puesto que ninguno se da de forma 

independiente. En el primer capítulo de esta tesis doctoral, se abordó esta temática 

estudiando las variaciones estacionales y geográficas de la microbiota del suelo, y 

caracterizando el microbioma asociado a la planta Lupinus angustifolius en diferentes 

condiciones de cultivo mediante técnicas independientes de cultivo. En el segundo 

capítulo, el objetivo fue el aislamiento e identificación molecular de la comunidad 

bacteriana presente en los distintos tejidos de la planta y la generación de una 

colección de cepas asociada al microbioma de L. angustifolius. Con los resultados 

obtenidos en los dos primeros capítulos, se describió por primera vez el microbioma 

core de la planta L. angustifolius. En el tercer y último capítulo de esta tesis doctoral se 

trató de descifrar las interacciones de Micromonospora con su planta huésped y el 

microbioma asociado, empleando para tal fin la información obtenida en los capítulos 

anteriores. Se desarrollaron siete comunidades sintéticas que se inocularon en 

experimentos in planta, en condiciones de invernadero en un suelo con su comunidad 

natural, y en un sistema gnotobiótico con un sustrato estéril. Posteriormente se evaluó 

mediante técnicas independientes de cultivo cómo se ensamblaban los 

microorganismos a la raíz y cuál era el efecto de las distintas SynComs en la planta 

huésped y el microbioma circundante.  
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1. El estudio del microbioma 

La microbiología comenzó con la visualización de microorganismos (Van 

Leeuwenhoek, 1683), y continuó con el aprendizaje del cultivo y crecimiento de los 

mismos. El concepto de que los microorganismos existen únicamente como células 

individuales comenzó a cambiar a medida que se hizo cada vez más evidente que los 

microorganismos habitan dentro de conjuntos complejos en los que las interacciones 

entre especies son fundamentales para la dinámica de población y las actividades 

funcionales (Bassler, 2002; McFall-Ngai et al., 2013). El descubrimiento del ADN, el 

desarrollo de tecnologías de secuenciación, PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa) y técnicas de clonación permitieron la investigación de comunidades 

microbianas utilizando enfoques basados en secuenciación de ADN y ARN mediante 

técnicas independientes de cultivo, siendo de gran relevancia la introducción de 

marcadores filogenéticos como el gen ARNr 16S (Brul et al., 2023; Woese et al., 

1990).  

A inicios del siglo XXI se desarrollaron las nuevas tecnologías de secuenciación, 

aportando una gran información sobre las comunidades microbianas asociadas a 

organismos superiores, así como las funciones de estas comunidades (Lozupone et 

al., 2012). Estas nuevas posibilidades han revolucionado la ecología microbiana, 

porque el análisis de genomas y metagenomas proporciona métodos eficientes para 

abordar el potencial funcional de microorganismos individuales, así como de 

comunidades enteras en sus hábitats naturales (Liu et al., 2012; Venter et al., 2004). 

Hoy en día podemos identificar bacterias, arqueas, hongos, algas y protistas en sus 

hábitats naturales (Maritz et al., 2017; Purahong et al., 2016; Uksa et al., 2015). Las 

tecnologías multi-ómicas, como la metatranscriptómica, metaproteómica, o 

metabolómica brindan información detallada sobre las actividades microbianas en el 

medio ambiente (Knight et al., 2018; Stegen et al., 2018).  

El cultivo de microorganismos, que a menudo se ignoró y subestimó en los últimos 20 

años, ha cobrado nuevamente importancia, ya que tanto el aislamiento de 

microorganismos por técnicas básicas, como la culturómica de alto rendimiento, son 

ahora una parte importante para estudiar los microbiomas (Berg et al., 2020). La 

necesidad de disponer de colecciones de cultivo asociadas a los organismos huésped 

como pueden ser las plantas, son indispensables para poder estudiar en profundidad 

la dinámica de las comunidades microbianas (Bai et al., 2015; Lebeis et al., 2012).   

Los últimos años ha ganado mucha importancia el desarrollo de comunidades 

sintéticas microbianas (SynComs) a partir de las colecciones de cultivo asociadas a 
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cada huésped. La construcción de SynComs es un paso esencial para verificar la 

función del microbioma y para estudiar la interacción entre el microbioma y el 

organismo huésped (Hassani et al., 2018; Ma et al., 2021). El alto potencial de 

combinar múltiples técnicas “ómicas” es el punto de inicio para analizar y conocer en 

profundidad las interacciones entre microorganismos y huésped-microorganismo 

(Knight et al., 2018; Stegen et al., 2018).   

 

2. Las comunidades microbianas asociadas a plantas 

Los microorganismos del suelo tienen un papel indispensable en el crecimiento y 

desarrollo de las plantas. Son cruciales para la descomposición y transformación de la 

materia orgánica, incluyendo la degradación de residuos animales y vegetales, la 

descomposición del humus y el reciclaje, y el aprovechamiento de nutrientes (Ge et al., 

2021). La comunidad microbiana del suelo es la fuente de microorganismos para el 

ensamblaje de la microbiota asociada a las plantas (Figura 1). Las propiedades físico 

químicas del suelo, incluidos el pH, la humedad y la composición textural, afectan a los 

microorganismos del suelo, y en consecuencia a los microorganismos que se asocian 

con las plantas (Bai et al., 2022). Las enfermedades de las plantas se han 

correlacionado con cambios en la microbiota del suelo, que debido a un mal uso, 

favorece el crecimiento y desarrollo de microorganismos patógenos para las mismas 

(Cheng et al., 2020).  
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Figura 1. Estructura del ensamblaje del microbioma de la planta, desde el suelo hasta la raíz. Modificado 
de Bai et al., (2022). 

 

La rizosfera comprende la capa de suelo de 1 mm de espesor que rodea las raíces de 

las plantas. Se caracteriza por altas concentraciones de exudados orgánicos, la 

liberación de mucílago de la cubierta y de células de la raíz (Figura 1). Las condiciones 

ambientales para las bacterias de la rizosfera difieren de las del suelo con respecto al 

pH, el agua, el oxígeno y el contenido en nutrientes, la composición y las 

concentraciones de los sustratos de crecimiento bacteriano, y la presencia de 

compuestos antimicrobianos y hormonas vegetales (DeAngelis et al., 2009; Hinsinger 

et al., 2009). Las comunidades bacterianas de la rizosfera también afectan el 

crecimiento de las plantas, inducen resistencia sistémica o inhiben directamente a los 

organismos fitopatógenos y contribuyen en el ciclo de nutrientes a través de la 

solubilización de los minerales del suelo (DeAngelis et al., 2009; Lopes et al., 2016; 

Reinhold-Hurek et al., 2015). Las condiciones dentro de la rizosfera seleccionan 

poblaciones microbianas específicas, que a menudo tienen una menor riqueza de 

especies y uniformidad (Bakker et al., 2012; Bulgarelli et al., 2012; Dawson et al., 

2017; Lundberg et al., 2012; Peiffer et al., 2013; Schöps et al., 2018; Shi et al., 2015).  

Las plantas viven de forma natural en asociación con una amplia variedad de 

microorganismos del suelo, que pueden clasificarse como patógenos, comensales o 

beneficiosos en función del impacto que causen en la planta huésped. Los impactos 

causados por estos, pueden ser generalizados o específicos de especies de plantas 
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(Delaux & Schornack, 2021). Las bacterias y los hongos en simbiosis con la planta 

huésped, pueden tener funciones beneficiosas ya que estimulan sustancias 

reguladoras del crecimiento, aumentan la fotosíntesis, mejoran la tolerancia al estrés y 

aumentan la resistencia a plagas. Algunos de estos microorganismos inducen 

resistencia sistémica a hongos, bacterias, virus y, nemátodos (Figura 1) (Berlanga-

Clavero et al., 2022; Hang et al., 2022; Herpell et al., 2023; Sun et al., 2022; Tian et al., 

2020).   

 

3. Efecto del cambio climático sobre las comunidades microbianas 

Los microorganismos tienen funciones clave en el ciclo del carbono y los nutrientes, la 

salud animal (incluida la humana) y vegetal, la agricultura y la red alimentaria mundial. 

Los microorganismos viven en todos los entornos de la Tierra, y aunque son cruciales 

para regular el cambio climático, rara vez son el foco de los estudios sobre el cambio 

climático y no se consideran en el desarrollo de políticas (Cavicchioli et al., 2019). Los 

cambios en las comunidades microbianas del suelo inducidos por el cambio climático 

pueden tener efectos sobre el desarrollo de las plantas y el equilibrio de los ciclos 

biogeoquímicos. Hoy en día, las interacciones entre las plantas y las comunidades 

microbianas del suelo, no se conocen en profundidad ni la velocidad a la que estas 

son capaces de adaptarse al cambio climático (Rudgers et al., 2020).  

Las comunidades microbianas del suelo que están estrechamente relacionadas con 

las plantas pueden estar facilitando o retardando las transiciones de las comunidades 

de plantas y, por tanto, de los microorganismos asociados a ellas (Figura 2A). Las 

comunidades microbianas asociadas a las raíces pueden tener una fuerte influencia en 

la supervivencia de las plantas, la fenología y la expresión de rasgos funcionales 

(Wagner et al., 2014). Debido al calentamiento global, las especies de plantas están 

migrando a elevaciones y latitudes más altas, están variando los estadios de 

crecimiento y floración, y están alterando la expresión de rasgos funcionales. Algunas 

de estas plantas migran, pero posiblemente no lo hace su microbiota asociada (Figura 

2B), y a pesar de que existen pocos estudios, se cree que afecta gravemente a la 

adaptación y el establecimiento de la planta en nuevos ambientes. Otras plantas 

migran con su microbiota asociada, lo que hace que la adaptación y el desarrollo de la 

planta sea mejor (Figura 2C) (Hudson et al., 2011; Nuñez et al., 2009; Parmesan & 

Yohe, 2003; Verheijen et al., 2015; Wolkovich et al., 2012).  
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Figura 2. Variaciones de las interacciones suelo-planta-microorganismo asociados al cambio climático. En 
cada viñeta se representan los posibles cambios que pueden darse entre las interacciones suelo-planta-
microorganismo. Las poblaciones microbianas están representadas con distintas formas y colores 
dependiendo de cada supuesto. 

 

Las comunidades del suelo son muy diversas, así como las funciones que realizan; 

operan en escalas espaciales y temporales muy pequeñas (Fierer & Jackson, 2006; 

Gonzalez et al., 2012), por ello pueden aparecer nuevos microorganismos que 

cambien la comunidad alterando las interacciones suelo-planta-microorganismo de 

forma positiva o negativa (Figura 2D) o incluso que aparezcan nuevos 

microorganismos o poblaciones que desplacen totalmente la comunidad asociada a 

ese suelo y/o planta, resultando en ocasiones en un efecto negativo sobre el huésped 

(Figura 2E) (Palmer et al., 2010; Smit et al., 2001; Steinauer et al., 2015; Treseder, 

2004; Yang et al., 2014).  
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4. Lupinus angustifolius como fuente alternativa de proteína en la Unión 

Europea  

Las Naciones Unidas proyecta, como escenario medio, una población humana de 

9.700 millones y 11.200 millones para mediados y finales del siglo XXI, 

respectivamente (United Nations, 2015). La producción de alimentos deberá aumentar 

aproximadamente un 70% para 2050 y duplicarse o triplicarse para 2100 (Clay, 2011). 

Así pues, el sistema alimentario mundial está bajo múltiples presiones. Los conflictos 

políticos, el agotamiento de recursos naturales, la pérdida de biodiversidad, y las 

consecuencias del cambio climático desafían la sostenibilidad del sistema alimentario, 

mientras la población mundial continúa creciendo (Herrero et al., 2020, 2021). 

El cambio climático plantea una de las mayores amenazas para las sociedades 

humanas y exige acciones inmediatas y coordinadas en todos los sectores 

(Rosenzweig et al., 2020). Los sistemas alimentarios son uno de los contribuyentes 

más importantes al cambio climático (Crippa et al., 2021) y podrían comprometer los 

esfuerzos para lograr los objetivos del Acuerdo de París de 2015 (Clark et al., 2020). 

El último informe del Panel Intergubernamental sobre Cambio Climático muestra que 

este ya ha afectado negativamente la producción de alimentos en todo el mundo y ha 

contribuido a la desnutrición (Hennessy et al., 2022). 

Por todo esto, es necesaria una transformación del sistema alimentario, que abarque 

la producción, el procesamiento, la distribución, la venta al por menor y el consumo, 

para respetar la salud humana y del planeta (Springmann et al., 2018). Los cambios en 

la nutrición hacia dietas más saludables pueden reducir los impactos ambientales, en 

particular cuando los productos animales se reemplazan por tipos de alimentos menos 

intensivos. Uno de esos cambios es el consumo de leguminosas como fuente de 

proteínas (Springmann et al., 2016; Tilman & Clark, 2014).  

Existe una demanda creciente de proteínas derivadas de plantas como componentes 

de alimentos funcionales. Las leguminosas brindan una combinación única de granos 

ricos en proteínas para alimentos y piensos, su cultivo reduce el uso de fertilizantes 

minerales debido a la fijación biológica de nitrógeno, mejoran los sistemas de cultivo 

en términos de reducción de plagas y enfermedades, mejoran la calidad del suelo y 

respaldan impactos ambientales positivos, como la reducción de las emisiones de 

gases efecto invernadero y el aumento de la biodiversidad (Zander et al., 2016). La 

Unión Europea (UE) destacó ya en 2015 la importancia de aumentar la producción 

nacional de cultivos de leguminosas (European Commission, 2020; Häusling, 2011). 

Se plantearon dos razones: la necesidad de reducir la dependencia de la UE de las 
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importaciones de soja del continente americano, y la importancia de reducir los 

impactos ambientales negativos asociados con la producción intensiva de cereales. 

Entre las leguminosas de la familia Fabaceae destaca Lupinus angustifolius (lupino 

azul o de hoja estrecha) como candidato a la sustitución de la soja debido a su 

extensa distribución a nivel mundial (Abraham et al., 2019). Las variedades dulces de 

esta planta se cultivan desde hace mucho tiempo en diversas partes del mundo como 

Europa, América del Sur y Australia (Ferchichi et al., 2021; Vogelsang-O’Dwyer et al., 

2020). Hay alrededor de 200 variedades de Lupinus, pero sólo cuatro de estas se 

cultivan hoy para el consumo humano o animal. Estos son: Lupinus albus L. (lupino 

blanco), Lupinus angustifolius L. (lupino azul o de hoja estrecha), Lupinus luteus L. 

(lupino amarillo), y Lupinus mutabilis L. (lupino andino) (Aguilar-Acosta et al., 2020; 

Andor et al., 2016). En concreto, Lupinus angustifolius L., planta objeto de estudio en 

este trabajo, es una leguminosa con propiedades nutricionales y bioactivas muy 

interesantes, con un potencial elevado para la nutrición humana (Khan et al., 2015; 

Lima-Cabello et al., 2018). Es una planta autóctona del continente europeo, pero tiene 

una elevada resistencia para ser cultivada en suelos y climas diferentes de los nativos, 

por lo que presenta una alta resiliencia al cambio climático (Kohajdova et al., 2011).  

 

5. El género Micromonospora y su interacción con las plantas 

Micromonospora es una actinobacteria que ha sido frecuentemente aislada de 

distintos tejidos de plantas, en especial leguminosas (Benito et al., 2022; Riesco et al., 

2022b; Trujillo et al., 2010). Su interacción con la planta ha sido estudiada 

ampliamente (Alonso-Vega et al., 2012; Benito et al., 2017, 2022; Ortúzar, 2017; 

Ortuzar et al., 2020; Riesco et al., 2022a; Trujillo et al., 2010, 2014), y aunque sea un 

microorganismo que no forme parte del microbioma central de ninguna leguminosa 

(Brown et al., 2020; Dai et al., 2020; Hartman et al., 2017; Wahdan et al., 2021; Wang 

et al., 2022), se ha podido comprobar su fuerte interacción con las bacterias 

responsables de la fijación del nitrógeno, formando una relación tripartita planta-

rizobio-Micromonospora (Benito et al., 2017). Se trata de un género cosmopolita capaz 

de habitar en distintos ambientes como suelo o aire, además de leguminosas.  

La modificación genética de Micromonospora permitió su detección dentro de los 

tejidos internos de nódulos de varias leguminosas a través de microscopía de 

fluorescencia e inmunoelectrónica (Benito et al., 2017; Trujillo et al., 2010), además, se 
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ha visto la capacidad de alguna cepa de dicho microorganismo de viajar desde las 

raíces hasta las hojas por el interior de la planta (Benito et al., 2022). 

Varios estudios han demostrado que las cepas de Micromonospora degradan 

polímeros vegetales y tienen un papel importante en la renovación de materia orgánica 

(de Menezes et al., 2008; Ichiwaki et al., 2017). La capacidad de Micromonospora para 

infectar y colonizar distintas especies de leguminosas y actuar como promotora del 

crecimiento ya ha sido descrita. Esta bacteria es capaz de degradar polímeros 

vegetales, producir metalóforos, ácido indol-3-acético y sintetizar ACC desaminasa 

(Benito et al., 2022; Ortúzar, 2017; Ortúzar et al., 2020). Se ha comprobado que dicho 

microorganismo promueve la nodulación sin interferir negativamente con la bacteria 

fijadora de nitrógeno y que además se da una relación tripartita beneficiosa para la 

planta (Benito et al., 2017; Martínez-Hidalgo et al., 2015; Trujillo et al., 2014). 

Recientemente se analizó el genoma de 74 cepas de Micromonospora para identificar 

qué características podrían estar involucradas en la interacción entre dicho 

microorganismo y la planta huésped. Se identificaron unas firmas genómicas que 

podrían ayudar a seleccionar aquellas cepas con la mayor probabilidad de colonizar la 

planta con éxito y contribuir a su bienestar (Riesco et al., 2022a).  

Las comunidades microbianas asociadas a las plantas se ven influenciadas por 

diversos factores como son el genotipo/especie del huésped, el tipo de suelo, 

compartimento de la planta y estación climática, entre otros. Separar estos factores 

para saber cuáles son los que más influyen en la asociación de microorganismos a las 

plantas es una tarea muy complicada puesto que ninguno se da de forma 

independiente. En el primer capítulo de esta tesis doctoral, se abordó esta temática 

estudiando las variaciones estacionales y geográficas en la microbiota del suelo, y 

caracterizando el microbioma asociado a la planta Lupinus angustifolius en diferentes 

condiciones de cultivo mediante una metodología independiente de cultivo. En el 

segundo capítulo, el objetivo fue el aislamiento e identificación molecular de la 

comunidad bacteriana presente en los distintos tejidos de la planta y la creación de 

una colección de cepas asociada al microbioma de L. angustifolius. En el tercer y 

último capítulo de esta tesis doctoral se trató de descifrar las interacciones de 

Micromonospora con su planta huésped y el microbioma asociado, empleando para tal 

fin la información obtenida en los capítulos anteriores. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Influencia del cambio climático en los ecosistemas 

El suelo presenta uno de los ecosistemas más diversos de nuestro planeta y cuando 

se combina con la influencia de las plantas y la fauna, así como con los cambios en la 

humedad, la temperatura y los estados redox fluctuantes, el entorno resulta muy 

dinámico. Sin embargo, el cambio climático está introduciendo cambios extremos en 

estos ecosistemas con consecuencias desconocidas sobre la estabilidad y la 

resiliencia del suelo (Kuzyakov & Blagodatskaya, 2015; Norby et al., 2016), y está 

alterando la distribución de especies y al mismo tiempo modificando las interacciones 

entre organismos (Van der Putten, 2012). 

A lo largo del siglo pasado, los niveles de CO2 aumentaron constantemente y debido a 

las variaciones de las temperaturas globales, se prevé un cambio en el clima siguiendo 

unos patrones cada vez más extremos (Langley & Hungate, 2014). En la Figura 3 

pueden observarse los impactos directos derivados del cambio climático, que han sido 

estudiados en profundidad, y son: niveles elevados de dióxido de carbono atmosférico, 

temperatura elevada, aumento de la sequía destacando la desertización, aumento de 

las precipitaciones y/o inundaciones, aumento del deshielo y por consiguiente de la 

cantidad de agua salada, y mayor influencia de incendios (Bérard et al., 2015; Sheik et 

al., 2011; Tarnocai et al., 2009). Estos impactos directos tienen a su vez un impacto 

indirecto en los ecosistemas, ya que afectan a los ciclos biogeoquímicos, a la 

diversidad de especies y a las interacciones suelo-planta-microorganismo.  
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Figura 3. Respuestas microbianas del suelo al cambio climático. Se han representado los impactos 
directos e indirectos que provoca el cambio climático en los ecosistemas. En el centro del diagrama se 
representa una comunidad microbiana del suelo; bacterias (rojo), arqueas (azul) e hifas de hongos (verde) 
en ausencia de los factores asociados al cambio climático. Alrededor del centro se muestran los factores 
que afectan de forma directa al ecosistema, cuando los microorganismos se representan de color naranja, 
verde o morado significa que ha habido un cambio en la comunidad microbiana. A su vez, los aumentos o 
disminuciones en el carbono orgánico del suelo (SOC) se indican mediante flechas blancas hacia arriba y 
abajo, respectivamente (Modificado de Jansson & Hofmockel, 2020). 

 

Varios estudios han demostrado que cuando aumenta el CO2 ambiental, hay 

variaciones relacionadas con el ciclo del carbono y del nitrógeno, modificando la 

fijación de ambos elementos, el metabolismo del metano, y un incremento de la 

nitrificación y desnitrificación. Estos efectos a largo plazo en las reservas de carbono y 

nitrógeno del suelo, también dependen de la disponibilidad de agua y nutrientes que 

influyen en la fotosíntesis, la descomposición microbiana y la acumulación neta de 

carbono en el suelo (Hayden et al., 2012; Yu et al., 2018). Los cambios derivados del 

aumento de las concentraciones de CO2, se ven incrementados cuando intervienen 

otras variables ambientales importantes como son: la temperatura, las precipitaciones 

y la disponibilidad de nutrientes.  



Capítulo I | Introducción | Página 27 

La temperatura determina las tasas de crecimiento de los microorganismos. Algunas 

respuestas fisiológicas de los microorganismos a temperaturas más altas incluyen 

cambios en las composiciones lipídicas de las membranas celulares para reducir la 

fluidez de la membrana y la expresión de proteínas de choque térmico (Melillo et al., 

2017; Romero-Olivares et al., 2017; Schindlbacher et al., 2011). Además, otros 

estudios muestran que hay variaciones en la respiración microbiana debido al aumento 

de temperaturas y esto ocasiona una variación indirecta en el aumento de carbono del 

suelo (Allison & Treseder, 2008; Guo et al., 2018).  

Una de las consecuencias más graves del calentamiento global es el deshielo de los 

reservorios de agua dulce de los polos y por consecuencia el aumento de agua salada 

y del nivel del mar. Además, uno de los principales problemas es el deshielo de los 

suelos de permafrost en el Ártico, los cuales son un reservorio enorme de carbono y al 

deshelarse ese carbono es liberado a la atmósfera, retroalimentando así el aumento 

de cambio climático (Heimann & Reichstein, 2008; Turetsky et al., 2019). 

La sequía se considera una de las principales consecuencias del cambio climático en 

los ecosistemas, ya que se prevé que en las próximas décadas haya un aumento de la 

desertificación en las regiones semiáridas o áridas (Cook et al., 2015; Huang et al., 

2016). Como consecuencia derivada de la sequía se provocará una disminución de las 

funciones microbianas que son importantes para el correcto desarrollo del ecosistema. 

Los microorganismos del suelo han desarrollado diversas estrategias fisiológicas para 

hacer frente al estrés por sequía, tales como la osmorregulación, la latencia o la 

activación y la síntesis de enzimas extracelulares (Barnard et al., 2013; Boot et al., 

2013; Kakumanu et al., 2013). 

En contraposición, existen zonas donde se está experimentando un aumento en la 

humedad del suelo debido a inundaciones y/o precipitaciones severas erráticas. Esto 

da como resultado una reducción de la capa de nieve y un aumento de los ciclos de 

congelación-descongelación (Sorensen et al., 2016). También, a medida que aumenta 

la humedad del suelo, los poros se llenan de agua y se vuelven anaeróbicos, 

liberándose metano y óxido nitroso (Gedney et al., 2004; Chowdhury et al., 2019).  

Los incendios están aumentando globalmente en frecuencia y/o intensidad como 

resultado de temporadas de incendios prolongadas y más sequías combinadas con 

prácticas insostenibles de gestión de la tierra (Knelman et al., 2019). Además del 

aumento de emisiones de CO2, cuando la capa orgánica del suelo se quema puede 

generar más calor, y en suelos con mayor contenido en humedad, el calentamiento del 

suelo puede retrasarse, pero puede matar más microorganismos. Por su parte, los 
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incendios extremadamente intensos también pueden destruir la estructura de los 

agregados y reducir la aireación del suelo (Hart et al., 2005; Hui et al., 2015; Nave et 

al., 2011). Las consecuencias posteriores al incendio incluyen la degradación de la 

tierra y la erosión, lo que agrava los efectos sobre los ecosistemas del suelo y, 

además, el fuego también reduce las reservas de carbono y nitrógeno del mismo. 

Como consecuencia de todo esto, se ha demostrado que la biomasa microbiana 

disminuye después de un incendio debido al agotamiento de los recursos para 

mantener el crecimiento microbiano (Hinojosa et al., 2016). 

Por todo esto, y como ya se ha indicado anteriormente, uno de los principales 

problemas procedente de estos impactos directos del cambio climático sobre los 

ecosistemas, son las variaciones en las interacciones suelo-planta-microorganismo. 

Conocer y estudiar dichas interacciones es necesario para entender y mitigar los 

impactos indirectos derivados del cambio climático. 

 

1.2. Impacto geográfico en las plantas y sus comunidades microbianas  

La distribución geográfica de las especies de plantas está determinada por una serie 

de factores bióticos y abióticos, así como por las interacciones entre ellos que, en 

última instancia, delimitan las áreas de distribución de las especies en todo el mundo. 

Estos mismos factores pueden actuar en conjunto para impulsar la diferenciación 

adaptativa entre poblaciones que pertenecen a la misma especie de planta, este 

fenómeno se conoce como adaptación local. Hay trabajos que han hablado sobre la 

ventaja de adaptación de los genotipos locales sobre los no locales en muchas 

especies de plantas (Ellis et al., 2021; Leimu & Fischer, 2008; Postma & Ågren, 2016; 

Thiergart et al., 2020). 

La relación entre la variación basada genéticamente en el fenotipo y los factores 

ambientales pueden sugerir causas de selección diferentes, pero están determinados 

por el clima, las propiedades físico-químicas del suelo y el microbioma del mismo 

(Durán et al., 2022).  Es difícil desvincular el efecto de las propiedades físico-químicas 

del suelo del efecto del microbioma, e identificar las variables climáticas que más 

contribuyen a la diferenciación adaptativa de las poblaciones (Hou et al., 2021; Lu et 

al., 2018; Van Nuland et al., 2021). Sin embargo, variaciones en el microbioma del 

suelo pueden impulsar la diferenciación adaptativa entre las poblaciones de plantas. 

La interacción con los microorganismos puede afectar en las estimaciones de la 

adaptación local de las plantas, aunque los efectos pueden variar entre entornos 

(Petipas et al., 2020). 
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Las condiciones ambientales también inducen la variación geográfica en las 

comunidades microbianas del suelo. Varios estudios identificaron un vínculo entre el 

ensamblaje de la comunidad microbiana y la distribución del huésped (Brundrett & 

Tedersoo, 2018; U’Ren et al., 2019), lo que sugiere que la historia evolutiva entre los 

simbiontes de la raíz y sus plantas huésped han dado forma a las poblaciones de 

plantas en todo el mundo (Tedersoo et al., 2020). Además, de la importancia en las 

relaciones entre los conjuntos de comunidades microbianas y la latitud (Thiergart et al., 

2020; Větrovský et al., 2019) o las propiedades fisicoquímicas del suelo (Fierer & 

Jackson, 2006). Por ejemplo, se demostró que las variables climáticas explican la 

distribución global de los hongos comunes del suelo, así como la composición y 

diversidad de las comunidades fúngicas, mejor que los factores edáficos como el pH 

del suelo o la densidad aparente (Tedersoo et al., 2014; Větrovský et al., 2019). Por el 

contrario, el pH del suelo se identificó repetidamente como la variable principal que 

explica la diferenciación de la comunidad bacteriana en el suelo a escalas espaciales 

grandes y pequeñas (Fierer & Jackson, 2006; Karimi et al., 2018; Rousk et al., 2010). 

 

1.3. Composición de las comunidades microbianas asociadas a las plantas 

 En la naturaleza, las plantas cohabitan con microorganismos tales como arqueas, 

bacterias, hongos y protistas, además de virus y, que se denominan de forma conjunta 

microbiota vegetal. Estos forman consorcios microbianos complejos y afectan al 

crecimiento de la planta y su productividad (Berendsen et al., 2012; Buée et al., 2009; 

Lindow & Brandl, 2003; Vorholt, 2012). Las plantas por su parte han desarrollado 

mecanismos propios contra el estrés biótico y abiótico, aunque también dependen de 

su microbiota vegetal para sobrevivir y defenderse de dichos factores (Turner et al., 

2013). Entre los efectos beneficiosos que la microbiota tiene sobre la planta se 

encuentran la supresión de enfermedades, preparación del sistema inmunológico de la 

planta, inducción de resistencia sistémica, aumento de la captación de nutrientes, 

mayor tolerancia al estrés abiótico o adaptación a las variaciones ambientales (Haney 

et al., 2015; Mendes et al., 2011; Ritpitakphong et al., 2016; Rolli et al., 2015; Van der 

Ent et al., 2009; Van der Heijden et al., 2016; Zamioudis et al., 2015). Las 

interacciones entre las plantas y sus comunidades microbianas asociadas no son 

unidireccionales, ya que la planta huésped también proporciona metabolitos a los 

microrganismos asociados. Esto da como resultado la adaptación de microrganismos 

a distintos nichos especializados y puede tener un efecto positivo (mutualismo), neutral 
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(comensalismo) o perjudicial (patogénico) en la interacción con la planta (Hassani et 

al., 2018; Thrall et al., 2007). 

La asociación de la comunidad bacteriana con las plantas no es aleatoria, por el 

contrario, están controladas por reglas de ensamblajes específicas (Bulgarelli et al., 

2013; Reinhold-Hurek et al., 2015; Vorholt, 2012). Las comunidades bacterianas de las 

plantas, se ven influenciadas por factores como el tipo de suelo, compartimento de la 

planta, genotipo/especies del huésped, sistema inmunitario de la planta, variación de 

características de la planta/etapa de desarrollo y tiempo de residencia/temporada (Bai 

et al., 2015; Bodenhausen et al., 2013, 2014; Bouffaud et al., 2014; Boulard et al., 

2020; Bulgarelli et al., 2012, 2015; Cardinale et al., 2015; Chaparro et al., 2014; 

Copeland et al., 2015; Dombrowski et al., 2017; Donn et al., 2015; Edwards et al., 

2015; Horton et al., 2014; Kembel et al., 2014; Lebeis et al., 2015; Leff et al., 2015; 

Lundberg et al., 2012; Maignien et al., 2014; Ofek-Lalzar et al., 2014; Peiffer et al., 

2013; Rastogi et al., 2012; Redford et al., 2010; Redford & Fierer, 2009; Schlaeppi et 

al., 2014; Shi et al., 2015; Tkacz et al., 2015; Zarraonaindia et al., 2015). En la 

naturaleza hay descritos una gran cantidad de filos bacterianos y a pesar de ello, la 

microbiota bacteriana de las plantas está dominada por tres filos principales 

(Pseudomonadota, Actinomycetota y Bacteroidota) tanto en los tejidos de las plantas 

superficiales como subterráneos (Bulgarelli et al., 2013; Hacquard et al., 2015; Hassani 

et al., 2018). Se ha descrito una superposición entre los miembros de la comunidad 

asociados a la raíz y la hoja a nivel de OTU (unidad taxonómica operativa) en diversas 

plantas como vid y la planta modelo Arabidopsis thaliana (Bai et al., 2015; 

Bodenhausen et al., 2013; Coleman-Derr et al., 2016; Wagner et al., 2016; 

Zarraonaindia et al., 2015). A pesar de las similitudes estructurales observadas entre 

las comunidades bacterianas asociadas a hojas y raíces en A. thaliana, la 

secuenciación del genoma de toda la colección de cultivos y la recolonización de 

plantas libres de gérmenes, revelaron que los miembros de la microbiota asociada al 

huésped están especializados y adaptados a sus respectivos órganos vegetales afines 

(Bai et al., 2015).  

Aunque la microbiota fúngica de las plantas ha sido menos estudiada, los métodos 

independientes de cultivo (metagenómica) han revelado una asombrosa diversidad de 

hongos que colonizan los tejidos de las plantas, siendo los principales filos 

Ascomycota y Basidiomycota (Hardoim et al., 2015; Jumpponen & Jones, 2009; Toju 

et al., 2013). En las raíces los hongos arbusculares y ectomicorrícicos han sido 

ampliamente estudiados, pero los datos recientes indican que otros hongos endófitos 

también representan una fracción importante de la microbiota de la raíz fúngica (Bonito 
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et al., 2014; Santos-Medellín et al., 2017; Toju et al., 2013).  Al igual que las bacterias, 

la estructura de las comunidades fúngicas asociadas a las plantas no es aleatoria 

(Davison et al., 2011; Lê Van et al., 2017; Toju et al., 2014) y varía según el tipo de 

suelo, el compartimento de la planta, las especies de plantas o las estaciones (Bálint 

et al., 2013; Coince et al., 2014; Coleman-Derr et al., 2016; Cordier et al., 2012; Gottel 

et al., 2011; Shakya et al., 2013). En comparación con la microbiota bacteriana, las 

comunidades fúngicas establecidas en el suelo y en las raíces de las plantas parecen 

estar más sujetas a variaciones estocásticas (Lekberg et al., 2012; Powell et al., 2015;  

Wang et al., 2013) y responden de manera diferente a los factores ambientales (Rousk 

et al., 2009; Thomson et al., 2015; Vacher et al., 2016). La limitación de la dispersión y 

el clima explican la distribución biogeográfica global de los hongos, favoreciendo un 

alto endemismo en las poblaciones fúngicas (Hacquard, 2016; Peay et al., 2010; 

Talbot et al., 2014; Tedersoo et al., 2014).  
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2. OBJETIVOS 

Las comunidades microbianas asociadas a las plantas se ven influenciadas por 

diversos factores como son el genotipo/especie del huésped, el tipo de suelo, 

compartimento de la planta y estación climática, entre otros. Separar estos factores 

para saber cuáles son los que más influyen en la asociación de microorganismos a las 

plantas es una tarea muy complicada puesto que ninguno se da de forma 

independiente. En este capítulo se intentó dilucidar la influencia de alguno de dichos 

factores, y para ello se diseñaron los siguientes objetivos: (1) Estudio de las 

variaciones estacionales y geográficas en la microbiota del suelo, y (2) 

Caracterización del microbioma asociado a la planta Lupinus angustifolius en 

diferentes condiciones de cultivo. Para poder cumplir dichos objetivos generales, se 

propusieron los siguientes objetivos específicos: 

1. Estudio de la microbiota bacteriana y fúngica de dos tipos de suelo.  

2. Análisis metagenómico de las poblaciones fúngicas y bacterianas del suelo en 

las diferentes estaciones climáticas: primavera, verano, otoño e invierno.  

3. Caracterización de la microbiota bacteriana asociada a L. angustifolius, en 

distintos compartimentos de la planta: asociados a la raíz (rizosfera, raíces y 

nódulos) y filosfera. 

4. Comparación de la microbiota bacteriana de L. angustifolius en dos 

condiciones de cultivo: campo (plantas silvestres) e invernadero (condiciones 

controladas). 

5. Co-ocurrencia de las poblaciones fúngicas y bacterianas en el suelo y rizosfera.  

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I | Resultados | Página 33 

3. RESULTADOS 

3.1. La microbiota bacteriana asociada a Lupinus angustifolius 

3.1.1. Características físico-químicas de los suelos y condiciones climáticas 

La textura de los dos suelos indicaba los diferentes materiales a partir de los cuales se 

desarrollaron. El suelo de Cabrerizos se desarrolló sobre arenisca y contenía grandes 

cantidades de arena (80%) y limo (6%), lo que dio lugar a una clase textural franco 

arenosa. Los suelos de Salamanca se desarrollaron sobre pizarras, tenían cantidades 

moderadas de arena (46%) y mayores cantidades de limo (39%) coincidiendo con una 

clase textural franca. En la Tabla 1 pueden observarse las propiedades físico-químicas 

medidas (ver Tabla S1 - Anexo I con valores por triplicado). El pH de los suelos fue 

~7,98 para Cabrerizos y ~6,6 para Salamanca. Se registraron cantidades elevadas de 

Zn, Ca y K en los suelos de Cabrerizos, mientras que el Mn y Fe fueron mayores en 

las muestras de Salamanca. La cantidad de fosfato inorgánico fue muy diferente, 

siendo casi el doble en el suelo de Salamanca (4,3 - 5,1 mg/kg) en comparación con 

Cabrerizos (2,1 - 2,8 mg/kg). Ambos suelos presentaron valores bajos de nitrógeno 

(0,06 - 0,1%). 

 

Tabla 1. Propiedades físico-químicas de los suelos de Cabrerizos y Salamanca.  

  Cabrerizos Salamanca 

Mn (mg/kg) 5,26 9,11 

Fe (mg/kg) 2,01 6,78 

Cu (mg/kg) 0,70 0,26 

Zn (mg/kg) 0,48 0,09 

P (mg/kg) 2,54 4,80 

Mg (mg/kg) 186,00 251,68 

K (mg/kg) 195,95 22,40 

Ca (mg/kg) 2.860,35 1.124,80 

Materia orgánica (%) 0,93 0,68 

Carbono orgánico (%) 0,54 0,39 

N (%) 0,06 0,10 

pH 7,98 6,66 

Arena (%) 79,96 46,09 

Limo (%) 6,07 38,54 

Arcilla (%) 13,97 15,37 

 



Página 34 | Resultados | Capítulo I 

Las muestras de suelo se recogieron en las anualidades 2020 y 2021, en las cuatro 

estaciones climáticas; correspondiendo con los días 7 de los meses de mayo 2020 

(primavera), noviembre 2020 (otoño), febrero 2021 (invierno) y el 30 de julio de 2021 

(verano). Se seleccionaron días, en los que la semana previa no hubo precipitaciones. 

Dichos días estaban en la media de todos los valores meteorológicos registrados en 

cada mes (Tabla S2 - Anexo I).  

 

3.1.2. Diversidad de las comunidades bacterianas 

El número de lecturas válidas totales para el gen ARN 16S de las muestras de suelo 

fue 1.022.833, siendo la media de 42.618. La muestra de Cabrerizos con mayor 

número de lecturas fue la de primavera (61.398), mientras que para Salamanca fue la 

de otoño (51.177). El menor número de lecturas correspondió a las muestras de suelo 

de invierno con 32.584 y 28.674 para Cabrerizos y Salamanca, respectivamente 

(Tabla 2). Las lecturas detalladas de todas las muestras y todas las réplicas se 

proporcionan la Tabla S3 (Anexo I). 

Tabla 2. Lecturas de las muestras de suelo de los perfiles de ARNr 16S. 

Muestra Localización Estación Lecturas válidas 

SPC Cabrerizos Primavera 61.398 

SVC Cabrerizos Verano 34.273 

SOC Cabrerizos Otoño 50.203 

SIC Cabrerizos Invierno 32.584 

SPS Salamanca Primavera 50.469 

SVS Salamanca Verano 32.167 

SOS Salamanca Otoño 51.177 

SIS Salamanca Invierno 28.674 

 

El número de lecturas que se obtuvieron en las muestras de todos los compartimentos 

de la planta fue 1.093.006, siendo la media por compartimento (por muestra): 53.315, 

8.595, 29.061 y 113, para rizosfera, raíces, nódulos y hojas respectivamente, para 

ambas localizaciones. Las muestras de rizosfera presentaron el mayor número de 

lecturas, mientras que las muestras de hojas fueron las más bajas (Tabla 3). La 

información detallada de todas las lecturas se recoge en la Tabla S4 (Anexo I). 
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Tabla 3. Lecturas válidas del perfil bacteriano de las muestras de los compartimentos de la planta. Los 
compartimentos de la planta se dividen en rizosfera, raíces, nódulos y hojas; en las localizaciones de 
Cabrerizos y Salamanca; y las condiciones de cultivo de las muestras campo o invernadero.  

Muestra Compartimento Localización Condiciones cultivo Lecturas válidas 

RCC Rizosfera Cabrerizos Campo 66.809 

RIC Rizosfera Cabrerizos Invernadero 51.615 

RCS Rizosfera Salamanca Campo 45.754 

RIS Rizosfera Salamanca Invernadero 49.084 

RACC Raíces Cabrerizos Campo 2.163 

RAIC Raíces Cabrerizos Invernadero 18.042 

RACS Raíces Salamanca Campo 2.504 

RAIS Raíces Salamanca Invernadero 11.670 

NCC Nódulos Cabrerizos Campo 30.550 

NIC Nódulos Cabrerizos Invernadero 30.150 

NCS Nódulos Salamanca Campo 35.735 

NIS Nódulos Salamanca Invernadero 19.808 

HCC Hojas Cabrerizos Campo 136 

HIC Hojas Cabrerizos Invernadero 112 

HCS Hojas Salamanca Campo 73 

HIS Hojas Salamanca Invernadero 132 

 

La diversidad alfa de todas las muestras se calculó mediante el empleo de varios 

índices, que incluían Shannon, Simpson y Chao, entre otros (Tablas S5 y S6, Anexo I). 

En los suelos de Cabrerizos, según el índice de Shannon, la diversidad alfa fue 

significativamente mayor (P<0,0001) en las muestras de invierno, seguido en orden 

descendente de las muestras de primavera, otoño y verano. Para Salamanca, la 

diversidad alfa más alta (P<0,0001) correspondió a las muestras de primavera, 

seguidas de las de verano, otoño e invierno (Figura 4A).  

En todas las muestras de los distintos compartimentos de la planta se vio un gradiente 

decreciente de diversidad alfa comenzando por las muestras de rizosfera, raíces, 

hojas y nódulos. Las muestras de rizosfera fueron significativamente las más diversas 

de todos los compartimentos. En todos los compartimentos de la planta destacaron las 

muestras de Cabrerizos sobre las de Salamanca (P<0,0001) (Figuras 4B).  
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Figura 4. Diagramas de diversidad alfa bacteriana. A) Representación del índice de Shannon de las 
muestras de suelo. B) Representación del índice de Shannon de las muestras de los compartimentos de 
la planta. Las letras sobre los diagramas de caja indican la agrupación de la muestra a una significancia 

de P<0,0001.   
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Para comparar las comunidades bacterianas entre suelos y compartimentos de la 

planta se representaron las matrices de distancia de diversidad beta utilizando el 

análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en Bray-Curtis. Las comunidades 

bacterianas del suelo se separaron según la localización de recogida de muestras a lo 

largo del primer eje (38,3%), mientras que el segundo eje (23,2%) diferenció entre las 

cuatro estaciones (Figura 5). Se observó poca variación entre las muestras recogidas 

en las distintas estaciones climáticas del suelo de Cabrerizos, aunque las muestras de 

invierno aparecían ligeramente separadas del resto. En el caso de los suelos de 

Salamanca, se observó más variación siendo los de otoño y verano los que mostraron 

mayores diferencias (P=0,001).  

 

Figura 5. Análisis de coordenadas principales (PCoA) de las diferencias Bray-Curtis de las comunidades 
bacterianas de los suelos analizados.  

 

Las comunidades bacterianas de los compartimentos de la planta se separaron en la 

primera coordenada por condiciones de cultivo, mientras que la segunda coordenada 

diferenciaba por la localización de las muestras. Los PCoA de rizosfera, raíces, 

nódulos y hojas representan el 55,95, 58,66, 91,67 y 72,09 % respectivamente, de la 

inercia total del conjunto de datos. Se observó que las muestras de los 

compartimentos relacionados con la raíz (rizosfera, raíces y nódulos) seguían un 

patrón teniendo en cuenta el tipo de suelo y las condiciones de cultivo. Dicho patrón se 
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hizo más notable en las muestras de raíz y nódulos, mientras que no se detectó en las 

hojas. Las muestras asociadas a raíz se separaron de forma clara según el tipo de 

suelo, y mientras que las muestras de invernadero se separaron según la localización 

(coordenada 2), las muestras de campo de ambas localizaciones se mantenían en un 

mismo grupo (P=0,001) (Figura 6A). Por el contrario, en las muestras de hojas las 

diferencias mencionadas anteriormente no son significativas para el resultado del 

PERMANOVA (P=0,001). Cuando se combinaron todos los compartimentos de la 

planta en el mismo PCoA las muestras se agruparon significativamente según los 

compartimentos de la planta, excepto las muestras de raíces y rizosfera (Figura 6B). Al 

combinar las muestras de suelo y los compartimentos de planta en un PCoA, se 

separaron todas las muestras según el compartimento de forma significativa para un 

P=0,001 (Figura S1 – Anexo I).  
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Figura 6. Análisis de coordenadas principales (PCoA) de las diferencias Bray-Curtis de las comunidades 
bacterianas en los compartimentos de la planta. A) PCoA de cada compartimento de la planta 
representado de forma individual teniendo en cuenta las condiciones de cultivo y la localización. B) PCoA 
de todos los compartimentos de la planta teniendo en cuenta la localización y las condiciones de cultivo. 
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3.1.3. Análisis a nivel de OTUs 

Utilizando un umbral de similitud de >97% de identidad de secuencia, la proporción de 

unidades taxonómicas operativas (OTUs) bacterianas en los suelos, en las estaciones 

climáticas fue 5.771 y 6.286 para Cabrerizos y Salamanca respectivamente (Tabla 4). 

La distribución de OTUs para los distintos suelos se representó en diagramas de 

Venn, observando que compartían 3.944 OTUs (48,6%) (Figura 7A). La distribución de 

OTUs fue similar para las estaciones correspondientes en ambos suelos, siendo 

comunes para cada localización 1646 (Cabrerizos) y 993 (Salamanca). También se 

observó que el suelo Cabrerizos de invierno tenía el mayor número de OTUs únicas 

(1025), mientras que otoño era el más bajo (211) (Figura 7B). Sin embargo, en 

Salamanca fue en primavera cuando más OTUs únicas se registraron (1203) e 

invierno, cuando menos (282) (Figura 7C). 

 

Tabla 4. Número de OTUs bacterianas en cada uno de los suelos.  

CABRERIZOS     

  Primavera 3.760 

  Verano 2.947 

  Otoño 3.187 

  Invierno 3.979 

SALAMANCA     

  Primavera 4.348 

  Verano 3.240 

  Otoño 2.999 

  Invierno 2.425 

Total Cabrerizos  5.771 

Total Salamanca 6.286 

Total   8.113 
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Figura 7. Diagramas de Venn de la distribución de las OTUs bacterianas en las muestras de suelo. A) 
Distribución de las OTUs en los dos tipos de suelos, y en cada uno de los tipos de suelos por estación 
climática; B) Cabrerizos y, C) Salamanca. 

 

La distribución de OTUs en los distintos compartimentos de la planta, en ambos tipos 

de suelo y condiciones de cultivo, disminuyó siguiendo la secuencia rizosfera, raíces, 

nódulos y hojas. El número de OTUs de las plantas recogidas en el campo fue mayor 

que las cultivadas en invernadero con 4.824 y 3.986 para Cabrerizos y 3.710 y 2.595 

para Salamanca, respectivamente (Tabla 5). La distribución de OTUs se representó en 

diagramas de Venn y ambas localizaciones compartían un total de 3.336 OTUs 

(45,3%) (Figura 8A). Las OTUs compartidas en Cabrerizos y en Salamanca en las 

distintas condiciones de cultivo fueron 2.714 y 1.705 (44,5 y 37,0%, respectivamente) 

(Figuras 8B y 8C). Cuando se estudiaron los compartimentos por separado, el número 

de OTUs para raíces y nódulos era mayor en las plantas cultivadas en el invernadero 

con respecto a las de campo, especialmente en las muestras de Cabrerizos (Figura 

8D; y Figura S2 - Anexo I).  
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Tabla 5. Número de OTUs bacterianas en los compartimentos de la planta, en los distintos tipos de suelo 

y condiciones de cultivo.  

CABRERIZOS       

 CAMPO   

  
 

Rizosfera 4.813 

    Raíces 175 

    Nódulos 63 

    Hojas 21 

 INVERNADERO   

  
 

Rizosfera 3.819 

    Raíces 754 

    Nódulos 391 

    Hojas 36 

Total campo    4.824 

Total invernadero    3.986 

SALAMANCA       

  CAMPO   

  Rizosfera 3.656 

    Raíces 273 

    Nódulos 76 

    Hojas 16 

 INVERNADERO   

   Rizosfera 2.498 

    Raíces 371 

    Nódulos 179 

    Hojas 30 

Total campo    3.710 

Total invernadero    2.595 

Total Cabrerizos   6.096 

Total Salamanca   4.600 

Total   7.360 
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Figura 8. Diagramas de Venn de la distribución de las OTUs bacterianas en los compartimentos de la 
planta. A) Distribución de las OTUs en los dos tipos de suelos.  B) Distribución de las OTUs según las 
condiciones de cultivo en Cabrerizos y C) en Salamanca. D) Distribución de las OTUs según tipo de suelo 
y condición de cultivo en cada uno de los compartimentos de la planta. 
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3.1.4. Abundancia de los taxones bacterianos 

Se identificaron dieciséis filos bacterianos para un corte de abundancia mayor a 0,5% 

(ECT >0,5) en las muestras de suelo en las cuatro condiciones climáticas. Los filos 

que tuvieron una mayor abundancia relativa acumulada en todas las muestras de 

suelo fueron: Pseudomonadota, Acidobacteriota, Actinomycetota, Gemmatimonadota y 

Verrucomicrobiota, representando más del 75% de las OTUs. En todas las estaciones 

de ambos suelos, Cabrerizos y Salamanca, los taxones más abundantes fueron 

Acidobacteriota y Actinomycetota. En el suelo de Cabrerizos en verano destacó como 

el taxón más abundante las Betaproteobacteria (Figura 9A).  

Por debajo de nivel de phylum (Figura 9B), los taxones más abundantes sumando más 

de un 20% de la abundancia total acumulada en los suelos fueron 

Vicinamibacteraceae, Gemmatimonadaceae, Pyrimnomonadaceae, 

Pseudomonadaceae y Gaiellaceae, y también “Pedosphaera”. En ambos suelos 

destacan los géneros Pseudomonas, Gaiella, Tepidisphaera y Sphingomonas. En 

Cabrerizos, además se encontraron en una abundancia acumulada >4% los géneros 

Streptomyces, Nitrospira y Dongia; y en Salamanca Stenotrophobacter y Opitutus. En 

el suelo de Cabrerizos en invierno, y en Salamanca en verano, destaca el género 

Arenimicrobium con un 2,5 y un 1,7% de abundancia respectivamente. 

Bradyrhizobium, el género simbionte de Lupinus angustifolius y responsable de la 

fijación de nitrógeno, se encontró presente en todas las muestras de suelo 

aumentando progresivamente de otoño a verano (Figura S3 – Anexo I).  
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Figura 9. Composición bacteriana de los suelos. A) Abundancias relativas acumuladas de los filos más 
abundantes y clases de Pseudomonadota. B) Taxones más abundantes por debajo de nivel de phylum.  

 

En los compartimentos de la planta se identificaron un total de ocho filos bacterianos 

para una proporción mayor al 0,5%. Los filos que acumularon más del 90% de la 

abundancia total fueron: Pseudomonadota (clases Alphaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria), Berkelbacteria, Amatimonadota y 

Bacillota. El filo Pseudomonadota representó el 79,3% de las OTUs (Figura 10A). Los 

géneros que se encontraron en una abundancia acumulada de todos los 

compartimentos >2% fueron en orden descendiente Bradyrhizobium, Pseudomonas, 

Rhizobium, Sphingomonas y Duganella (Figura 10B).  

Las muestras de rizosfera para ambas localizaciones y condiciones de cultivo tuvieron 

una elevada proporción de los géneros Duganella, Flavobacterium, Massilia, 

Pseudomonas y Sphingomonas. Para ambas localizaciones en las muestras de campo 

destacaron también Mucilaginibacter y Rhizobium, mientras que en las muestras de 
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invernadero fueron los géneros Acidovorax y Methylotonera. En las muestras de 

invernadero de Cabrerizos se encontró en más de un 2,3% Rhizobacter y en las de 

Salamanca, Sphingobium y Stenotrophobacter con un 4,4 y 2,4% respectivamente 

(Figura 10B).  

En el caso de las raíces para ambos suelos y condiciones de cultivo destacaron los 

géneros Bradyrhizobium, Duganella, Flavobacterium, Massilia, Pseudomonas, 

Rhizobium y Sphingomonas. En el caso de las muestras de invernadero se encontró 

en proporciones elevadas Caulobacter (3,8 y 6,5% en Cabrerizos y Salamanca 

respectivamente), mientras que en las de campo fue Variovorax (8,2 y 4,4% en 

Cabrerizos y Salamanca respectivamente) (Figura 10B). 

El género más abundante en los nódulos de las plantas, en ambos suelos, fue 

Bradyrhizobium, en el caso de las muestras de campo con más de un 98% de 

abundancia. Las muestras de nódulos de las plantas cultivadas en invernadero de 

Cabrerizos, incluían además (proporción >1%) los géneros Pseudomonas, 

Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Rhizobacter, Sphingomonas, Rhizobacter, 

Acidovorax y Rhodococcus. En los nódulos de las plantas cultivadas en invernadero 

de Salamanca se identificaron los géneros Pseudomonas, Duganella, Rhizobium, 

Massilia y Caulobacter en una proporción >1% (Figura 10B). 

Los taxones más abundantes de las hojas procedentes de las plantas de campo en 

ambas localizaciones fueron: Pseudomonas, Bradyrhizobium y Rhodococcus (>4% de 

abundancia). En el caso de las plantas de invernadero en ambas localizaciones, se 

registró una abundancia elevada de Streptococcus, Prevotella y Neisseria, sin 

embargo, estos no se detectaron en las muestras de campo (Figura S3 – Anexo I). 
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Figura 10. Composición bacteriana de los compartimentos de la planta. A) Abundancias relativas 
acumuladas de los filos más abundantes y clases de Pseudomonadota. B) Géneros más abundantes en 

los compartimentos de la planta en plantas cultivadas en invernadero y campo, y ambas localizaciones.  
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3.2. Las comunidades fúngicas asociadas a la raíz de L. angustifolius 

3.2.1. Diversidad de las comunidades fúngicas 

El número de lecturas válidas para la secuenciación de la región ITS fue de 797.624 

para las muestras de suelo y 607.708 para las de rizosfera, siendo la media de 

lecturas por muestra 33.234 y 50.642 respectivamente. En el suelo de Cabrerizos la 

muestra con mayor número de lecturas fue la de primavera (34.841), y la menor, la de 

otoño (18.674). Por el contrario, en Salamanca la muestra con mayor número de 

lecturas fue otoño (47.651) y la más baja correspondió a invierno (23.052) (Tabla 6). 

En el caso de la rizosfera para ambas localizaciones fue mayor el número de lecturas 

en las muestras de campo que en las de invernadero (Tabla 6). En las Tablas S3 y S4 

(Anexo I), puede verse en detalle las lecturas de todas las muestras y todas las 

réplicas.  

 

Tabla 6. Lecturas de la región ITS de las muestras de suelo (metagenómica). 

Muestra Compartimento Localización 
Estación/ 

Condición cultivo 
Lecturas válidas 

SPC Suelo Cabrerizos Primavera 34.841 

SVC Suelo Cabrerizos Verano 34.040 

SOC Suelo Cabrerizos Otoño 18.674 

SIC Suelo Cabrerizos Invierno 33.243 

SPS Suelo Salamanca Primavera 41.939 

SVS Suelo Salamanca Verano 47.651 

SOS Suelo Salamanca Otoño 32.436 

SIS Suelo Salamanca Invierno 23.052 

RCC Rizosfera Cabrerizos Campo 62.097 

RIC Rizosfera Cabrerizos Invernadero 42.549 

RCS Rizosfera Salamanca Campo 51.326 

RIC Rizosfera Salamanca Invernadero 46.598 

 

La diversidad alfa de los perfiles ITS fúngicos del suelo y rizosfera también se calculó 

aplicando varios índices (Tablas S5 y S6 - Anexo I). En ambas localidades, el índice 

de Shannon fue significativamente mayor en las muestras de suelo que en las de 

rizosfera (P<0,0001). En el caso del suelo, la diversidad fue similar para todas las 

estaciones climáticas, a excepción de primavera que fue menor en ambas 

localizaciones. En el caso de la rizosfera, las muestras de campo de Cabrerizos, 
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registraron una diversidad significativamente mayor que las de invernadero, mientras 

que en Salamanca ocurrió lo contrario (P<0,0001) (Figura 11). 

 

Figura 11. Diversidad alfa fúngica de las muestras de suelo y rizosfera, correspondiente al índice de 
Shannon. Las letras sobre los diagramas de caja indican la agrupación de la muestra a una significancia 
de P<0,0001.   

 

La comparación entre las comunidades fúngicas de los suelos se hizo representando 

las matrices de distancia de diversidad-β utilizando un PCoA basado en Bray-Curtis. 

Las comunidades fúngicas del suelo se separaron a lo largo del primer eje (22,6%) 

según la localización, mientras que el segundo eje (13,8%) diferenció entre las cuatro 

estaciones climáticas (Figura 12A). Ambos suelos formaron dos grupos bien 

diferenciados, en el caso del suelo de Salamanca se agruparon las muestras de 

primavera y verano y, por otro lado, las de otoño e invierno (P=0,001). Las muestras 

de Cabrerizos se agruparon también por estaciones climáticas, invierno y verano, y 

primavera y otoño. En el caso de las muestras de rizosfera, estas no se separaron ni 

por localización ni por condición de cultivo (Figura 12B). Se analizaron de forma 

conjunta en un análisis de coordenadas principales (PCoA) las muestras de suelo y 

rizosfera, y se distribuyeron en tres grupos bien diferenciados. Por una parte, el suelo 

de Salamanca, por otra el suelo de Cabrerizos, y finalmente todas las muestras de 

rizosfera agrupadas sin distinción entre el tipo de suelo (Figura 12C). Además, en las 

muestras de Salamanca se vio la misma agrupación entre las estaciones climáticas 

que en la Figura 12A, primavera y verano, por un lado, y otoño e invierno por otro.  
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Figura 12. Análisis de coordenadas principales (PCoA) de las diferencias Bray-Curtis de las comunidades 
fúngicas en los distintos compartimentos: A) suelo, B) rizosfera, y C) suelo y rizosfera.  
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3.2.2. Análisis a nivel de OTUs 

Utilizando un umbral de similitud de >97% de identidad de secuencia, la proporción de 

OTUs fúngicas en los suelos, para las cuatro estaciones climáticas fue de 1.408, 

siendo 987 y 1.178 para Cabrerizos y Salamanca respectivamente. El número de 

OTUs totales en la rizosfera fue de 901, siendo 713 en Cabrerizos y 508 en 

Salamanca (Tabla 7). La distribución de las OTUs en los distintos suelos se representó 

en diagramas de Venn, observando que compartían 757 OTUs (53,8%) (Figura 13A). 

Las OTUs comunes fueron 114 y 205 en Cabrerizos y Salamanca respectivamente 

cuando al comparar la distribución de las 4 estaciones (Figuras 13B y 13C). Las 

muestras de rizosfera de las plantas de campo presentaron un mayor número de 

OTUs que las de invernadero para ambos tipos de suelo. En la rizosfera de ambas 

localizaciones se encontraron un total de 320 OTUs comunes, siendo el total de 

ambas 901 (Figura 13D). Las muestras de rizosfera de ambas localizaciones en 

distintas condiciones de cultivo compartieron 90 y 32 OTUs en Cabrerizos y 

Salamanca respectivamente (Figura 13E). 

Tabla 7. Número de OTUs fúngicas en cada uno de los suelos. 

CABRERIZOS     

SUELO  Primavera 342 

  Verano 480 

  Otoño 340 

  Invierno 602 

RIZOSFERA Campo 657 

 Invernadero 364 

SALAMANCA    

 SUELO Primavera 668 

  Verano 601 

  Otoño 624 

 Invierno 504 

RIZOSFERA Campo 354 

 Invernadero 281 

Total Cabrerizos suelo  987 

Total Salamanca suelo 1.178 

TOTAL SUELO  1.408 

Total Cabrerizos rizosfera  713 

Total Salamanca rizosfera 508 

TOTAL RIZOSFERA  901 
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Figura 13. Diagramas de Venn de la distribución de las OTUs fúngicas. A) Distribución de las OTUs de las 
muestras de suelo en las dos localizaciones. B) Distribución de las OTUs por estación climática en 
Cabrerizos. C) Distribución de las OTUs por estación climática en Salamanca. D) Distribución de las 
OTUs de las muestras de rizosfera en los dos tipos de suelos. E) Distribución de las OTUs de rizosfera en 
función de las condiciones de cultivo y tipo de suelo.  
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3.2.3. Abundancia de los taxones fúngicos 

Se identificaron ocho filos fúngicos tomando como referencia un corte de abundancia 

mayor a 0,5% (ECT >0,5) para todas las muestras analizadas (tipo de suelo, 

estaciones climáticas y condiciones de cultivo) (Figura 14A).  

Ascomycota, Mortierellomycota, Glomeromycota, Basidiomycota y Mucuromycota 

fueron los taxones más abundantes en el suelo, representando más del 75% de las 

OTUs. En la rizosfera, los filos Mucuromycota, Ascomycota y Basidiomycota 

representaron más del 90% de los taxones en todas las condiciones de cultivo, 

excepto en las plantas de Cabrerizos cultivadas en invernadero, donde sólo se 

identificó el 65% de las OTUs. En los rangos taxonómicos inferiores, el género 

Mortierella fue el más abundante en la mayoría de las muestras de suelo, 

especialmente en los suelos de otoño de Cabrerizos (34%) y en los suelos de 

primavera de Salamanca (20,8%) (Figura 14A).  

Los suelos de Cabrerizos también contenían altas proporciones (>3%) de miembros 

del orden Pleosporales, familia Nectriaceae (23,3 y 28,2%, invierno y primavera), y los 

géneros Oidiodendron, Dendospora, Fusarium, Funneliformis, Cistella y Geomyces. 

Además del género Mortierella, en los suelos de Salamanca se encontraron en 

abundancias altas los órdenes Pleosporales, Sebacinales, Sordiaromycetes, 

Endogonales, Onygenales, Pezizomycetes, miembros de la familia Ceratobasidiaceae 

y los géneros Entoloma y Coprinelus. Una elevada proporción de las secuencias 

fúngicas no pudo identificarse por debajo del rango de Orden (Figura 14B). 

La mayor proporción de OTUs en las muestras de rizosfera, independientemente de 

las condiciones de cultivo (campo e invernadero), pertenecía al orden Endogonales, 

con un 72,9 y un 94,7% para las plantas de invernadero, en comparación con el 56,1 y 

el 66,2% para las muestras de campo en Salamanca y Cabrerizos, respectivamente. 

Penicillium también se encontró en una alta proporción en las plantas de campo de 

Cabrerizos (4%), mientras que el género Fusarium se encontró en la rizosfera de 

invernadero de Salamanca (3,6%), junto con miembros de la familia 

Ceratobasidiaceae (4,8%). En la rizosfera, la mayoría de las OTUs no pudieron 

identificarse a nivel de género. Al contrario que en los suelos, el género Mortierella se 

encontró en proporciones muy bajas (<1 en todas las muestras de rizosfera) (Figura 

14B). 
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Figura 14. Composición de las comunidades fúngicas en las muestras de suelo y rizosfera. A) Nivel de 
phylum. B) Nivel de género.  
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3.3. Análisis de co-ocurrencia  

3.3.1. Comparación entre las comunidades bacterianas y fúngicas 

Se analizaron las matrices de co-ocurrencia entre las comunidades bacterianas y 

fúngicas en los suelos y la rizosfera. Para el análisis a nivel de filo, se seleccionaron 

todas las OTUs, mientras que para el resto de niveles taxonómicos (clase, orden, 

familia y género) se hizo un corte del 1% de la abundancia relativa. Se analizaron las 

correlaciones positivas o negativas con valores superiores a 0,3 o inferiores a -0,3. Se 

representaron en redes únicamente aquellos nodos con correlaciones positivas o 

negativas con valores superiores a 0,7 o inferiores a -0,7.  

Cuando se estudió la co-ocurrencia en todas las muestras de suelo y rizosfera se 

observaron valores de correlación positiva con más de un 0,85 entre los filos 

bacterianos y fúngicos Bacteroidota y Pseudomonadota (0,89), Pseudomonadota y 

Mucoromycota (0,88) y, Actinomycetota y Chloroflexota (0,87). Se observaron 

correlaciones negativas con valores inferiores a -0,70 entre los filos fúngicos 

Ascomycota y Mucoromycota (-0,71) y, Glomeromycota y Mucoromycota (-0,70) 

(Figura 15A); mientras que los géneros con mayor correlación positiva fueron 

Nitrospira, Rhizobium, Phenylobacterium, Duganella, Arenimicrobium, Brevitalea y 

Novosphingobium. Por otro lado, los géneros con la mayor correlación negativa 

correspondieron a Ramlibacter, Solicoccozyma, Mucilaginibacter, Mortierella y dos 

géneros pertenecientes a los taxones Deltaproteobacteria y Vicinamibacteraceae 

(Figura 15B).   

Al analizar la co-ocurrencia de las poblaciones bacterianas y fúngicas en las muestras 

de suelo, los filos Actinomycetota y Chloroflexota y, Acidobacteriota y Bacillota 

presentaron correlaciones positivas >0,8. Por su lado, Chloroflexota y Parcubacteria; 

Actinomycetota y Parcubacteria; y, Armatimonadota y Nitrospirota mostraron 

correlaciones negativas inferiores a -0,80 (Figura 15C). A nivel taxonómico más bajo 

las correlaciones positivas mayores se dieron entre las familias Pyrinomonadaceae, 

Nitrospiraceae, Piskurozymaceae, los órdenes Blastocatellales y Frankiales, y la clase 

Deltaproteobacteria. Por el contrario, las correlaciones negativas mayores fueron entre 

las familias Sebacinales, Blastocatellaceae, Kickxellaceae, Acidomicrobiaceae, 

Solibacteriaceae, Thermoleophilaceae, y los órdenes Acidimicrobiales y Steroidobacter 

(Figura 15D).  

Cuando se analizó la co-ocurrencia de las muestras de rizosfera se observó que las 

mayores correlaciones se dieron entre los filos Chytridiomycota y Mortierellomycota; 

Acidobacteriota y Gemmatimonadota; Actinomycetota y Saccharibacteria, y 
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Planctomycetota y Mucoromycota con valores de correlación superiores a 0,85. Las 

correlaciones negativas más fuertes se dieron entre Planctomycetota Ascomycota y 

Rozellomycota (<-0,85) (Figura 15E). A niveles taxonómicos más bajos las 

correlaciones positivas más fuertes se dieron entre las familias Chitinophagaceae, 

Gaiellaceae, Gemmatimonadaceae, Methylobacteriaceae y Sphingobacteriaceae, y el 

orden Endogonales. Por su parte las correlaciones negativas dominantes fueron entre 

las familias Chitinophagaceae, Mortierellaceae y Rhizobiaceae, y el orden 

Pleosporales (Figura 15F).  

Las redes están disponibles en el Anexo I para una mejor visualización.  
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Figura 15. Redes de co-ocurrencia de las poblaciones de bacterias y hongos en las muestras de suelo y 
rizosfera.  Red de todas las muestras de suelo y rizosfera: A) OTUs agrupadas a nivel de filo y B) OTUs 
agrupadas a nivel de género. Red de las muestras de suelo: C) OTUs agrupadas a nivel de filo y D) OTUs 
agrupadas a nivel de género. Red de las muestras de rizosfera: E) OTUs agrupadas a nivel de filo y F) 
OTUs agrupadas a nivel de género. Nodos de color azul representan los taxones fúngicos, nodos de color 
amarillo los taxones bacterianos, las líneas verdes la co-ocurrencia (correlación >0,70) y las líneas rojas la 
co-exclusión (correlación <-0,70). 
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3.3.2. Comparación entre las comunidades bacterianas en plantas cultivadas en 

campo e invernadero 

Se analizaron las matrices de co-ocurrencia entre las comunidades bacterianas de 

plantas cultivadas en invernadero y en campo. Para el análisis a nivel de filo, se 

seleccionaron todas las OTUs, mientras que para género se hizo un corte del 1% de la 

abundancia relativa. Se analizaron las correlaciones positivas o negativas con valores 

superiores a 0,3 o inferiores a -0,3. Se representaron en redes únicamente aquellos 

nodos con correlaciones positivas o negativas con valores superiores a 0,7 o inferiores 

a -0,7.  

Cuando se estudió la co-ocurrencia en todas las muestras de rizosfera, raíces, nódulos 

y hojas de plantas cultivadas en campo e invernadero, se observaron únicamente 

correlaciones positivas con más de un 0,71 entre los filos bacterianos Acidobacteriota 

y Verrucomicrobiota (0,78), Acidobacteriota y Chloroflexota (0,76), Planctomycetota y 

Verrucomicrobiota (0,76) y Chloroflexota y Verrucomicrobiota (0,75) (Figura 16A). Los 

géneros con correlaciones positivas más altas fueron: Rothia, Streptococcus, 

Veillonella, Campylobacter, Neisseria, Phenylobacterium y la familia 

Comamonadaceae (Figura 16B).  

Al analizar la co-ocurrencia de las poblaciones bacterianas en las muestras de plantas 

cultivadas en campo, los filos Acidobacteriota y Verrucomicrobiota, Acidobacteriota y 

Planctomycetota y, Planctomycetota y Verucomicrobiota presentaron correlaciones 

positivas >0,85 (Figura 16C). Los géneros con mayor correlación positiva fueron 

Tardiphaga, Variovorax, Chitinophaga, Phyllobacterium, Cutibacterium y 

Bifidobacterium. Por otro lado, se dio una correlación negativa entre Rhodococcus y 

los géneros Variovorax y Tardiphaga (Figura 16D).  

Cuando se analizó la co-ocurrencia de las muestras de invernadero se observó que las 

mayores correlaciones se dieron entre los filos Bacteroidota y Bacillota; Bacteroidota y 

Pseudomonadota; Bacteroidota y Fusobacteriota, y Actinomycetota y Bacillota con 

valores de correlación superiores a 0,85. Las correlaciones negativas más fuertes se 

dieron entre Bacteroidota, Nitrospirota y Chloroflexota (<-0,80) (Figura 16E). A nivel de 

género las correlaciones positivas más fuertes se dieron entre Duganella, Massilia, 

Rothia, Streptococcus, Veillonella, Bacteroides, Flavobacterium, Methylotenera y 

Variovorax. Por su parte las correlaciones negativas dominantes fueron entre los 

géneros Pseudomonas, Diplosphaera, Methylotenera, Dongia, Flavobacterium, 

Rhodococcus y la familia Comamonadaceae (Figura 16F).  

Las redes están disponibles en el Anexo I para una mejor visualización.  



Capítulo I | Resultados | Página 61 

 



Página 62 | Resultados | Capítulo I 
 



Capítulo I | Resultados | Página 63 

 

Figura 16. Redes de co-ocurrencia de las poblaciones de bacterias en los compartimentos de plantas L. 
angustifolius recogidas en campo e invernadero.  Red de todas las muestras de plantas de campo e 
invernadero: A) OTUs agrupadas a nivel de filo y B) OTUs agrupadas a nivel de género. Red de las 
muestras de campo: C) OTUs agrupadas a nivel de filo y D) OTUs agrupadas a nivel de género. Red de 
las muestras de invernadero: E) OTUs agrupadas a nivel de filo y F) OTUs agrupadas a nivel de género. 
Los nodos están coloreados según el filo, las líneas verdes la co-ocurrencia (correlación >0,70) y las 
líneas rojas la co-exclusión (correlación <-0,70). 
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4. DISCUSIÓN 

Millones de microorganismos viven en asociaciones estrechas con las plantas. Estas 

comunidades son muy dinámicas y se ven alteradas por cambios en el medio 

ambiente, por lo tanto, conocer qué factores ambientales contribuyen dicha asociación 

es fundamental para predecir cómo afectará el cambio climático al ensamblaje del 

microbioma, y a la interacción entre las plantas y las comunidades microbianas 

asociadas (Hacquard et al., 2022; Petipas et al., 2021; Ramirez et al., 2019; Thiergart 

et al., 2020).  

Con el objetivo de estudiar las variaciones estacionales y geográficas en la microbiota 

del suelo donde crece de forma silvestre la planta Lupinus angustifolius, en este 

trabajo se recogieron muestras en dos regiones cercanas, pero con una composición 

edáfica muy diferente. Tras el análisis físico-químico de ambos suelos, se realizaron 

los perfiles metagenómicos de las poblaciones bacterianas y fúngicas.  

Los resultados de las muestras de suelo analizadas, sugirieren que la diferencia en la 

composición de la comunidad microbiana observada entre las dos localizaciones de 

muestreo, Cabrerizos y Salamanca, se debe en parte a las diferencias en las 

condiciones edáficas. La mayor diferencia se encontró en el pH de los suelos, siendo 

el de Cabrerizos moderadamente alcalino (pH 7,98) y el de Salamanca ligeramente 

ácido (pH 6,66), además la composición textural es muy diferente lo que influye en la 

capacidad de retención del agua de ambos suelos. El suelo de Salamanca tiene una 

capacidad mayor de retención de agua, lo que hace que la diferencia entre las 

estaciones sea marcada, mientras que en Cabrerizos estas diferencias no eran tan 

evidentes.  

Ninguna de las comunidades analizadas (bacterianas como fúngicas) presentaron 

diferencias en la diversidad alfa (índice de Shannon) entre las estaciones climáticas en 

las que se recogieron las muestras. En ambos suelos, los índices de diversidad fueron 

mayores en las comunidades bacterianas (6-8) que en las fúngicas (2-5). La diversidad 

beta (análisis de coordenadas principales basado en Bray-Curtis) para ambas 

comunidades microbianas separó las muestras en dos grupos según el tipo de suelo. 

Aunque la principal diferencia en las comunidades microbianas del suelo fue debida a 

las propiedades edáficas, dentro de cada tipo de suelo, también pudimos ver 

diferencias según las estaciones climáticas, donde por ejemplo en las muestras de 

Salamanca tanto para las comunidades bacterianas como fúngicas, se vio esta 

separación. Como ya se ha descrito en trabajos anteriores, el factor principal para 

diferenciar las comunidades bacterianas en el suelo es el pH (Durán et al., 2022; 
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Fierer & Jackson, 2006; Kaiser et al., 2016). Sin embargo, con estos resultados 

también podemos observar que dependiendo de la estación climática en la que se 

estudien las poblaciones microbianas hay variaciones. Esto puede indicar que los 

factores ambientales como son temperatura, humedad o precipitaciones afectan a la 

diversidad de las comunidades microbianas en el suelo. En trabajos recientes, se han 

obtenido resultados similares que indican que las diferencias en los cambios 

estacionales de temperatura, duración del día y humedad, afectan a los ensamblajes 

de microbiomas (Hou et al., 2021; Hubbard et al., 2018; Zhao et al., 2021).  

Al analizar la riqueza de OTUs únicas para todas las estaciones climáticas en ambos 

suelos, se observó que, en Cabrerizos la mayor riqueza de OTUs únicas era en 

invierno y la menor en otoño; mientras que en Salamanca correspondieron a las 

estaciones de primavera e invierno, respectivamente. Es interesante poder observar 

que, en ambos tipos de suelos, a lo largo de las estaciones climáticas hay mucha 

variedad entre los taxones que se encuentran en mayor abundancia. En el suelo, las 

comunidades bacterianas difieren entre estaciones debido a una combinación 

diferencial de factores deterministas y estocásticos que interactúan para diversificar el 

patrón de ensamblaje bacteriano y rotación de taxones. En los dos tipos de suelos se 

ve un incremento del filo Acidobacteriota en las estaciones más frías (invierno y 

primavera). A su vez pudo verse un patrón entre las abundancias de los taxones 

Actinomycetota, Betaproteocabcteria y Gemmatimonadota, y es que en las distintas 

estaciones climáticas cuando el primero disminuye aumentan significativamente los 

otros dos en ambos suelos.  

En el caso de los hongos, se pudo observar que, en ambos tipos de suelo, en invierno 

aumentó mucho con respecto al resto de estaciones la abundancia de los filos 

Glomeromycota y Chytridiomycota, mientras que en verano fue el filo Basidiomycota, 

el más abundante. Esto posiblemente esté relacionado con el efecto de la 

estacionalidad y la heterogeneidad como ya se ha mencionado previamente (Averill et 

al., 2019; Hestrin et al., 2019). 

Por otra parte, también se caracterizó el microbioma asociado a la planta Lupinus 

angustifolius en condiciones naturales. Para ello se recogieron plantas silvestres en las 

mismas localizaciones dónde se hizo el análisis de los suelos y se estudió el perfil 

bacteriano de los compartimentos de la planta (rizosfera, raíces, nódulos y hojas) y el 

perfil fúngico rizosférico. Asimismo, para determinar diferencias en la estructura del 

microbioma asociado a la planta cuando esta es cultivada en condiciones controladas, 

se recogieron los mismos suelos que previamente habían sido analizados y se cultivó 
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la planta L. angustifolius en invernadero, y se realizaron los mismos análisis 

metagenómicos que en las plantas naturales. 

En los compartimentos de la planta, la microbiota cambia ligeramente con las 

condiciones de cultivo, en este trabajo se encontraron mayores valores de diversidad 

alfa (índice de Shannon) en las plantas cultivadas en invernadero con respecto a las 

cultivadas en campo. El nicho se selecciona para una diversidad microbiana constante 

y reducida, por lo que se encuentra menor riqueza y diversidad Shannon en los 

compartimentos según vamos analizando hacia el interior de la planta (rizosfera, 

raíces, hojas y nódulos), en comparación con el suelo. Estos resultados eran 

previsibles y son acordes a los registrados en estudios anteriores donde se observa 

una disminución en la biodiversidad de las comunidades microbianas desde la 

rizosfera a la endosfera en varias especies vegetales (Brown et al., 2020; Edwards et 

al., 2015; Santos-Medellín et al., 2017). 

El estudio de la diversidad beta de las comunidades bacterianas mostró un patrón 

común para los compartimentos asociados a raíz y es que, la comunidad bacteriana se 

vio afectada principalmente por las diferentes condiciones de cultivo, plantas recogidas 

en el campo y plantas cultivadas en invernadero. La composición de la microbiota 

bacteriana de las plantas recogidas en campo, no tuvo diferencias importantes entre 

los dos tipos de suelo. Por el contrario, en las plantas cultivadas en invernadero, se 

registró una clara diferenciación entre los dos tipos de suelos. En el caso de la 

comunidad fúngica de la rizosfera no se observaron variaciones en la composición 

cuando las plantas fueron cultivadas en campo o en invernadero, ni en los distintos 

suelos. Estos resultados nos indican que las variables ambientales y climáticas que 

actúan en el campo como son humedad, precipitación y temperatura, son importantes 

para la diferenciación de la comunidad bacteriana (Hou et al., 2021; Hubbard et al., 

2018; Zhao et al., 2021). Cuando estas variables ambientales se controlan y las 

plantas se cultivan en invernadero y en suelos diferentes, pueden verse diferencias en 

la microbiota bacteriana asociada a la raíz en ambos suelos, ya que las propiedades 

del suelo podrían ser las principales impulsoras de la diferenciación de la comunidad 

bacteriana en las raíces, como también se ha indicado previamente (Thiergart et al., 

2020). Por el contrario, nuestros resultados sugieren que la comunidad fúngica 

asociada a la raíz de L. angustifolius es muy estable, ya que no se apreciaron 

diferencias. 

La riqueza de OTUs únicas de las comunidades fúngicas y bacterianas en la rizosfera, 

fue mayor en el campo que en invernadero, mientras que en las raíces, nódulos y 
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hojas fue al contrario. En ambas condiciones de cultivo y suelos, los filos con mayor 

abundancia relativa acumulada en todos los compartimentos de la planta fueron 

Pseudomonadota (siendo Alphaproteobacteria el taxón más abundante) y 

Mucoromycota.  

En trabajos anteriores, se ha sugerido que la familia Comamonadaceae forma parte 

del microbioma radicular bacteriano central de varias plantas como Arabidopsis 

thaliana, maíz, arroz, cebada o vid (Hacquard et al., 2015; Lundberg et al., 2012), sin 

embargo, en este trabajo no se observó esta tendencia. Aunque la abundancia se vio 

incrementada en las muestras de raíz y rizosfera en plantas cultivadas en invernadero 

frente a las de campo es necesario analizar con más profundidad este grupo 

bacteriano. Trabajos anteriores han reportado que es una de las familias más 

afectadas por las condiciones climáticas (Durán et al., 2018, 2022; Finkel et al., 2020).  

Cuando se analizó la microbiota bacteriana de los nódulos de las plantas crecidas en 

invernadero y en campo, se vio que esta era muy diferente en ambas condiciones de 

cultivo. En el caso de las plantas crecidas en campo, el simbionte Bradyrhizobium se 

encontraba en una abundancia >98%, mientras que en las plantas cultivadas en 

invernadero en ambos suelos la abundancia de dicho género disminuía 

considerablemente hasta una proporción de 72,5 y 82,9% en Cabrerizos y Salamanca, 

respectivamente. En este caso, aumentaban su proporción otros taxones como es el 

caso de Pseudomonas, Rhizobium, Duganella o Sphingomonas, entre otros. Teniendo 

en cuenta estudios previos, esto podría deberse a que, en el caso de campo, la semilla 

empieza a producir exudados desde la germinación y, además, se ve influenciada por 

las raíces de las plantas que hay en ese momento en el suelo. En invernadero, se 

siembran plántulas cuando ya están germinadas tras 5 días de crecimiento, por lo que 

la exudación inicial de la planta y el inicio de la colonización en ese tiempo es 

diferente; ya que, los factores abióticos modulan la productividad y la producción de 

los exudados de raíces, lo que impulsa la adaptación de los microorganismos (Gupta & 

Diwan, 2017; Marasco et al., 2022; Mugnai et al., 2018; Williams & de Vries, 2020). 

Junto con la estabilización mediada por exudados radiculares, los microorganismos 

asociados con las raíces precedentes y/o en descomposición también pueden 

desempeñar un papel importante en la selección del microbioma de los sistemas 

radiculares (Zhou et al., 2020).  

El género Micromonospora aislado comúnmente de diferentes tejidos de la planta L. 

angustifolius (Benito et al., 2022; Riesco et al., 2022b; Trujillo et al., 2010), y que se 

sabe que tiene una alta interacción con la planta huésped (Benito et al., 2017; Trujillo 
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et al., 2014) no ha sido detectado en los compartimentos de L. angustifolius en 

abundancias altas. Dicha bacteria podría considerarse un microorgansimo “satélite”, es 

decir, que no se encuentra en altas abundancias en asociación con la planta, pero que 

tiene una alta interacción con el huésped y su microbiota asociada, desempeñando 

funciones importantes (ver Capítulos 2 y 3).  

El estudio de la co-ocurrencia y co-exclusión de las comunidades bacterianas y 

fúngicas en el suelo y la rizosfera de L. angustifolius, mostró que las comunidades 

microbianas en el suelo en las cuatro estaciones climáticas no presentan ningún 

patrón de co-ocurrencia y co-exclusión, mientras que, dichos patrones sí pueden 

apreciarse cuando se estudian en conjunto dichas estaciones y se hace una 

comparación entre los distintos tipos de suelo. Además, se ha visto que las bacterias 

dominan las redes en comparación a las comunidades fúngicas. Al analizar la co-

ocurrencia en la rizosfera en ambos tipos de suelo y las diferentes condiciones de 

cultivo de forma independiente, se puede observar claramente una influencia del tipo 

de suelo en combinación con las condiciones de cultivo. La co-ocurrencia en la 

rizosfera del suelo de Cabrerizos está influenciada por el filo Amatimonadota, mientras 

que en la rizosfera del suelo de Salamanca es por el filo Actinomycetota. Asimismo, 

cuando se analizaron las matrices de co-ocurrencia de todos los compartimentos de 

las plantas cultivadas en invernadero y en campo, se pudo observar que los filos 

Bacteroidota, Bacillota, Pseudomonadota, Fusobacteriota, Actinomycetota, 

Chloroflexota y Phyllobacteriota fueron los más dominantes con correlaciones 

positivas. Por todo esto, para la interpretación ecológica de las redes de co-ocurrencia, 

se deben tener en cuenta varios factores, ya que las teorías ecológicas explican que 

las aristas negativas y positivas, mayoritariamente consideradas como competencia o 

cooperación, no tienen por qué ser así (Cobo-Díaz et al., 2019; Gao et al., 2022; Ritter 

et al., 2021). Los vínculos negativos en las redes pueden atribuirse tanto a la 

depredación como a la competencia; y los vínculos positivos pueden ser el resultado 

de una coexistencia estable debida a la heterogeneidad espaciotemporal y a la 

dinámica fuente-sumidero (Lee et al., 2022). En este trabajo se analizaron redes de 

co-ocurrencia en el momento exacto de recogida de muestras, siendo fotos del 

momento y no se intentó extrapolar estos resultados ni buscar funcionalidad, ya que el 

estudio y análisis de redes de co-ocurrencia debe tratarse con cuidado, puesto que las 

redes deben reconstruirse adecuadamente, sobre un conjunto de datos sólidos y con 

replicabilidad. Es decir, se necesitan validar experimentalmente las interacciones a 

escalas apropiadas para dar un contexto biológico y comprender la compleja 

arquitectura de la biodiversidad microbiana (Goberna & Verdú, 2022).
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5. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS 

- Las comunidades microbianas de los suelos analizados se vieron afectadas por 

la naturaleza del suelo y los cambios de estacionalidad climática. 

- La diversidad bacteriana registrada en los distintos compartimentos de la planta 

Lupinus angustifolius, que incluía la rizosfera, raíces, nódulos y hojas, puede 

considerarse altamente diversa. 

- La diversidad y riqueza bacteriana disminuyó desde la exosfera a la endosfera 

de la planta, siendo la más diversa la correspondiente a la rizosfera y la menos 

diversa la registrada en los nódulos 

- La composición bacteriana en los compartimentos de la planta se vio más 

afectada por las condiciones de cultivo (campo e invernadero), que por la 

localización de los suelos de cultivo (Cabrerizos y Salamanca).  

- Las redes de co-ocurrencia y co-exclusión pueden dar una idea de la 

interacción entre las comunidades microbianas en el momento que se estudian, 

pero no es suficiente para determinar su papel ecológico, ya que este 

dependerá de los factores analizados. 

 

CONCLUSIONS 

- Microbial communities of the analyzed soils were affected by the soil 

composition and the climatic seasons.  

- The bacterial diversity reported in the different compartments of the Lupinus 

angustifolius plant, which included the rhizosphere, roots, nodules and leaves, 

can be considered highly diverse. 

- Lupinus angustifolius showed a high bacterial diversity decreasing from the 

exosphere to the endosphere, starting with rhizosphere and followed by the 

roots, nodules and leaves. 

- Bacterial composition in the plant compartments was more affected by the 

growing conditions (field vs greenhouse), than by soil composition and location 

(Cabrerizos and Salamanca).  

- The co-occurrence and co-exclusion networks can provide an idea of the 

interaction between the microbial communities present in an ecosystem, but 

they need to be carefully interpreted as these analyses are not sufficient on 

their own to determine the ecological role of the microbiota associated to the 

plant. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Papel de los microorganismos asociados a plantas 

Aunque invisibles a simple vista, los microorganismos son un componente esencial de 

la biota terrestre. Debido a sus innumerables roles y funciones ambientales, los 

microorganismos son componentes importantes de la biodiversidad del mundo, ya que 

catalizan transformaciones únicas e indispensables en los ciclos biogeoquímicos de la 

biosfera, producen componentes importantes de la atmósfera terrestre y representan 

una gran parte de la diversidad genética de la vida (Whitman et al., 1998). La 

diversidad microbiana se refiere a la riqueza y el grado de variabilidad entre especies 

dentro de un ecosistema (Fierer & Lennon, 2011; Sievers, 2013). 

Los suelos albergan el microbioma más diverso y complejo de la Tierra. Las bacterias 

y los hongos son generalmente los microorganismos dominantes del suelo (Bar-On et 

al., 2018), y un componente esencial del subsistema de descomposición del suelo 

(Zhou et al., 2020). Así pues, se puede considerar el suelo como una fuente 

importante de microorganismos para las plantas en los ecosistemas terrestres 

(Banerjee & van der Heijden, 2023). Miles de microorganismos de las comunidades 

microbianas del suelo, se agrupan en la rizosfera de la planta y son reclutados 

principalmente por las raíces, y como resultado, las plantas reciben un subconjunto del 

microbioma del suelo (Edwards et al., 2015). El suelo y la rizosfera son muy diversos 

pero dominados por los filos Pseudomonadota, Actinomycetota, Cyanobacteria y 

Acidobacteriota (Bai et al., 2013, 2015; Bulgarelli et al., 2012, 2015; Edwards et al., 

2015; Fierer, 2017; Santos-Medellín et al., 2017; Trivedi et al., 2020).   

La contribución de los microorganismos del suelo al desarrollo y salud vegetal es 

indiscutible, ya que, de los aproximadamente 29 elementos esenciales para las 

plantas, 18 se obtienen del suelo y las comunidades microbianas juegan un papel 

esencial en la biodisponibilidad de estos elementos (Brevik et al., 2020). La rizosfera 

se forma a partir de microorganismos del suelo, las raíces de las plantas 

preferentemente estimulan o inhiben microorganismos concretos, lo que da como 

resultado una comunidad que se vuelve cada vez más distinta del suelo y, a menudo, 

es menos diversa (Figura 17) (Nuccio et al., 2020; Shengjing et al., 2015; Vieira et al., 

2020). Las plantas a su vez, reclutan preferentemente microorganismos de la 

rizosfera, que son esenciales para su crecimiento y desarrollo. Las redes comunitarias 

de la rizosfera también se vuelven más grandes y más complejas que las del suelo a lo 

largo del tiempo, lo que sugiere que las interacciones microbianas influyen en el 

ensamblaje de la comunidad (Shi et al., 2016; Yan et al., 2017). El microbioma de la 
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rizosfera fortalece el repertorio metabólico de las plantas y facilita una variedad de 

procesos que incluyen la germinación de las semillas, el establecimiento de la plántula, 

la nutrición, la absorción de agua, la promoción de crecimiento, la supresión de 

patógenos, la tolerancia al estrés y la regulación hormonal (Berendsen et al., 2012; 

Lugtenberg & Kamilova, 2009; Trivedi et al., 2020; Van der Heijden et al., 2015).  

 

 

Figura 17. Formación de la rizosfera. A medida que va creciendo una planta, se desarrolla una comunidad 
rizosférica, su diversidad a menudo disminuye en relación con el suelo, incluso mientras aumenta su 
biomasa y la complejidad de la red que se forma entre los microorganismos. Al mismo tiempo, se forma 
nueva materia orgánica del suelo (MOS) en la rizosfera. Modificada de Sokol et al., (2022).  

 

Los microorganismos aportan hasta el 80% del nitrógeno y el 90% del fósforo vegetal 

(Van Der Heijden et al., 2008). Incluso en cultivos intensivos, los microorganismos del 

suelo pueden tener un gran impacto en las plantas. También indirectamente, los 

microorganismos en la rizosfera pueden influir en características funcionales 

importantes, como el área foliar, la longevidad de la hoja, los niveles de nutrientes y la 

relación entre el brote y la raíz (Berg et al., 2014). Bacterias como Alcaligenes, 

Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus, Methylobacterium, Pseudomonas, Rhizobium y 

Rhodococcus entre otras, son conocidas por su papel en la nutrición de las plantas, la 

promoción del crecimiento, la regulación hormonal y el control del estrés (Banerjee & 

Van der Heijden, 2023). Uno de los ejemplos más conocidos de microorganismos 

beneficiosos para las plantas son los hongos micorrízicos, que forman asociaciones 

simbióticas con casi el 90% de las plantas terrestres, incluidos muchos cultivos (Van 

der Heijden et al., 2015). Es importante tener en cuenta que los microorganismos no 

funcionan de forma aislada y un número creciente de estudios demuestra que se 
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requiere un enfoque de sistemas para comprender el funcionamiento del microbioma. 

Los consorcios microbianos, en lugar de los microorganismos individuales pueden 

explicar mejor el impacto de los microbiomas en el crecimiento de las plantas y la 

absorción de nutrientes, la eficiencia en el uso del nitrógeno, el éxito en la supresión 

de patógenos y, en general, la multifuncionalidad del ecosistema (Van der Heijden et 

al., 2016; Van Elsas et al., 2012; Wagg et al., 2019; Zhang et al., 2019). De acuerdo 

con esto, el reclutamiento selectivo de microorganismos del suelo por parte de las 

plantas es clave para la supervivencia de las mismas, en gran parte por la diversidad 

de mecanismos que aportan un beneficio para el desarrollo y crecimiento, incluyendo 

la promoción del crecimiento, el control del estrés y la defensa contra patógenos y 

plagas (Figura 18) (Berg et al., 2014; Fitzpatrick et al., 2019; Zhang et al., 2019).  
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Figura 18. El microbioma asociado a la planta proporciona beneficios a la planta a través de varios 
mecanismos directos o indirectos. Estos beneficios incluyen la promoción del crecimiento (azul), el control 
del estrés (verde) y la defensa contra patógenos y plagas (rojo). Modificado de Trivedi et al., (2020). 

 

1.2. Colecciones de cultivo de microorganismos relacionados con plantas 

El campo de la microbiología comenzó con la visualización de microorganismos (Van 

Leeuwenhoek, 1683) y continuó con el aprendizaje del cultivo y crecimiento de los 

mismos. El desarrollo de la secuenciación de nueva generación revolucionó la 

microbiología debido a la posibilidad de análisis genómicos y de comunidades sin la 

necesidad de cultivar los microorganismos. Estas tecnologías han ampliado nuestro 

conocimiento del microbioma de distintos ecosistemas, identificando sus efectos en 
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estas comunidades complejas (Huttenhower et al., 2012; Rothschild et al., 2018; Spor 

et al., 2011; Turnbaugh et al., 2009). Los estudios independientes de cultivo han hecho 

contribuciones cruciales a la investigación de los microbiomas terrestres. Sin embargo, 

si no se dispone de un cultivo microbiano puro se pierden las ventajas de la 

microbiología clásica, lo que da como resultado una falta de estudios y un enfoque 

alternativo sobre la disbiosis microbiana, la diversidad y funcionalidad de los 

microbiomas (Olesen & Alm, 2016; Shade, 2017).  

El perfilado de genes marcadores, como por ejemplo la secuenciación del gen ARNr 

16S o de la región ITS, proporciona un método simple y rápido para evaluar 

parcialmente, la composición taxonómica de una comunidad microbiana. Además, el 

ensamblaje de metagenomas puede evaluar la capacidad funcional de un microbioma. 

La utilidad de estos datos depende de qué tan bien se puedan ensamblar las 

secuencias de lectura corta en contigs. La calidad del ensamblaje puede verse 

afectada por la complejidad de la comunidad, la tecnología de secuenciación y/o las 

proporciones de contaminación del ADN del huésped (Oh et al., 2014; Whelan et al., 

2020; Zhang et al., 2015). A pesar de la cantidad de datos generada, una limitación 

importante en el estudio de las interacciones planta-microorganismo, es que la 

mayoría de estos últimos, no existen en colecciones de cultivo, dificultando su estudio, 

tanto de forma individual como en consorcios. Por lo tanto, es esencial contar con 

colecciones de cultivo que permitan estudiar de manera directa, estos procesos de 

asociación y función (Bai et al., 2015; Lebeis et al., 2012). 

Las colecciones de cultivo existen desde que los microbiólogos pudieron aislar y 

cultivar por primera vez cultivos puros de microorganismos, y siempre han sido un 

aspecto importante de la microbiología, ya se utilicen como fuente de cepas con fines 

para la enseñanza, investigación, taxonómicos o patentes. Las colecciones de cultivos 

son un recurso genético muy valioso y una manera de conservación de la 

biodiversidad microbiana (Labeda, 2015).  

En esta tesis se combinaron técnicas dependientes e independientes de cultivo para 

comprender mejor las comunidades microbianas y sus funciones asociadas a la planta 

huésped Lupinus angustifolius. Este capítulo se centra en el microbioma cultivable de 

Lupinus angustifolius. 
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2. OBJETIVOS 

La importancia de disponer de los microorganismos asociados a una planta para 

estudiarlos, tanto a nivel genómico como fisiológico, así como para profundizar en los 

mecanismos de interacción con su huésped, hace necesario el aislamiento de los 

mismos y, su conservación en colecciones de cultivo especializadas. En la primera 

parte de este trabajo, se caracterizó con técnicas independientes de cultivo 

(metagenómica) las comunidades fúngicas y bacterianas asociadas a la planta 

Lupinus angustifolius. En este capítulo, el objetivo fue el aislamiento directo e 

identificación molecular de la comunidad bacteriana presente en los distintos tejidos de 

la planta y la creación de una colección de cepas asociada a L. angustifolius. Para ello, 

se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

6. Selección de medios de cultivo para el aislamiento de bacterias asociadas a la 

planta Lupinus angustifolius, previamente detectadas mediante métodos 

metagenómicos.  

7. Aislamiento, conservación e identificación a nivel de género de las cepas.  

8. Identificación de los géneros más abundantes asociados al microbioma 

cultivable de L. angustifolius.  

9. Ensayos preliminares de patogenicidad de las cepas bacterianas aisladas.  

10. Comparación de los resultados obtenidos mediante los dos enfoques 

metodológicos: metagenómica y culturómica.  
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3. RESULTADOS 

3.1. Aislamiento de las comunidades bacterianas asociadas a L. angustifolius 

La caracterización de la microbiota bacteriana asociada a Lupinus angustifolius 

mediante técnicas independientes de cultivo (metagenómica) (Capítulo I), proporcionó 

información sobre los taxones más abundantes en cada uno de los compartimentos de 

la planta (rizosfera, raíces, nódulos y hojas). Estos resultados sirvieron para identificar 

aquellos géneros bacterianos que se encontraban en una abundancia relativa >1% 

(Tabla 8) y diseñar un proceso para el aislamiento selectivo de estos géneros (ver 

Materiales y Métodos).  

 

Tabla 8. Géneros bacterianos y sus correspondientes familias identificados por metagenómica en una 
abundancia relativa >1%. Los compartimentos indicados son aquellos en que dichos taxones se 
encontraban en una abundancia relativa >1%.  

Familia Género 
Compartimento de la planta 
(abundancia relativa >1%) 

Comamonadaceae Acidovorax Rizosfera, raíces, nódulos 

Actinomycetaceae Actinomyces Hojas 

Micrococcaceae Arthrobacter Hojas 

Boseaceae Bosea Raíces 

Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Campylobacteraceae Campylobacter Hojas 

Caulobacteraceae Caulobacter Rizosfera, raíces, nódulos  

Cellvibrionaceae Cellvibrio Raíces 

Chitinophagaceae Chitinophaga Rizosfera, raíces 

Flavobacteriaceae Chryseobacterium Raíces 

Opitutaceae Diplosphaera Rizosfera, raíces 

Rhodospirillaceae Dongia Rizosfera 

Oxalobacteraceae Duganella Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Flavobacteriaceae Flavobacterium Rizosfera, raíces 

Aerococcaceae Granulicatella Hojas 

Pasteurellaceae Haemophilus Hojas 

Oxalobacteraceae Herbaspirillum Hojas 

Lactobacillaceae Lactobacillus Hojas 

Comamonadaceae Leptothrix Raíces 

Xanthomonadaceae Luteibacter Raíces 

Xanthomonadaceae Lysobacter Rizosfera 

Oxalobacteraceae Massilia Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Phyllobacteriaceae Mesorhizobium Raíces 

Methylophilaceae Methylophilus Raíces 

Methylophilaceae Methylotenera Rizosfera, raíces 

Comamonadaceae Mitsuaria Rizosfera, raíces 
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Sphingobacteriaceae Mucilaginibacter Rizosfera, raíces 

Neisseriaceae Neisseria Hojas 

Chitinophagaceae Niastella Raíces 

Sphingomonadaceae Novosphingobium Rizosfera 

Erwiniaceae Pantoea Raíces 

Burkholderiaceae Paraburkholderia Raíces 

Sphingobacteriaceae Pedobacter Rizosfera 

Caulobacteraceae Phenylobacterium Raíces 

Phyllobacteriaceae Phyllobacterium Raíces 

Prevotellaceae Prevotella Hojas 

Oxalobacteraceae Pseudoduganella Rizosfera, raíces 

Pseudomonadaceae Pseudomonas Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas Rizosfera, raíces, nódulos 

Burkholderiaceae Ralstonia Hojas 

Comamonadaceae Rhizobacter Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Rhizobiaceae Rhizobium Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Nocardiaceae Rhodococcus Nódulos, hojas 

Micrococcaceae Rothia Hojas 

Sphingomonadaceae Sphingobium Rizosfera, raíces 

Sphingomonadaceae Sphingomonas Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Blastocatellaceae Stenotrophobacter Rizosfera 

Streptococcaceae Streptococcus Hojas 

Streptomycetaceae Streptomyces Rizosfera, raíces 

Bradyrhizobiaceae Tardiphaga Raíces 

Comamonadaceae Variovorax Rizosfera, raíces 

Veillonellaceae Veillonella Hojas 

 

Tras dos meses de incubación a 28°C de las placas de aislamiento con los medios 

ISP2, NA, PYE, R2A, SCA, e YMA, y la selección de colonias cada 2 días, se aislaron 

un total de 722 cepas, que posteriormente fueron purificadas y conservadas en glicerol 

al 20% (v/v) y a -80ºC. En la Figura 19 pueden observarse dos placas de aislamiento 

tras 30 días de incubación a 28ºC, el medio de cultivo es YMA y las muestras 

pertenecen a aislamientos de nódulos (Figura 19A) y de raíces (Figura 19B).  
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Figura 19. Placa de aislamiento de bacterias tras 30 días de incubación a 28ºC. El medio de cultivo es 
YMA y los aislamientos de: A) nódulos y, B) raíces.  

 

Las 722 cepas se distribuyeron de la siguiente manera: 298 provenían de rizosfera, 

212 de hojas, 137 de raíces y 75 de nódulos (Figura 20A). Un total de 415 cepas se 

aislaron de las plantas de Cabrerizos, de las cuales 228 correspondían a las recogidas 

en el campo y 187 a las cultivadas en invernadero. En el caso de Salamanca el 

número de aislados fue inferior, 307 (251 recuperadas de plantas de campo y 56 de 

plantas de invernadero). Por lo tanto, el mayor número de cepas aisladas correspondió 

a las plantas de campo de Salamanca con un 35% del total (Figura 20B). En cuanto a 

su distribución por medios de cultivo, el mayor aislamiento se obtuvo en el medio R2A 

(184), seguido de YMA (157), NA (109), PYE (94), ISP2 (36) y SCA (42) (Figura 20C). 

Toda la información de los aislamientos puede encontrarse detallada en la Tabla S1 – 

Anexo II. 
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Figura 20. Diagramas de sectores representando la distribución del número de aislados según: A) 
compartimento de la planta; B) la localización y condiciones de cultivo de las muestras; y C) medio de 
cultivo.  
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3.2. Identificación de las cepas aisladas por secuenciación del gen ARNr 16S 

La identificación molecular a nivel de género de los aislados se realizó mediante la 

secuenciación del gen ARNr 16S y su posterior comparación en la base de datos 

EzBioCloud. En total se aislaron cepas de 87 géneros diferentes entre los que 

destacaron los géneros Pseudomonas (120), Streptomyces (69), Agrobacterium (36), 

Bacillus y Pseudoclavibacter (31), Enterobacter y Microbacterium (24), 

Pseudoxanthomonas (23) y Stenotrophomonas (22) por ser los más abundantes 

(Tabla S3 – Anexo II). Toda la información sobre las identificaciones se encuentra 

detallada en la Tablas S2 – Anexo II. 

El mayor número de cepas aisladas (298) correspondió al compartimento denominado 

rizosfera y se identificaron un total de 52 géneros bacterianos diferentes. Los géneros 

Pseudomonas, Streptomyces, Agrobacterium, Enterobacter, Pseudoxanthomonas y 

Stenotrophomonas (38, 33, 28, 24, 23 y 18 cepas respectivamente) fueron los más 

abundantes (Figura 21).  

 

Figura 21. Diversidad a nivel de género de las cepas aisladas de la rizosfera de Lupinus angustifolius.  
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Las 137 cepas recuperadas de las raíces fueron identificadas en 21 géneros 

diferentes, destacando Pseudomonas (35), Phyllobacterium (14), Tardiphaga (12), 

Streptomyces (11), Inquilinus (9), Agrobacterium (8), Heyndrickxia (6), Luteibacter (6) y 

Rhizobium (6) (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Diversidad a nivel de género de las cepas aisladas de la raíz de Lupinus angustifolius.  

 

En los nódulos, se identificaron 22 géneros bacterianos. El género Micromonospora 

(16 cepas) fue el más abundante, seguido de Priestia (14), Bacillus (10), 

Bradyrhizobium (9), Cytobacillus (3), Paenibacillus (3) y Brevibacterium, Cohonella, 

Niallia y Peribacillus con 2 aislados cada uno (Figura 23).  
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Figura 23. Diversidad de los géneros bacterianos identificados en las muestras de nódulos de Lupinus 
angustifolius.  

 

 

Las hojas fue el segundo compartimento con mayor número de aislados con 212 y 

distribuidos en 32 géneros diferentes. Los géneros con mayor número de 

representantes fueron Pseudomonas (47), Pseudoclavibacter (31), Streptomyces (25), 

Microbacterium (23), Curtobacterium (16), Bacillus (11), Peribacillus (11) y 

Callulomonas (8) (Figura 24).  
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Figura 24. Diversidad de los géneros bacterianos identificados en hojas de Lupinus angustifolius. 

 

Tras la identificación de las 722 cepas aisladas de los distintos compartimentos de L. 

angustifolius, se realizó una comparación para determinar la distribución de géneros 

en las dos localizaciones muestreadas, Cabrerizos y Salamanca, así como también el 

efecto de las condiciones de cultivo en la composición de la microbiota bacteriana. 

Para ello se representó en diagramas de Venn aquellos géneros que pertenecían a 

cada localización y condición de cultivo, resultando que 7 de los géneros identificados 

eran comunes, teniendo en cuenta ambas variables. Dichos géneros fueron 

Agrobacterium, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Stenotrophomonas 

y Streptomyces (Figura 25). Para las plantas recogidas en el campo, se registró un 

mayor número de géneros únicos, 16 y 13, en Salamanca y Cabrerizos 

respectivamente. Por otra parte, al comparar la diversidad de las plantas obtenidas en 

invernadero, se encontró que las plantas de Cabrerizos incluían 9 géneros únicos 

(Acidovorax, Chryseobacterium, Cupriavidus, Enterobacter, Methylobacterium, 

Polaromonas, Rhizobacter, Sphingopyxis y Xanthomonas), mientras que las de 

Salamanca, únicamente tenían 3 (Allorhizobium, Herbaspirillum y Paraburkholderia). Al 

comparar las muestras de campo e invernadero de ambas localizaciones, se 

detectaron 17 y 5 géneros en común, respectivamente. También se destaca que las 
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plantas de Cabrerizos cultivadas en ambas condiciones tenían 2 géneros en común 

(Mesorhizobium y Pseudoxanthomonas), mientras que en las de Salamanca, el 

resultado fue 0. 

 

Figura 25. Diagramas Venn de la distribución de los aislados en las localizaciones y condiciones de cultivo 
dónde se recogieron las plantas.  

 

Al comparar la distribución de los géneros aislados en los diferentes compartimentos: 

rizosfera, raíces, nódulos y hojas; se observó que los géneros Bacillus y Peribacillus 

eran comunes a todos. El compartimento asociado a raíz fue el que presentó mayor 

número de géneros únicos (21), seguido de hojas (19), nódulos (12) y raíz (4). La 

suma de los géneros de la rizosfera y raíces dio un total de 10 (Agrobacterium, Bosea, 

Ensifer, Inquilinus, Luteibacter, Mesorhizobium, Neorhizobium, Pararhizobium, 

Rhizobium y Tardiphaga) géneros comunes, y 2 cuando se incluyeron también los 

nódulos (Phyllobacterium y Starkeya). El género común entre raíces y nódulos fue 

Bradyrhizobium. En las hojas se identificaron 6 géneros comunes con rizosfera 

(Agromyces, Flavobacterium, Kocuria, Lysobacter, Sphingomonas y 

Stenotrophomonas), 3 con nódulos (Cytobacillus, Microbacterium y Niallia) y 1 con 

raíces (Lysinibacillus) (Figura 26).  
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Figura 26. Diagramas Venn de la distribución de los aislados en los compartimentos de la planta.  

 

3.3. Géneros más abundantes en el microbioma cultivable de L. angustifolius 

En este estudio también se identificaron los géneros más abundantes, considerando 

un corte mínimo de 10 cepas aisladas. A continuación, se presenta la filogenia del gen 

ARNr 16S y una pequeña reseña de cada uno de estos géneros. Para facilitar su 

presentación, el orden seguido es el alfabético. Todos los árboles filogenéticos que se 

presentan a continuación, así como la tabla de similitudes de cada uno de los géneros 

están disponibles en un enlace del Anexo II en formato digital para una mejor 

visualización.  

 

3.3.1. Género Agrobacterium 

Un total de 36 cepas aisladas de la rizosfera y raíces fueron identificadas en el género 

Agrobacterium. Las cepas provenían de Cabrerizos y Salamanca, y de plantas 

recogidas tanto en invernadero como en campo. Se puede observar en el árbol 

filogenético que 31 cepas mostraron una similitud >99% con Agrobacterium 

radiobacter IAM 12048T (Figura 27). Por su parte las cepas RO32 y CRA49, fueron 

recuperadas en ramas independientes del resto de las cepas tipo y registraron valores 
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de similitud con por debajo de 98,3 y 95,5, respectivamente. En el caso de la cepa 

CRA49, es posible que esta represente un género nuevo.  

Algunas especies del género Agrobacterium son conocidas como fitopatógenos, ya 

que pueden causar tumores a una amplia gama de plantas debido a que albergan el 

plásmido Ti (inductor de tumores). La mayoría de trabajos sobre Agrobacterium se han 

centrado en el entorno del tumor de la planta, y los rasgos genéticos potencialmente 

involucrados en las interacciones bacteria-planta (Dessaux & Faure, 2018; Meyer et 

al., 2019; Nester, 2015).  

 

Figura 27. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Agrobacterium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos por secuencia es de 1295. Barra, 

0,01 sustituciones por nucleótido.  
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3.3.2. Género Bacillus 

Un total de 31 cepas del género Bacillus fueron aisladas de todos los compartimentos 

de la planta, localizaciones y condiciones de cultivo. Entre los aislados se puede 

encontrar una gran diversidad y las nuevas cepas se asocian con varias especies 

como, por ejemplo, B. pumilus, B. cabrialesii subsp. tritici, B. mojavensis, y B. 

halotolerans, entre otros (Figura 28). Bacillus es uno de los géneros más abundantes 

en el suelo. Se trata de una bacteria Gram positiva de rápido crecimiento, productora 

de endosporas y fácil de aislar (Blake et al., 2020). Es capaz de promover el 

crecimiento en plantas y controlar microorganismos fitopatógenos a través de diversos 

mecanismos, incluida la mejora de la disponibilidad de nutrientes y la alteración de la 

homeostasis de las fitohormonas, así como la producción de antimicrobianos y la 

activación de la resistencia sistémica inducida (Fita et al., 2015; Freitas et al., 2015; 

Woo et al., 2020; Xie et al., 2014).  
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Figura 28. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Bacillus y las especies relacionadas. El número de nucleótidos por secuencia es de 1280. Barra, 0,01 

sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.3. Genero Bradyrhizobium 

Un total de 9 cepas del género Bradyrhizobium fueron asiladas de muestras de 

nódulos de la localización de Salamanca y una de raíces de la localidad de Cabrerizos, 

todas de plantas recogidas en campo. Entre los aislados se puede ver que la cepa 

LUN108 se agrupa con B. hipponense aSej3T. El resto de las cepas aisladas se 

agrupan todas en la misma rama siendo la especie más cercana B. symbiodeficiens 

(Figura 29). El género Bradyrhizobium es muy importante debido a que es el género 
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encargado de la fijación de nitrógeno en simbiosis con Lupinus. Además, se ha visto 

que este género, más concretamente la especie B. japonicum encargada de la fijación 

de nitrógeno en soja, promueve también el crecimiento de la planta (Agha et al., 2023; 

Kumawat et al., 2022). Se ha visto que dicha especie promueve la tolerancia a altas 

concentraciones de sal en Arabidopsis thaliana (Gomez et al., 2023).  

 

Figura 29. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Bradyrhizobium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos por secuencia es de 1346. Barra, 

0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.4. Género Curtobacterium 

Diez de las 16 cepas identificadas en género Curtobacterium, mostraron una similitud 

>99% con Curtobacterium herbarum P420/7T (Figura 30). Las cepas fueron aisladas 

de hojas de las dos localidades muestreadas, pero únicamente en plantas recogidas 

en campo. Aunque algunas especies del género Curtobacterium son patógenos de 

plantas, muchos aislados se han caracterizado como promotores del crecimiento 

vegetal o endófitos que podrían aliviar el estrés abiótico del huésped (Cui et al., 2021; 

Hung et al., 2022; Seaton et al., 2021; Vimal et al., 2019; Yongjun & Xiang, 2021). La 

especie Curtobacterium flaccumfaciens es un patógeno vegetal que habita en el 

xilema y causa marchitez en una amplia gama de cultivos de leguminosas. Entra a 

través de la semilla contaminada, heridas y aberturas naturales y, posteriormente, 
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infecta el tejido vascular, impidiendo la translocación de agua y nutrientes (Hsieh et al., 

2004; Osdaghi et al., 2020).  

 

Figura 30. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-paramter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Curtobacterium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos por secuencia es de 1265. Barra, 
0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

 

3.3.5. Género Enterobacter 

El género Enterobacter fue identificado de aislados provenientes de muestras de 

rizosfera de plantas de invernadero cultivadas en suelo de Cabrerizos. Se identificaron 

un total de 24 cepas, todas ellas se recuperaron en la misma rama que Enterobacter 

ludwigii EN-119T y tenían valores de similitud entre 98.6 -99.6%, con esta especie 

(Figura 31). El género Enterobacter pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se ha 

asociado con mecanismos de promoción del crecimiento (PGP), tales como la 

solubilización de fosfato en plantas como el arroz (Andrés-Barrao et al., 2021; Haque 

et al., 2022; Lee et al., 2019; Sorokan et al., 2020). 
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Figura 31. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Enterobacter y las especies relacionadas. El número de nucleótidos por secuencia es de 1281. Barra, 
0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.6. Género Inquilinus 

Las cepas que se identificaron como Inquilinus sp. fueron un total de 10. Estas fueron 

aisladas de muestras de rizosfera y raíces, de ambas localizaciones y condiciones de 

cultivo. Teniendo en cuenta que actualmente sólo existen dos especies descritas, las 

cepas aisladas de L. angustifolius mostraron una gran diversidad pudiéndose observar 

que todos los aislados se agrupaban en ramas diferentes a las cepas tipo de dicho 

género y es posible que algunas representen nuevas especies ya que los valores de 

similitud con las especies I. limosus e I. ginsengisoli están por debajo de 99% (Figura 
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32). Algunas cepas de Inquilinus aisladas de raíz se han probado in vitro para 

confirmar su capacidad promotora del crecimiento vegetal, y además se ha registrado 

la producción de enzimas que degradan la pared celular (Rat et al., 2021).  

 

Figura 32. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Inquilinus y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es 1331. Barra, 0,01 
sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.7. Género Luteibacter 

Doce aislados de rizosfera y de raíz, de ambas localizaciones y condiciones de cultivo 

fueron identificados como Luteibacter. Estas cepas no presentan gran diversidad entre 

ellas, pero sí se agruparon de manera independiente al resto de las tres especies 

actualmente descritas, siendo la más próxima, L. anthropi (Figura 33). Cepas de 

Luteibacter sp. aisladas de Piper nigrum han sido estudiadas in vitro demostrando su 

potencial como PGP ya que, producen sideróforos, sintetizan amoniaco, solubilizan 

fosfato y fijan nitrógeno (Santhoshkumar et al., 2022). La cepa Luteibacter rhizovicinus 

MIMR1 promueve el desarrollo de raíces de cebada (Guglielmetti et al., 2013). 
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Figura 33. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Luteibacter y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1369. Barra, 

0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.8. Género Microbacterium 

Veinticuatro cepas aisladas de hojas y nódulos fueron identificadas como miembros 

del género Microbacterium. Las cepas fueron exclusivamente aisladas de plantas 

recogidas en campo, tanto en Salamanca como en Cabrerizos. Se observó una gran 

diversidad entre las cepas aisladas y, además, muchas de ellas formaron ramas 

independientes a las especies más próximas, como por ejemplo las cepas LUF241, 

LUF5, y LUF82, entre otras (Figura 34). Bacterias del Microbacterium has sido 

aisladas de distintas plantas y son consideradas como importantes promotoras del 

crecimiento vegetal (Ouertani et al., 2020). 
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Figura 34. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura de 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Microbacterium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1346. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.9. Género Micromonospora 

Diecinueve cepas aisladas de nódulos provenientes de plantas de campo, recogidas 

en ambas localizaciones, fueron identificadas como Micromonospora sp. Cepas del 

género Micromonospora han sido aisladas previamente de diversas leguminosas y de 

distintos tejidos vegetales incluidas hojas, tallo, raíces y nódulos (Benito et al., 2022; 

Trujillo et al., 2010). Existen varios trabajos que demuestran la capacidad de 

promoción del crecimiento de estas bacterias en plantas, principalmente en 

leguminosas, y su potencial uso en fitorremediación asistida (Alonso-Vega et al., 2012; 

Ortúzar et al., 2020; Trujillo et al., 2015). Además, se ha descrito un importante 
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número de especies de este nicho (Carro et al., 2012, 2016; Riesco et al., 2022b; 

Trujillo et al., 2007). De igual manera, en este trabajo se observó una gran diversidad 

entre las cepas aisladas (Figura 35).  

 

Figura 35. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Micromonospora y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1325. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.10. Género Peribacillus 

El género Peribacillus contó con 17 cepas aisladas de todos los compartimentos. 

Estas cepas fueron aisladas en muestras de plantas recogidas tanto en campo como 

en invernadero en ambas localizaciones. Dentro de los aislados pudo observarse que 
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16 de estos se clasificaban en grupos en la misma rama que las especies P. muralis 

LMG 20238T y P. frigotolerans DSM 880T (Figura 36). Recientemente, se ha descrito la 

especie “P. castriliensis” como promotora del crecimiento vegetal y agente de 

biocontrol (Rodríguez et al., 2022).  

 

Figura 36. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Peribacillus y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1325. Barra, 
0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.11. Género Phyllobacterium 

Dieciséis cepas aisladas de rizosfera, raíces y nódulos de plantas cultivadas en campo 

e invernadero en ambas localizaciones fueron identificadas en el género 

Phyllobacterium. La distribución de las cepas en el árbol filogenético mostró la 

diversidad de las mismas y su relación con las especies P. endophyticum, P. 

sophorae, P. brassicaearum y P. bourgongense. Además, las cepas LUR94 y LUR16, 

aisladas de raíces estaban localizadas en una rama independiente y con un valor de 

similitud por debajo del 98%, por lo que se puede concluir que estas bacterias pueden 
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suponer nuevas especies (Figura 37). El género Phyllobacterium es una bacteria Gram 

negativa que está ampliamente asociado a plantas, especialmente a las hojas y 

además es considerado como un buen candidato para el desarrollo de bioinoculantes 

por su capacidad promotora del crecimiento vegetal entre el que se encuentra la 

solubilización de fosfato (Breitkreuz et al., 2020; Kechid et al., 2022). 

 

Figura 37. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Phyllobacterium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1279. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.12. Género Priestia 

Bacterias identificadas en el género Priestia fueron aisladas de rizosfera, nódulos y 

hojas, en plantas recogidas en los 2 lugares de muestreo y en ambos tipos de plantas 

(campo e invernadero). Se identificaron un total de 17 cepas, muchas de ellas 

asociadas a la especie P. arayabhattai (Gupta et al., 2020). Por otro lado, la cepa 

LUN69 estaba ubicada en una rama distinta al resto (Figura 38). Priestia es un género 

que en la actualidad alberga microorganismos previamente clasificados en el género 

Bacillus, por lo tanto, se trata de bacterias Gram positivas y productoras de 
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endosporas con características de promoción de crecimiento vegetal similares a las 

descritas en el apartado del género Bacillus. Por ejemplo, induce la resistencia de las 

plantas a través de producción de ácido salicílico (Li et al., 2022).  

 

Figura 38. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Priestia y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1336. Barra, 0,01 
sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.13. Género Pseudoclavibacter 

Un total de 31 cepas aisladas de plantas cultivadas en campo en Cabrerizos y 

Salamanca y, asiladas de hojas, fueron identificadas en el género Pseudoclavibacter. 

Las especies más próximas a los aislados fueron P. helvolus DSM 20419T y P. terrae 

THG MD12T, aunque se observó muy poca variabilidad entre las cepas aisladas ya 

que la mayoría fueron recogidas en un único cluster y compartían valores de similitud 

del gen ARNr 16S de 100% (Figura 39).  El género Pseudoclavibacter pertenece al 

grupo de las actinobacterias no filamentosas de la familia Microbacteriaceae, es 
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altamente efectiva en la supresión de la pudrición de la raíz en habas (Saad et al., 

2020). 

 

Figura 39. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Pseudoclavibacter y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1272. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.14. Género Pseudomonas 

El género más abundante fue Pseudomonas con 120 representantes aislados de todos 

los compartimentos de la planta, excepto de los nódulos. Las cepas fueron aisladas de 

plantas recogidas en ambas localizaciones, Cabrerizos y Salamanca y cultivadas tanto 

en campo como invernadero. Dentro del género se pudo ver que los aislados eran muy 

diversos y que se agrupaban dentro del árbol filogenético según el compartimento del 

que habían sido aislados, hojas, rizosfera y raíces (Figura 40). El género 

Pseudomonas es una proteobacteria ampliamente reconocida por su metabolismo 

versátil, capaz de utilizar más de 100 fuentes diversas de carbono. Además, su papel 
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ecológico en plantas tanto como promotora del crecimiento, como fitopatógeno está 

bien documentado (Adhikari et al., 2021; Kour et al., 2020; Orozco-Mosqueda et al., 

2019; Rodríguez et al., 2020; Singh et al., 2022; Zhuang et al., 2021). Además de la 

importante diversidad encontrada en las secuencias del gen ARNr 16S, muchas de las 

cepas se asociaron con especies asociadas a plantas como P. brassicacearum, P. 

rhizoryzae, P. lutea, P. bijieensis, entre otras. Es muy interesante destacar que la 

mayoría de las cepas aisladas compartían valores de similitud por debajo del 100%, 

indicando que no eran clones.  

 

 

Figura 40. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Pseudomonas y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1190. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 
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3.3.15. Género Pseudoxanthomonas 

Las 23 cepas identificadas en el género Pseudoxanthomonas fueron aisladas de la 

rizosfera de plantas cultivadas tanto en campo como en invernadero, pero únicamente 

de Cabrerizos. Las cepas formaron dos clusters con 10 y 9 cepas asociadas a las 

especies P. indica y P. japonensis, mientras que las cepas CRA128, SO12 y CRA42A 

estaban más próximas a P. sacheosensis, P. yeongjuensis y P. gei (Figura 41). El 

género Pseudoxanthomonas se conoce por su capacidad de degradación de 

compuestos xenobióticos (Kim et al., 2008; Wang et al., 2011), y se ha visto que 

algunas cepas tienen capacidad de biocontrol contra nemátodos (Hu et al., 2019).  

 

Figura 41. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Pseudoxanthomonas y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 
1317. Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 
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3.3.16. Género Rhizobium 

Catorce cepas aisladas de rizosfera y raíces de ambas localizaciones y condiciones de 

cultivo, fueron identificadas como Rhizobium. Dichas cepas eran muy diferentes y se 

asociaron filogenéticamente con al menos once especies diferentes (Figura 42). El 

nitrógeno es uno de los tres principales macronutrientes necesarios para el 

crecimiento de las plantas. Aunque este elemento es muy abundante en la atmósfera, 

las plantas no pueden utilizarlo directamente, sin embargo, se asocian con bacterias 

fijadoras de nitrógeno, especialmente aquellas del género Rhizobium, que convierten 

el dinitrógeno atmosférico en amoníaco, una forma disponible para las plantas. Esta 

relación mutualista se basa en interacciones complejas de señales moleculares entre 

el huésped y los rizobios (Oldroyd, 2013; Roy et al., 2020; Yang et al., 2022; Zhao et 

al., 2021).  

 

Figura 42. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Rhizobium y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1313. Barra, 
0,01 sustituciones por nucleótido. 

 



Capítulo II | Resultados | Página 105  

3.3.17. Género Stenotrophomonas 

Veintidós cepas aisladas de hojas y rizosfera, de los dos lugares de muestreo y de 

plantas en las dos condiciones de cultivo fueron identificadas en el género 

Stenotrophomonas. En base a la filogenia del gen ARNr 16S, las cepas se 

distribuyeron a lo largo del árbol filogenético donde se incluyeron también todas las 

especies con nombres validados, 17. La mayoría de las cepas nuevas formaron 3 

grupos de 8, 6, y 7 cepas y que coincidían con el compartimento. Estos clusters 

estaban relacionados con las especies S. bentonitica, S. rhizophila y S. nitritireducens, 

mientras que las cepas RO44 y RO5 formaron ramas independientes (Figura 43). Los 

aislados de Stenotrophomonas asociados a plantas tienen un gran potencial para 

promover el crecimiento de las plantas, especialmente en condiciones de estrés, 

debido a su capacidad para promover la tolerancia a los estreses abióticos, como la 

salinidad o la sequía (Alexander et al., 2020; Ulrich et al., 2021). 
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Figura 43. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Stenotrophomonas y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1347. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.3.18. Género Streptomyces 

Un importante número de cepas, 69, fueron identificadas en el género Streptomyces, 

siendo el segundo grupo más abundante después de Pseudomonas. En este caso, las 

cepas se aislaron de todos los compartimentos, excepto de nódulos, de las plantas de 

campo e invernadero y recogidas en Salamanca y Cabrerizos. La Figura 44 muestra la 

distribución de las 69 cepas, donde claramente se aprecia la importante diversidad de 

las mismas. Además, un bajo número de cepas como, por ejemplo, LUR175A, 

LUR157, LUR158, y LUR167 mostraron una similitud del 100%. En algunos casos, los 
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valores de similitud estaban por debajo del 96%. Muchas cepas del género 

Streptomyces son capaces de colonizar la rizosfera. También pueden ser endófitos 

que colonizan tejidos internos de las plantas huésped (Olanrewaju & Babalola, 2019; 

Sousa & Olivares, 2016). Debido a su alta producción de compuestos bioactivos que 

se utilizan como mecanismos de defensa, son de gran importancia en biocontrol 

(Boukhatem et al., 2022; Cao et al., 2021; Jones & Elliot, 2017; Kim et al., 2019; Mun 

et al., 2020; Som et al., 2017; Vijayabharathi et al., 2015).  

 

Figura 44. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter, donde se muestran las relaciones de las cepas identificadas como 
Streptomyces y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de las secuencias es de 1132 bp. 
Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 
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3.3.19. Género Tardiphaga 

El género Tardiphaga cuenta actualmente con una única especie. En este trabajo se 

identificaron un total de 13 cepas aisladas de rizosfera y raíces, en ambas 

localizaciones y condiciones de cultivo. En el árbol filogenético (Figura 45) se observó 

que las cepas mostraban una relación estrecha con la especie Tardiphaga robiniae 

LMG 26467T, con valores de similitud del gen ARNr 16S entre 99.3-99.8%. Tardiphaga 

robinae, la única especie descrita y validada hasta ahora, es una bacteria Gram-

negativa, con forma de bacilo que fue aislada en 2012 de nódulos de Robinia 

pseudoacacia (De Meyer et al., 2012). Este género está muy relacionado con el 

género Bradyrhizobium, el fijador de nitrógeno en L. angustifolius. Además, hay otra 

especie descrita pero todavía sin validar “Tardiphaga zeae” aislada de un cultivo de 

Zea mays.  

 

Figura 45. Árbol filogenético construido con el gen ARNr 16S y basado en el método Maximum Likelihood 
con el modelo Kimura 2-parameter parámetros, donde se muestran las relaciones de las cepas 
identificadas como Tardiphaga y las especies relacionadas. El número de nucleótidos de cada secuencia 
es de 1398. Barra, 0,01 sustituciones por nucleótido. 

 

3.4. Estudios de patogenicidad 

Todas las cepas aisladas fueron analizadas frente a la planta Arabidopsis thaliana Col-

0 en un ensayo para determinar de forma preliminar si algunas de estas cepas eran 

potencialmente fitopatógenas. Tras 14 días de incubación de las plantas se pudo 

determinar que frente a un control positivo (planta inoculada únicamente con solución 

salina), 394 cepas no mostraron patogenicidad, 116 parecían promover el crecimiento 
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de la planta; mientras que 212 cepas fueron caracterizadas como potencialmente 

patógenas (Figura 46). La Figura 47 muestra una imagen del crecimiento de las 

plantas inoculadas con respecto a las plantas control.  

 

Figura 46. Estudio preliminar de la patogenicidad de las cepas aisladas de Lupinus angustifolius en 
Arabidopsis thaliana Col-0.  

 

 

Figura 47. Foto de las placas multipocillo donde se llevaron a cabo los ensayos preliminares de 

patogenicidad de los aislados. P=patógena; PGP=promotora del crecimiento vegetal; N=no patógena.  

 

3.5. Los géneros comunes detectados mediante técnicas independientes y 

dependientes de cultivo 

Los resultados obtenidos en el estudio de la microbiota asociada a L. angustifolius por 

técnicas independientes de cultivo mostraron que la diversidad bacteriana asociada a 

la planta era muy elevada, llegándose a identificar 2238 géneros bacterianos en los 

compartimentos de la planta. Como se ha indicado anteriormente, se hizo una relación 

de aquellos géneros que se encontraban en una abundancia relativa >1% en los 



Página 110 | Resultados | Capítulo II 

compartimentos de la planta, y se seleccionaron un total de 52 (Tabla 8). Tras la 

identificación de las cepas aisladas pudimos diferenciar 87 géneros, se pudo ver que 

65 géneros coincidieron con los identificados por metagenómica (74,7%), de estos un 

41,5% (27 géneros) fueron identificados en metagenómica en una abundancia >1% y 

un 58,5% (38 géneros) en una abundancia <1%. De los géneros seleccionados en la 

Tabla 8 con una abundancia en metagenómica >1%, 25 géneros (22,3%) no se 

consiguieron aislar y 22 (19,6%) únicamente fueron identificados en culturómica (Tabla 

9).  

Cepas representantes de todos los géneros fueron aisladas en los compartimentos 

que se detectaron por metagenómica a excepción de Arthrobacter, Herbaspirillum y 

Neisseria, que habían sido únicamente identificados en hojas en una abundancia 

relativa >1% y se aislaron de compartimentos asociados a la raíz (rizosfera, raíz y/ 

nódulos). Los géneros que se aislaron de todos los compartimentos fueron Bacillus y 

Peribacillus, y mientras que Bacillus fue identificado en proporciones <1% por 

metagenómica, Peribacillus no fue detectado. Flavobacterium, Lysobacter y 

Streptomyces, aislados además de compartimentos asociados a la raíz de hojas, no 

fueron identificados en las hojas por técnicas técnicas independientes de cultivo, 

considerando una proporción >1%.  

 

Tabla 9. Relación de los géneros identificados en metagenómica en una abundancia relativa >1% y en 
culturómica. Se muestra en color morado aquellos géneros identificados únicamente por culturómica, en 
azul aquellos identificados en metagenómica, en naranja con ambas técnicas (culturómica y 
metagenómica abundancia >1%) y en verde con ambas técnicas (culturómica y metagenómica 

abundancia <1%). Además, se describe en qué compartimento de la planta se identifican. 

Géneros Detección Metagenómica Culturómica 

Achromobacter   Rizosfera, raíces, hojas Rizosfera 

Acidovorax   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Actinomyces   Hojas 
 

Aeromonas   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Agrobacterium   
 

Rizosfera, raíces 

Agromyces   Rizosfera, raíces Rizosfera, hojas 

Alkalihalobacillus   
 

Nódulos 

Allorhizobium   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Arthrobacter   Hojas Rizosfera 

Bacillus   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Bosea   Raíces Rizosfera, raíces 

Bradyrhizobium   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Raíces, nódulos 

Brevibacterium   
 

Nódulos 

Campylobacter   Hojas 
 

Caulobacter   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Cellulomonas   Rizosfera, raíces, hojas Hojas 

Cellvibrio   Raíces 
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Chitinophaga   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Chryseobacterium   Raíces Rizosfera 

Clavibacter   Rizosfera, raíces Hojas 

Cohnella   Rizosfera, raíces Nódulos 

Corynebacterium   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Hojas 

Cupriavidus   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Curtobacterium   Rizosfera Hojas 

Cytobacillus   
 

Nódulos, hojas 

Dermacoccus   Rizosfera Nódulos 

Diplosphaera   Rizosfera, raíces 
 

Dongia   Rizosfera 
 

Duganella   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 
 

Ensifer   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, raíces 

Enterobacter   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Flavobacterium   Rizosfera, raíces Rizosfera, hojas 

Frigoribacterium   
 

Hojas 

Granulicatella   Hojas 
 

Haemophilus   Hojas 
 

Herbaspirillum   Hojas Rizosfera 

Heyndrickxia   
 

Raíces 

Inquilinus   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, raíces 

Janthinobacterium   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Kineococcus   Rizosfera Hojas 

Kocuria   Rizosfera, nódulos Rizosfera, hojas 

Kribbella   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Lactobacillus   Hojas 
 

Leptothrix   Raíces 
 

Luteibacter   Raíces Rizosfera, raíces 

Lysinibacillus   Rizosfera Raíces, hojas 

Lysobacter   Rizosfera Rizosfera, hojas 

Mammaliicoccus   
 

Hojas 

Massilia   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Hojas 

Mesorhizobium   Raíces Rizosfera, raíces 

Metabacillus   
 

Nódulos 

Methylobacterium   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera 

Methylophilus   Raíces 
 

Methylorubrum   
 

Hojas 

Methylotenera   Rizosfera, raíces 
 

Microbacterium   Rizosfera, raíces Nódulos, hojas 

Microbispora   
 

Nódulos 

Micrococcus   Hojas Nódulos 

Microlunatus   Rizosfera Rizosfera 

Micromonospora   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, nódulos 

Microvirga   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Hojas 

Mitsuaria   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Mucilaginibacter   Rizosfera, raíces 
 

Mycolicibacterium   
 

Nódulos 

Neisseria   Hojas Nódulos 

Neorhizobium   
 

Rizosfera, raíces 

Niallia   
 

Nódulos, hojas 

Niastella   Raíces 
 

Nocardioides   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Hojas 
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Novosphingobium   Rizosfera 
 

Oceanobacillus   Rizosfera Nódulos 

Paenarthrobacter   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera 

Paenibacillus   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, nódulos, hojas 

Pantoea   Raíces Raíces 

Paraburkholderia   Raíces Rizosfera 

Pararhizobium   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, raíces 

Pedobacter   Rizosfera 
 

Peribacillus   
 

Rizosfera, raíces, nódulos y hojas 

Phenylobacterium   Raíces 
 

Phyllobacterium   Raíces Rizosfera, raíces, nódulos 

Plantibacter   
 

Hojas 

Polaromonas   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Prevotella   Hojas 
 

Priestia   
 

Rizosfera, nódulos, hojas 

Pseudarthrobacter   
 

Rizosfera 

Pseudoclavibacter   
 

Hojas 

Pseudoduganella   Rizosfera, raíces 
 

Pseudomonas   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera, raíces, hojas 

Pseudoxanthomonas   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Ralstonia   Hojas 
 

Rhizobacter   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera 

Rhizobium   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera, raíces 

Rhodococcus   Nódulos, hojas Rizosfera 

Roseomonas   Rizosfera, raíces, nódulos Raíces 

Rothia   Hojas 
 

Sanguibacter   
 

Hojas 

Sphingobium   Rizosfera, raíces 
 

Sphingomonas   Rizosfera, raíces, nódulos y hojas Rizosfera, hojas 

Sphingopyxis   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 

Starkeya   Rizosfera Rizosfera, raíces, nódulos 

Stenotrophobacter   Rizosfera 
 

Stenotrophomonas   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera, hojas 

Streptococcus   Hojas 
 

Streptomyces   Rizosfera, raíces Rizosfera, raíces, hojas 

Tardiphaga   Raíces Rizosfera, raíces 

Terrabacter   Rizosfera Rizosfera 

Terribacillus   
 

Nódulos 

Ureibacillus   
 

Hojas 

Variovorax   Rizosfera, raíces Rizosfera 

Veillonella   Hojas 
 

Williamsia   Rizosfera, nódulos Hojas 

Xanthomonas   Rizosfera, raíces, nódulos Rizosfera 
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Así pues, observando los taxones más abundantes en más del 80% de las muestras 

analizadas en los compartimentos, condiciones de cultivo y localizaciones, los 

microorganismos que pueden considerarse como integrantes del microbioma core de 

la planta huésped L. angustifolius son: Acidovorax, Bradyrhizobium, Caulobacter, 

Chitinophaga, Flavobacterium, Kribella, Massilia, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, 

Rhizobium, Sphingomonas, Streptomyces y Variovorax.  



Página 114 | Discusión | Capítulo II 

4. DISCUSIÓN 

El microbioma del suelo es la comunidad biológicamente más diversa de la biosfera y 

contiene al menos una cuarta parte de la biodiversidad total de la Tierra. Decenas de 

millones de especies de bacterias, hongos, virus y microorganismos eucariotas 

coexisten en este ecosistema, aunque solo unos cientos de miles han sido 

caracterizados en detalle (Guerra et al., 2021). A su vez, las plantas también albergan 

una microbiota abundante y diversa. Estas comunidades microbianas tienen funciones 

importantes para la salud de sus huéspedes (Bai et al., 2015; Berendsen et al., 2012). 

En ecología microbiana la diversidad taxonómica de un conjunto microbiano y la 

abundancia de sus miembros individuales se denomina “estructura comunitaria” (Sokol 

et al., 2022).  

En este trabajo, el objetivo era el estudio de la microbiota asociada y la estructura 

comunitaria de la planta Lupinus angustifolius. En primer lugar, se estudió mediante 

técnicas independientes de cultivo la diversidad bacteriana que había en los distintos 

compartimentos de la planta huésped, y en el suelo circundante donde la planta crecía 

de forma silvestre. A su vez, también se analizó la diversidad fúngica asociada a la 

raíz y el suelo de cultivo. Se confirmó, que L. angustifolius es una planta con una gran 

diversidad bacteriana y fúngica asociada. Debido a la importancia de disponer de 

colecciones de cultivo asociadas a plantas, en la segunda parte de este trabajo se 

creó una colección de cepas bacterianas aisladas de los distintos compartimentos de 

la planta L. angustifolius.  

Tras obtener los resultados de metagenómica, se hizo una selección de aquellos 

taxones bacterianos que tenían una abundancia relativa >1% en los distintos 

compartimentos de la planta, puesto que la proporción de abundancia era alta y sería 

más fácil aislarlos, seleccionándose un total de 52 géneros. Tras una búsqueda 

bibliográfica se seleccionaron los medios de cultivo más adecuados para el 

aislamiento de los 52 géneros seleccionados de las muestras de rizosfera, raíces, 

nódulos y hojas.  

La diversidad bacteriana cultivable que se fue encontrando en las placas de cultivo 

tras dos días de incubación fue muy elevada, lo que nos confirmó que ciertamente, la 

diversidad bacteriana asociada a la planta L. angustifolius era alta. En total se aislaron 

722 cepas bacterianas. Cabe destacar, que fue en el compartimento rizosfera donde 

se obtuvo el mayor número de aislados. Mientras que, de raíces se aislaron 137 

cepas, y 75 de nódulos, lo que nos confirma al igual que en metagenómica que en los 

compartimentos asociados a la raíz, desde la rizosfera hasta los nódulos la diversidad 
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va disminuyendo. En cuanto a las localizaciones, de Cabrerizos se asilaron más cepas 

que de Salamanca, y en ambas localizaciones destacó el número de aislados de 

campo sobre los de invernadero, viéndose más notable esta diferencia en las 

muestras de Salamanca. En metagenómica las diversidades alfa en los 

compartimentos de la planta de las muestras de Cabrerizos fueron significativamente 

mayores que en Salamanca, lo que puede explicar que el número de aislados sea 

mayor (ver Capítulo I). 

En total, se identificaron 87 géneros diferentes, de los cuales, 19 tenían más de 10 

cepas aisladas. Los géneros que más destacaron fueron Pseudomonas, 

Streptomyces, Agrobacterium, Bacillus y Pseudoclavibacter. Todos estos géneros ya 

han sido previamente descritos como promotores del crecimiento vegetal y como 

agentes de biocontrol. Presentan un elevado número de genes relacionados con la 

producción de auxinas como el ácido indol-3-acético, sideróforos, síntesis de ACC 

desaminasa y/o solubilización de fosfato, entre otros (Herpell et al., 2023; Raman et 

al., 2022; Sun et al., 2022; Trivedi et al., 2020; Vesga et al., 2020; Yang et al., 2023). 

Además, el género Streptomyces ha sido ampliamente estudiado en su interacción con 

plantas y su posible uso en biocontrol de plagas en cultivos debido a la producción de 

metabolitos secundarios (Araujo et al., 2019; LeBlanc, 2022; Pacios-Michelena et al., 

2021). 

Un importante número de géneros incluía más de 10 cepas aisladas, observando, 

además, que existía una gran diversidad entre ellas. Fue llamativo que los géneros 

Enterobacter y Pseudoxanthomonas únicamente fueron identificados en aislados 

provenientes de muestras de Cabrerizos, mientras que el primero se aisló de plantas 

cultivadas en campo, el segundo se detectó también en plantas de invernadero. Los 

géneros Bacillus, Pseudomonas y Peribacillus se identificaron de cepas aisladas en 

todos los compartimentos. El género Micromonospora en los resultados de 

metagenómica se detectaba en los compartimentos asociados a la raíz en 

proporciones muy bajas (<0,005%), sin embargo, en este trabajo se lograron aislar 19 

cepas, muy diversas filogenéticamente entre ellas. Este género, ha sido aislado 

previamente en nódulos fijadores de nitrógeno de distintas leguminosas, así como de 

otros tejidos de la planta entre los que están, hojas, raíces y tallo (Benito et al., 2022; 

Riesco et al., 2022b; Trujillo et al., 2010, 2015). Este género cohabita en los nódulos 

fijadores de nitrógeno con Bradyrhizobium y, además, tiene una importante interacción 

con la planta y otros microorganismos, pudiéndose utilizar como promotor de 

crecimiento vegetal, biocontrol o biorremediación (Alonso-Vega et al., 2012; Benito et 

al., 2017; Ortuzar et al., 2020; Riesco et al., 2022a). 
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En los ensayos de patogenicidad se observó que el 29% de las cepas aisladas de L. 

angustifolius eran potencialmente patógenas para Arabidopsis thaliana Col-0, este 

porcentaje es bastante elevado teniendo en cuenta que los aislados provienen de 

compartimentos asociados a las plantas y no hay trabajos que confirmen que cepas de 

dichos géneros sean patógenas. Por esta razón, no se puede definir que todas esas 

cepas sean patógenas, se deberían hacer ensayos más exhaustivos. A su vez, 394 

cepas (55%) han resultado no ser patógenas y 116 (16%) promovían el crecimiento de 

A. thaliana. Estos ensayos se realizaron en la planta A. thaliana debido a su fácil 

manejo y, además, porque tiene un crecimiento más rápido en comparación con L. 

angustifolius. Estos ensayos se hicieron como un filtrado preliminar para identificar 

aquellas cepas que eran patógenas y, por el contrario, aquellas que promovían el 

crecimiento de la planta, para posteriormente poder diseñar comunidades sintéticas 

con distintos fines, como puede ser el biocontrol o la promoción de crecimiento de la 

planta huésped. 

Al comparar los resultados obtenidos de la caracterización de la microbiota bacteriana 

mediante técnicas independientes de cultivo con los resultados de la microbiota 

bacteriana cultivable, se observó que L. angustifolius tiene una diversidad bacteriana 

alta en los distintos compartimentos. Los géneros que se detectaban en abundancias 

relativas >1% en metagenómica coincidieron con 27 de los géneros identificados en 

los aislamientos. En este trabajo se consiguió aislar un 51,9% de los géneros 

buscados, y un 74,7% de los géneros aislados se identificaron por metagenómica, sin 

embargo, un 19,6% no pudo detectarse en ningún compartimento de la planta en 

metagenómica. Si en un futuro se quiere completar la colección de cultivo bacteriana 

asociada a la planta L. angustifolius, se deberían hacer aislamientos realizando 

enriquecimientos de cultivo, ya que así se permite la proliferación bacteriana. También 

podrían utilizarse otras técnicas como el cultivo de alto rendimiento (Zhang et al., 

2021). Estos resultados nos sugieren la importancia de combinar técnicas 

dependientes e independientes de cultivo para la caracterización de la microbiota 

asociada a una planta, ya que como podemos ver, se han aislado microorganismos 

que no se han conseguido identificar en metagenómica.  

En el análisis de los resultados de metagenómica y culturómica se identificó un 

microbioma core de la planta huésped L. angustifolius (Acidovorax, Bradyrhizobium, 

Caulobacter, Chitinophaga, Flavobacterium, Kribella, Massilia, Pseudomonas, 

Pseudoxanthomonas, Rhizobium, Sphingomonas, Streptomyces y Variovorax). La 

composición y la diversidad de taxones de la microbiota asociada a la planta huésped 

identificados varió ligeramente entre las localizaciones de muestreo y las condiciones 
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de cultivo. Se mantuvieron en más del 80% de las muestras analizadas los géneros 

identificados como microbioma core. Dicho microbioma deberá estudiarse para definir 

sus funciones en asociación a la planta. Aunque no se definan como microbioma core, 

los microorganismos “satélite”, es decir, aquellos que se encuentran en abundancias 

muy bajas y no en todas las muestras, también deberán tenerse en cuenta para 

estudios posteriores, ya que puede que tengan funciones muy específicas o 

desempeñen funciones moduladoras críticas en condiciones ambientales particulares 

(Compant et al., 2019; O’Banion et al., 2019).  

En este trabajo no fue posible el aislamiento de la comunidad fúngica de la planta 

huésped L. angustifolius, debido a la difícil tarea de manejar tantos cultivos. En un 

futuro, para completar la colección bacteriana y poder definir un microbioma core tanto 

de bacterias como hongos, sería interesante el aislamiento de hongos asociados a la 

planta huésped. De esta forma se podrían estudiar y desarrollar comunidades 

sintéticas mixtas (bacterias y hongos) que promuevan el crecimiento y protejan a la 

planta contra el estrés abiótico generado entre otros factores, por el cambio climático.  
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5. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS  

- La microbiota bacteriana cultivable de Lupinus angustifolius es muy diversa 

considerando que en este trabajo se identificaron un total de 87 géneros 

distribuidos en 722 cepas aisladas de la planta. 

- Los géneros más abundantes en la microbiota bacteriana cultivable de L. 

angustifolius fueron identificados como Pseudomonas, Streptomyces, 

Agrobacterium, Bacillus y Pseudoclavibacter.  

- Los géneros Bacillus, Pseudomonas y Peribacillus se aislaron en todos los 

compartimentos de la planta.  

- Los ensayos de patogenicidad en Arabidopsis thaliana Col-0 indicaron que la 

mayoría de las cepas aisladas no eran fitopatógenas (510). 

- El 74,7% de los géneros identificados por metagenómica, fueron aislados en 

cultivo puro, indicando un alto grado de complementariedad entre ambas 

técnicas de caracterización.  

- El 22,3% de los géneros detectados por metagenómica, no se consiguieron 

aislar por lo que deberán diseñarse nuevas estrategias de aislamiento para 

completar la colección. 

- Los estudios resultados de los capítulos 1 y 2 de esta tesis han permitido 

definir por primera vez el microbioma core de L. angustifolius. 
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CONCLUSIONS 

- The culturable bacterial microbiota of Lupinus angustifolius identified in this 

work can be considered highly diverse with a total of 722 isolated strains 

representing 87 genera. 

- The most abundant genera in the culturable bacteriome of L. angustifolius were 

Pseudomonas, Streptomyces, Agrobacterium, Bacillus and Pseudoclavibacter.  

- Strains representing the genera Bacillus, Pseudomonas and Peribacillus were 

isolated from all plant compartments.  

- Pathogenicity assays against Arabidopsis thaliana Col-0 confirmed that most 

isolated strains were non-pathogen (510). 

- 74.7% of the isolated genera were also identified by culture-independent 

techniques, indicating a high degree of correlation between both 

characterization protocols. 

- 22.3% of the genera characterized by metagenomics were not obtained in pure 

cultures, therefore isolation strategies need to be revisited for improvement. 

- The data obtained in chapters 1 and 2 led to the first description and 

identification of the L. angustifolius core microbiome. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Las comunidades sintéticas como modelo de estudio del microbioma 

vegetal 

En el medio ambiente, los microorganismos se encuentran en comunidades de 

múltiples especies. Estas comunidades pueden estar compuestas por unas pocas 

especies, o por cientos, como ocurre en los microbiomas asociados a plantas 

(Bulgarelli et al., 2013; Flemming & Wuertz, 2019). Las raíces de las plantas se 

asocian con muchos microorganismos que son reclutados del bioma del suelo 

circundante y se ensamblan en comunidades estructuradas conocidas como la 

microbiota de la raíz (Sokol et al., 2022). Estas comunidades proporcionan a la planta 

huésped diferentes funciones beneficiosas, como la protección frente a patógenos o la 

movilización de nutrientes (Carrión et al., 2019; Durán et al., 2018; Zhang et al., 2019). 

La comparación de perfiles microbianos entre diversas plantas terrestres muestra una 

clara diferenciación según las especies huésped (Bulgarelli et al., 2012; Fitzpatrick et 

al., 2018; Lundberg et al., 2012; Yeoh et al., 2017). Estos patrones podrían explicarse 

por un proceso en el que la microbiota de la raíz se ensambla según nichos definidos 

por las características del suelo, clima y los exudados específicos de la planta.  

Debido a la complejidad de estos sistemas, es difícil identificar los microorganismos 

que interactúan y, por tanto, dan forma a la comunidad microbiana asociada a una 

planta. Tradicionalmente, en microbiología, un microorganismo se aislaba y cultivaba 

como monocultivo para estudiar sus funciones de forma individual in vitro (Foster & 

Bell, 2012; Helfrich et al., 2018), pero es difícil traducir estas observaciones al contexto 

asociado con la planta huésped, debido a las diferencias en los entornos espaciales y 

nutricionales (Coyte & Rakoff-Nahoum, 2019).   

Hasta hace unos años, la mayoría de los estudios de interacción planta-

microorganismo se centraban en analizar la interacción entre una cepa individual y la 

planta en condiciones estériles (Karkaria et al., 2021). Esto no ocurre en la naturaleza, 

donde la presencia del microbioma local implica un entorno no estéril. Esto explica el 

fracaso de una sola cepa en el campo, ya que debe enfrentarse a la competencia con 

el microbioma local (Baez-Rogelio et al., 2017; Bashan et al., 2014). Por lo tanto, en 

lugar de inocular los microorganismos de forma individual, una alternativa es crear las 

llamadas comunidades microbianas sintéticas (SynComs), que como comunidad 

tienen más probabilidades de sobrevivir y cumplir sus funciones en un entorno no 

estéril (Raaijmakers, 2015). La construcción y el diseño de comunidades sintéticas o 

consorcios es una alternativa para estudiar y verificar la función del microbioma y para 
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estudiar la interacción entre el microbioma y la planta huésped (Durán et al., 2018; Ma 

et al., 2021).  

La investigación y los fundamentos científicos hasta la fecha se han desarrollado 

utilizando estrategias reduccionistas u holísticas. El uso de SynComs, se plantea como 

un punto de vista intermedio, ya que puede reducir la brecha entre el conocimiento 

obtenido con el estudio de cepas individuales y el análisis de microbiomas complejos 

(Figura 48). En general, la complejidad de la experimentación y la certeza de los 

factores que interactúan son inversamente proporcionales; mientras que, la 

complejidad tiende a aumentar a medida que se añaden más cepas a la investigación, 

la certeza es mayor cuantas menos cepas se estudien. Además, los análisis de 

correlaciones y causalidades también aumentan y disminuyen inversamente (Marín et 

al., 2021).  

 

Figura 48. Representación de las estrategias de procesamiento de la información y los enfoques en el 
diseño de comunidades sintéticas (SynComs). Modificado de Marín et al., (2021). 

 

Los mecanismos que gobiernan el ensamblaje de la comunidad microbiana en la 

planta huésped sólo han comenzado a descifrarse. Los avances en ecología 

microbiana, impulsados por la secuenciación metagenómica, han dado información 

sobre los factores que implican el ensamblaje de la comunidad microbiana, así como 

las razones por las que algunos microorganismos utilizados como inoculantes no 

logran colonizar las plantas de manera efectiva. El microbioma vegetal comprende 

comunidades microbianas muy diversas y complejas que están influenciadas por 

muchos factores, como el genotipo del huésped, los cambios ambientales y el 
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desarrollo de la planta (Coleman-Derr et al., 2016; de Souza et al., 2016; Liu et al., 

2019). Además de los factores del huésped, las interacciones microorganismo-

microorganismo también contribuyen al ensamblaje de la comunidad, pero se sabe 

poco sobre el impacto general y los mecanismos específicos que prevalecen en la 

planta (Chen et al., 2020; Hassani et al., 2018; Müller et al., 2016; Pfeilmeier et al., 

2021; Trivedi et al., 2020).  

Una comunidad sintética exitosa, debe competir con los microorganismos autóctonos, 

colonizar eficientemente los órganos de la planta y establecer asociaciones estables y 

resistentes a pesar de los cambios en el medio ambiente y la composición microbiana 

del suelo (de Souza et al., 2016; Finkel et al., 2017). La combinación del estudio del 

microbioma asociado a una planta mediante técnicas dependientes e independientes 

de cultivo es clave para tratar de entender la interacción entre la microbiota y la planta 

huésped (Finkel et al., 2020). En contraste con la selección de microorganismos 

basada en actividades de promoción del crecimiento o taxonomía, el conjunto de datos 

generados mediante técnicas independientes de cultivo (metagenómica), el 

aislamiento de la microbiota cultivable asociada a la planta para crear colecciones de 

cultivos de esos microorganismos asociados a plantas, pueden servir para diseñar 

SynComs que alberguen múltiples factores como: una colonización robusta (alta 

abundancia en los órganos de las plantas), prevalencia (consistencia en las etapas de 

desarrollo de las plantas) y funciones beneficiosas específicas (Figura 49) (de Souza 

et al., 2020).  
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Figura 49. Esquema para diseñar comunidades sintéticas (SynComs) estables y efectivas para estudiar el 

ensamblaje y función del microbioma de la planta huésped. 

 

Los tamaños de las SynComs en distintos trabajos son muy variables, un consorcio 

pequeño (hasta 10 cepas) puede no ser tan representativo taxonómicamente como 

uno grande (>100 cepas). Las comunidades ricas en especies, por lo general suelen 

ser más eficientes y productivas que las comunidades pobres en especies, ya que 

utilizan los recursos de manera más eficiente (Toju et al., 2018). En algunos estudios, 

las SynComs están diseñadas para representar el microbioma core de una planta 

determinada (Bulgarelli et al., 2012, 2013; Kong et al., 2018; Lundberg et al., 2012), 

pero es importante tener en cuenta a los microorganismos “satélite”, es decir, aquellos 

microorganismos cambiantes que generalmente no se encuentran en el microbioma 

core. Dichos microorganismos posiblemente desempeñan funciones moduladoras 

críticas en condiciones ambientales particulares (Compant et al., 2019; O’Banion et al., 

2019; Shi et al., 2016). Por lo tanto, como los microorganismos de baja abundancia 

relativa pueden desempeñar un papel importante en el funcionamiento del ecosistema 

vegetal (Schulz-Bohm et al., 2015), las especies menos representadas no deben pasar 

desapercibidas a la hora de diseñar una SynCom.  

 

1.2. Importancia del género Micromonospora en interacción con leguminosas 

Micromonospora es una actinobacteria que ha sido frecuentemente aislada de 

distintos tejidos de plantas, en especial leguminosas (Benito et al., 2022; Riesco et al., 

2022b; Trujillo et al., 2010). Su interacción con la planta ha sido estudiada 
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ampliamente (Alonso-Vega et al., 2012; Benito et al., 2017, 2022; Ortúzar, 2017; 

Ortuzar et al., 2020; Riesco et al., 2022a; Trujillo et al., 2010, 2014), y aunque es un 

microorganismo que no forma parte del microbioma central de ninguna leguminosa 

(Brown et al., 2020; Dai et al., 2020; Hartman et al., 2017; Wahdan et al., 2021; Wang 

et al., 2022), se ha podido comprobar su fuerte interacción con el rizobio encargado de 

la fijación del nitrógeno, formando una relación tripartita planta-rizobio-

Micromonospora (Benito et al., 2017). Además de plantas, esta bacteria ha sido 

aislada de múltiples ambientes y por lo tanto se considera cosmopolita (Ørskov, 1923; 

Ren et al., 2013; Saygin et al., 2020; Supong et al., 2013; Tanasupawat et al., 2010; 

Thawai et al., 2008).  

La presencia de Micromonospora en tejidos nodulares se confirmó por primera vez 

mediante hibridación fluorescente in situ (FISH) y microscopía electrónica de 

transmisión (MET), lo que sugiere una estrecha interacción entre la bacteria y la planta 

(Trujillo et al., 2010). La posterior monitorización del proceso de colonización en tres 

plantas diferentes, Lupinus sp., Medicago sp. y Trifolium sp., utilizando la cepa 

Micromonospora lupini Lupac 08 marcada con gfp, en combinación con el 

correspondiente fijador de nitrógeno (rizobio), y acoplada al marcaje con un 

inmunógeno confirmó la capacidad de Micromonospora para colonizar las células 

vegetales y sugirió una estrecha relación entre la bacteria y la planta (Benito et al., 

2017). La cepa Lupac 08 se localizó en todos los tejidos nodulares, confirmando su 

capacidad para entrar y colonizar las tres plantas huésped. Posteriormente, se 

confirmó mediante técnicas moleculares y microscopía de fluorescencia que esta 

misma cepa era capaz de “viajar” desde las raíces hasta las hojas en la planta Pisum 

sativum (Benito et al., 2022).  

La secuenciación del genoma de M. lupini Lupac 08, aislada de un nódulo de L. 

angustifolius (Trujillo et al., 2007), fue esencial para identificar características 

genómicas potencialmente implicadas en esta interacción planta-microorganismo 

(Alonso-Vega et al., 2012; Trujillo et al., 2014). El genoma anotado reveló varios 

rasgos potencialmente implicados en la capacidad de esta bacteria para alternar un 

estilo de vida como saprófito en el suelo y como endófito en el interior de los nódulos 

(Trujillo et al., 2014). Estas estrategias incluían varias características comúnmente 

encontradas en cepas endofíticas, como la presencia de sideróforos, fitohormonas y 

sistemas de supervivencia frente a las defensas de las plantas. Este estudio también 

resaltó la importancia de una amplia gama de enzimas degradadoras de polímeros 

vegetales, codificadas en el genoma. Sin embargo, como no se disponía de 

información genómica adicional, este estudio no pudo comparar estos resultados con 
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otras cepas de Micromonospora, y no se pudieron definir características genómicas 

comunes relacionadas con las plantas en otras cepas del género.  

La realización de pruebas in vitro de promoción de crecimiento ensayándose un alto 

número de cepas y su posterior ensayo in planta, confirmó que Micromonospora tiene 

un alto potencial como promotor del crecimiento (Benito et al., 2022; Ortúzar, 2017; 

Trujillo et al., 2014). Además, se observó que esta bacteria puede ser utilizada en 

fitorremediación asistida, ya que es capaz de producir metalóforos para varios metales 

pesados (Ortúzar et al., 2020).  

En los últimos años se ha secuenciado un número importante de genomas de 

Micromonospora (Riesco et al., 2018; Riesco et al., 2022a). La disponibilidad de estos 

datos permitió realizar análisis comparativos para buscar funciones relacionadas con 

plantas. Tras analizar el genoma de 74 cepas de Micromonospora para identificar 

cuáles eran las características genómicas involucradas en la interacción entre dicho 

microorganismo y la planta huésped, se identificaron unas firmas que podrían ayudar a 

seleccionar aquellas cepas con la mayor probabilidad de colonizar la planta con éxito y 

contribuir a su bienestar (Riesco et al., 2022a). Por lo tanto, Micromonospora podría 

ser considerada un componente satélite del microbioma de Lupinus angustifolius. 
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2. OBJETIVOS 

Conocer cómo se ensambla el microbioma de una planta y sus funciones es de gran 

interés. El uso de comunidades sintéticas específicas donde conocemos los 

microorganismos y diseñadas según el objetivo de estudio: promoción del crecimiento, 

microbioma core, taxones más abundantes, etcétera, puede revelar información muy 

importante sobre cada miembro de la comunidad y las funciones que tiene, 

pudiéndose analizar la interacción con la planta e incluso entre los miembros de la 

comunidad. Además, el uso de SynComs permite la introducción de microorganismos 

poco abundantes que forman parte de la comunidad de la planta, pero se detectan en 

bajas proporciones, como es el caso de la actinobacteria Micromonospora en L. 

angustifolius y que se sabe que tiene una alta interacción con la planta huésped.  

En la primera y segunda parte de este trabajo, se caracterizó con técnicas 

dependientes e independientes de cultivo la microbiota bacteriana y fúngica (rizosfera) 

asociada a la planta L. angustifolius. En este tercer capítulo el objetivo fue: descifrar 

las interacciones de Micromonospora con su planta huésped y el microbioma 

asociado. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

1. Diseño de comunidades sintéticas (SynComs) a partir de la colección de 

cultivos creada en el capítulo dos. 

2. Secuenciación y análisis genómico funcional de las cepas que componen las 

comunidades sintéticas. 

3. Efecto de las SynComs diseñadas en L. angustifolius y su interacción con las 

comunidades naturales del suelo.  

4. Ensamblaje de la microbiota asociada a las raíces de L. angustifolius.  

5. Análisis de la expresión génica de la planta huésped.  
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3. RESULTADOS 

3.1. Diseño de las comunidades sintéticas bacterianas (SynComs) 

En este trabajo se diseñaron un total de siete comunidades sintéticas (SynComs) (ver 

Materiales y Métodos) con cepas aisladas de rizosfera y raíz de la planta L. 

angustifolius en este mismo trabajo (ver Capítulo II). Para diseñar los consorcios 

bacterianos se tuvieron en cuenta aquellos taxones que formaban el microbioma core 

(ver Capítulo II), además de otros que podían tener un importante papel en el 

ensamblaje de la comunidad y funciones beneficiosas sobre la planta huésped. En 

total se seleccionaron 12 cepas, de las cuales 10, forman la comunidad sintética base 

y a las cuales se fueron adicionando las cepas Bradyrhizobium sp. CAR08 y 

Micromonospora sp. Lupac 08 creando diferentes combinaciones para ver el efecto 

tanto de Bradyrhizobium como de Micromonospora por separado y en conjunto sobre 

la comunidad bacteriana asociada a la raíz de L. angustifolius.  

 

3.2. Secuenciación e identificación de las cepas  

Se secuenció el genoma de todas las cepas seleccionadas para el diseño de las 

comunidades sintéticas. Tras la anotación genómica estas se identificaron en la base 

de datos TYSG (Type Strain Genome Server) (Tabla 10). El genoma de la cepa 

Micromonospora lupini Lupac 08 fue secuenciado previamente (Alonso-Vega et al., 

2012). Como se puede observar en la Tabla 10, la diversidad de los consorcios era 

muy amplia e incluía bacterias del género Pseudomonas, que son bien conocidas por 

su capacidad de interactuar con plantas, pero también bacterias menos conocidas 

como Kribbella, una actinobacteria filamentosa. Destaca también el género Variovorax 

ya que su aislamiento es difícil, pero tiene una importante interacción con la planta. 

Todas las cepas pertenecían a los filos Pseudomonadota y Actinomycetota.  
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Tabla 10. Identificación de las cepas y características generales del genoma 

Cepa Identificación Filo 
dDDH 
(%) 

Tamaño 
genoma 
(Mb) 

GC 
(%) 

Contigs 

CAR08 
Bradyrhizobium canariense 
BTA-1T 

Pseudomonadota 56,8 
8,3 63,0 88 

CRA71 
Pseudoxanthomonas 
mexicana DSM 17121T 

Pseudomonadota 29,2 
4,0 66,6 19 

CRA73 
Stenotrophomonas pictorum 
JCM 9942T 

Pseudomonadota 28,2 
4,4 67,0 16 

CRA80 
Sphingopyxis italica DSM 
25229T 

Pseudomonadota 30,5 
4,5 65,2 26 

CRA141 
Pseudomonas zanjanensis 
SWRI12T 

Pseudomonadota 69,5 
6,5 61,3 48 

SO45 
Variovorax soli NBRC 
106424T 

Pseudomonadota 27,8 
5,6 67,1 28 

SOC14B 
Streptomyces janthinus JCM 
4387T 

Actinomycetota 78,6 
8,8 70,8 31 

SOC84 
Streptomyces nojiriensis 
JCM 3382T 

Actinomycetota 33,7 
8,3 72,0 41 

SOC91 
Kribbella turkmenica 
16K104T 

Actinomycetota 32,3 
9,3 67,9 38 

SRA22 
Caulobacter rhizosphaerae 
KCTC 52515T 

Pseudomonadota 30,4 
5,5 68,8 46 

SRA24 
Rhizobium ruizarguesonis 
UPM1133T 

Pseudomonadota 54,6 
6,7 60,8 68 

Lupac 08 
Micromonospora lupini 
Lupac 08 

Actinomycetota - 
7,3 71,9 50 

 

3.3. Características funcionales de los consorcios bacterianos (SynComs) 

Los doce genomas de la Tabla 10 se anotaron con la aplicación RASTtk utilizando la 

base de datos SEED, observando que la cepa Bradyrhizobium sp. CAR08 presentaba 

el mayor número de genes (1831), mientras que la cepa Pseudoxanthomonas sp. 

CRA71 registró el menor número (1104). Analizando los grupos de genes que tienen 

relación con plantas, las cepas CRA141, SRA24 y CAR08 fueron las que presentaron 

mayor número de genes relacionados con el metabolismo del nitrógeno. En el 

metabolismo del hierro destacó la cepa Pseudomonas sp. CRA141, y en el 

metabolismo de fósforo y potasio todas las cepas presentaron un número similar de 

genes. En el metabolismo de aminoácidos la cepa Pseudomonas sp. CRA141 fue la 

que mayor número de genes presentó (259), seguido de SOC84, SRA24 y CAR08, 

con 219, 215 y 203 genes, respectivamente. En transportadores de membrana 

destacaron con mayor número de genes, las cepas SRA22 (134) y CRA80 (116). En 

cuanto a regulación y señalización celular, las cepas CAR08 y SRA24 fueron las que 

mayor número de genes tuvieron, con 65 y 62 respectivamente. Finalmente, en el 

metabolismo de carbohidratos destacaron con más de 300 genes las cepas SOC91, 

SOC14B y SRA24 (426, 394 y 349) (Figura 50).  
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Figura 50. Heatmap de la representación del número de genes de las anotaciones en la aplicación 

RASTtk y visualizadas con SEED.  

 

En la Tabla 11 se muestra el recuento de genes de cada cepa en cada una de las 

categorías, y en Anexo III se encuentra un enlace para ver de forma digital el recuento 

de cada uno de los genes que forman las categorías. 
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Tabla 11. Abundancia de genes de cada una de las cepas secuenciadas en las diferentes categorías de 

las anotaciones en la aplicación RASTtk y visualizadas con SEED. 
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Aminoácidos y derivados 203 259 122 134 146 171 193 199 219 198 140 215 

Carbohidratos 266 243 130 120 149 263 214 394 260 426 296 349 

División y ciclo celular 6 6 7 6 5 4 6 2 4 5 5 5 

Pared celular y cápsula 90 69 50 47 43 58 61 70 68 57 63 80 

Subsistemas basados en 
agrupaciones 

30 32 30 31 27 39 34 45 34 44 31 34 

Cofactores, vitaminas, 
grupos prostéticos y 
pigmentos 

192 133 86 85 99 127 141 142 140 170 116 115 

Metabolismo del ADN 84 76 72 65 56 73 74 85 79 101 60 91 

Ácidos grasos, lípidos e 
isoprenoides 

37 35 27 28 28 35 34 32 36 23 29 34 

Adquisición y 
metabolismo del hierro 

14 51 10 13 9 5 21 12 18 14 9 21 

Transportadores de 
membrana 

87 66 80 91 116 34 74 26 22 58 134 60 

Metabolismo de 
compuestos aromáticos 

70 53 13 24 36 28 81 48 29 74 39 37 

Vaarios 20 16 12 9 12 21 15 13 8 15 16 19 

Movilidad y quimiotaxis 60 62 45 49 34 1 45 1 2 0 60 56 

Metabolismo del 
nitrógeno 

54 37 16 8 18 19 19 28 36 17 17 24 

Nucleósidos y 
nucleótidos 

61 55 33 33 31 40 56 65 69 62 49 65 

Fagos, profagos, 
elementos transponibles 
y plásmidos 

5 4 3 6 2 3 2 3 4 4 3 3 

Metabolismo del fósforo 27 18 21 23 22 22 30 23 21 31 28 29 

Metabolismo del potasio 14 13 10 10 9 9 14 7 9 12 7 12 

Metabolismo de proteínas 98 118 98 103 96 100 111 99 99 104 100 101 

Metabolismo del ARN 56 69 55 50 44 57 58 52 55 66 51 68 

Regulación y señalización 
ceular 

65 23 11 14 11 19 37 18 16 28 13 62 

Respiración 102 74 58 62 72 79 89 84 84 97 75 110 

Metabolismo secundario 18 6 12 9 13 11 20 16 17 24 13 20 

Respuesta al estrés 93 80 65 55 59 58 73 106 80 70 67 94 

Metabolismo del azufre 24 16 10 7 10 16 17 16 14 14 11 8 

Virulencia, enfermedad y 
defensa 

55 36 28 29 49 49 39 52 50 52 39 39 

TOTAL 1831 1650 1104 1111 1196 1341 1558 1638 1473 1766 1471 1751 

 

Debido a la importancia del metabolismo de carbohidratos en los microorganismos que 

interaccionan con las plantas, se analizaron los genomas con la aplicación CAZy para 

buscar familias de enzimas activas de carbohidratos. En total, las cepas que mayor 

número de genes tuvieron fueron: SOC14B (728), SOC91 (560), Lupac 08 (552) y 
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SOC84 (433). Las cepas SOC14B, SOC91 y Lupac 08, fueron las que mayor número 

de genes presentaron de glucósido hidrolasa con 358, 319 y 275 respectivamente. En 

el grupo de glicosil transferasa la cepa SOC14B (51) seguida de SRA24 (43) y SOC84 

(41) fueron las que mayor número de genes presentaron. En los módulos de unión a 

carbohidratos destacó la cepa Micromonospora sp. Lupac 08 con 45 genes. Tanto en 

carbohidrato esterasas como en polisacáridos lisasas, las cepas SOC14B y SOC91 

fueron las que mayor número de genes tuvieron. En todas estas familias de enzimas, 

la cepa Stenotrophomonas sp. CRA73 tenía el número más bajo de genes (94) (Figura 

51).  

 

Figura 51. Heatmap de la representación del número de genes de las anotaciones con la aplicación CAZy 

de familias de enzimas activas de carbohidratos.  
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En la Tabla 12 se muestra el recuento de genes de cada cepa en cada una de las 

categorías, y en el Anexo III se encuentra un enlace para ver de forma digital el 

recuento de cada uno de los genes que forman las categorías. 

 

Tabla 12. Recuento de genes de cada una de las cepas estudiadas en las diferentes categorías de 
familias de enzimas activas de carbohidratos anotadas con la aplicación CAZy. 

 

S
O

4
5

 

L
u

p
a
c
 0

8
 

S
O

C
9
1

 

C
R

A
7
3

 

S
R

A
2

4
 

C
R

A
7
1

 

S
O

C
1
4
B

 

S
O

C
8
4

 

S
R

A
2

2
 

C
R

A
1
4

1
 

C
A

R
0
8

 

C
R

A
8
0

 

Glucósido hidrolasas 66 275 319 40 147 119 358 220 260 85 108 47 

Glicosil transferasas 19 38 30 14 43 22 51 41 24 24 32 10 

Módulos de unión a carbohidratos 0 45 12 0 0 0 27 19 2 0 0 1 

Carbohidrato esterasas 3 15 16 5 4 6 24 13 15 3 3 4 

Polisacárido lisasas 9 26 39 0 3 3 55 10 11 10 2 11 

Actividades auxiliares 31 16 26 8 25 14 31 24 16 15 35 10 

TOTAL 128 415 442 67 222 164 546 327 328 137 180 83 

 

 

3.4. Efecto de las SynComs en la planta huésped cultivada en un suelo sin 

esterilizar (comunidad natural) 

3.4.1. Parámetros de crecimiento 

El estudio del efecto de las SynComs en la planta huésped en una comunidad natural 

se realizó cultivando plantas de L. angustifolius en suelo sin esterilizar en invernadero 

(ver Materiales y Métodos). Dicho experimento se realizó en dos ocasiones, en la 

primera únicamente se inocularon cinco SynComs (SynCom_1, Syncom_2, 

SynCom_3, SynCom_5 y SynCom_7), y debido a que se obtuvieron resultados 

prometedores se repitió inoculando un total de siete SynComs además de plantas sin 

inocular y macetas sin planta como controles. Tras ocho semanas de cultivo, se 

procedió a registrar varios parámetros de crecimiento de la planta, para lo cual se 

midió el peso y la longitud aérea, el peso radicular, y el número de nódulos. 

Posteriormente, se recogieron muestras de raíces, rizosfera y suelo, para ver el efecto 

de las SynComs en las comunidades microbianas asociadas a la raíz de L. 

angustifolius mediante perfiles metagenómicos del gen ARNr 16S.  

En la Figura 52, puede observarse el crecimiento de las plantas en ambos 

experimentos tras ocho semanas de cultivo.  
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Figura 52. Plantas de Lupinus angustifolius cultivadas en invernadero en un suelo natural (sin esterilizar). 
El número 2 corresponde con las plantas sin inocular; 3 plantas inoculadas con la SynCom_1; 4 con la 
SynCom_2; 5 con la SynCom_3; 6 con la SynCom_4; 7 con la SynCom_5; 8 con la SynCom_6; y 9 con la 
SynCom_7. A) Experimento 1 realizado de mayo a julio 2022. B) Experimento 2 realizado de julio a 
septiembre 2022. 
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Los resultados registrados para los parámetros de crecimiento de la planta en ambos 

experimentos, indicaron que el tratamiento con la SynCom_7 era el más efectivo en 

cuanto a promoción de crecimiento de la planta, con resultados significativos tras 

estandarizar los resultados con Z-scores y analizarlos con un ANOVA, prueba post-

hoc de Tukey (P<0,001) (Figura 53A, experimento 1 y 53B, experimento 2). Además, 

con respecto a las plantas sin inocular, pudo observarse que todos los tratamientos 

con las distintas SynComs fueron efectivos con valores significativos. Cabe destacar 

que aquellas SynComs que contenían la cepa Bradyrhizobium sp. CAR08 tuvieron 

mejores valores significativos de promoción de crecimiento con respecto a aquellas 

que no lo incluían (SynCom_1, 3, 5 y 7). Los resultados fueron constantes y 

reproducibles en los dos experimentos.  



Capítulo III | Resultados | Página 137  

 

Figura 53. Representación de los parámetros de crecimiento de la planta registrados en los dos 
experimentos de invernadero (efecto en comunidades naturales). Los valores se estandarizaron con Z- 
scores y las letras sobre los diagramas de cajas indican la agrupación de la muestra a una significancia 
de P<0,001. A) Experimento 1 realizado de mayo a julio 2022. B) Experimento 2 realizado de julio a 
septiembre 2022. 
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3.4.2. Diversidad alfa y beta 

La diversidad alfa de todas las muestras se calculó mediante el empleo del índice de 

Shannon. Al analizar los resultados de ambos experimentos, se observaron diferencias 

significativas entre los tres compartimentos estudiados. La diversidad alfa fue 

significativamente mayor (P<0,0001) en las muestras de suelo, seguido de rizosfera y 

raíces (Figura 54).  

 

Figura 54. Representación del índice de Shannon en los experimentos de invernadero (efecto en 
comunidades naturales del suelo) en las muestras de suelo, rizosfera y raíces. Las letras sobre los 

diagramas de cajas indican la agrupación de la muestra a una significancia de P<0,0001.  

 

También se analizó la diversidad alfa (índice de Shannon) bacteriana por separado en 

cada uno de los compartimentos de la planta: suelo, rizosfera y raíces para determinar 

si había cambios en la diversidad alfa cuando se inoculaban las diferentes SynComs. 

En las muestras de suelo y rizosfera no hubo diferencias significativas (P<0,0001) 

cuando se añadieron las diferentes comunidades sintéticas (Figuras 55A y 55B). En 

las muestras de raíces, hay diferencias significativas entre los tratamientos 

(P<0,0001), siendo las plantas control sin inocular las que mayor diversidad alfa 

presentaban, seguido de la SynCom_1 y la SynCom_2, SynCom_3, SynCom_4, 

SynCom_6, SynCom_5 y SynCom_7 (Figura 55C). 
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Figura 55. Representación del índice de Shannon de las muestras de los distintos tratamientos en: A) 
muestras de suelo; B) muestras de rizosfera; y C) muestras de raíces. Las letras sobre los diagramas de 
caja indican la agrupación de la muestra a una significancia de P<0,0001. 
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Para comparar las comunidades bacterianas entre los distintos compartimentos (suelo, 

rizosfera y raíces), se representaron las matrices de distancia de diversidad beta 

utilizando un análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en Bray-Curtis. Se 

representaron los dos experimentos juntos (Figura 56A), y por separado en las figuras 

56B y 56C, respectivamente. Como pudo observarse en los tres PCoA, las muestras 

de cada compartimento se agruparon siguiendo las mismas distribuciones. Se pudo 

observar que entre las muestras de suelo y rizosfera había más relación que entre las 

de suelo y raíces, según los resultados del PERMANOVA (P=0,001), pero entre los 

tres compartimentos había diferencias significativas. En las muestras de suelo y 

rizosfera no hubo diferencias entre los tratamientos. Estas diferencias significativas 

entre tratamientos (PERMANOVA P=0,001) sí pudieron observarse en las muestras de 

raíz, donde sobre todo en la Figura 56C se ve la agrupación de las muestras de los 

tratamientos con las SynCom_1, 3, 5 y 7; y las SynCom_2, 4 y 6 con las plantas sin 

inocular. El primer grupo se corresponde con comunidades sintéticas que incorporan la 

cepa Bradyrhizobium sp. CAR08.  
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Figura 56. Análisis de coordenadas principales (PCoA) de las diferencias Bray-Curtis de las comunidades 
bacterianas en cada uno de los compartimentos de la planta: suelo, rizosfera y raíces, con los distintos 
tratamientos. A) PCoA de los dos experimentos de invernadero. B) PCoA del experimento 1. C) PCoA del 
experimento 2.  
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3.4.3. Cambios en las comunidades bacterianas inducidas por las SynComs 

Los resultados de los perfiles del gen ARNr 16S de los compartimentos inoculados con 

las diferentes SynComs (suelo, rizosfera y raíces), desveló que estos microorganismos 

afectaron de manera importante al ensamblaje y composición de la microbiota 

bacteriana de la raíz.  

En la muestra de inóculo (input) secuenciada como control tanto de las cepas por 

separado como de todas las SynComs, se consiguieron detectar todas las bacterias 

introducidas.  

En las muestras de suelo, la composición bacteriana se mantuvo constante en todos 

los tratamientos, es decir, que no hubo diferencias al añadir las diferentes SynComs 

(Figura 57A). En la rizosfera sí se observaron cambios en la composición bacteriana 

cuando se inocularon las SynCom_2 y 6, ya que la abundancia relativa de Massilia 

disminuyó de manera importante, en comparación con las plantas sin inocular y el 

resto de los tratamientos. Cuando se inocularon las SynCom_6 y 7, la abundancia 

relativa de Flavobacterium sp. también disminuyó (Figura 57B).  

En las muestras de raíces se observaron muchas diferencias cuando se inocularon las 

distintas SynComs. En el caso de las SynComs 1, 3, 5 y 7 se vio un aumento en la 

abundancia de la familia Nitrobacteraceae. La SynCom_6 desplazó totalmente la 

comunidad bacteriana, siendo Rhizobacter, Massilia y la familia Comammonadaceae 

los taxones más abundantes. El género Rhizobium se encontró en abundancias muy 

bajas en las muestras inoculadas con la SynCom_4 y 6. En la SynCom_4 se vio un 

aumento de los taxones Oxalobacteraceae y Pseudoduganella. Las SynComs_5 y 6 

presentaron unos perfiles de abundancia muy similares (Figura 57C).  



Capítulo III | Resultados | Página 143  

 

Figura 57. Gráfico de barras de la composición bacteriana bajo el efecto de las SynComs en: A) suelo, B) 
rizosfera, y C) raíces.  
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3.5. Ensamblaje del microbioma asociado a la raíz de L. angustifolius 

3.5.1. Parámetros de crecimiento 

El estudio del efecto de las SynComs en la planta huésped en un sistema gnotobiótico 

se realizó cultivando plantas de L. angustifolius en una matriz turba vermiculita (2:1) 

estéril, en cámara climatizada (ver Materiales y Métodos). Dicho experimento se 

realizó en dos ocasiones, la primera en el Max Planck Institute for Plant Breeding 

Research (MPIPZ) y la segunda en la Universidad de Salamanca (USAL). Se 

inocularon un total de siete SynComs, además de plantas sin inocular y macetas sin 

planta, como controles. Tras seis semanas de cultivo, se procedió a registrar varios 

parámetros de crecimiento de la planta, para lo cual se midió el peso y la longitud 

aérea, y el número de nódulos. Posteriormente, se recogieron muestras de raíces y 

rizosfera, para estudiar el ensamblaje de las SynComs en las raíces de L. angustifolius 

mediante perfiles metagenómicos del gen ARNr 16S. Finalmente, para analizar el 

efecto de las SynComs sobre la planta, se hizo un análisis de RNA-seq de las raíces y 

se estudió la expresión génica de la planta en presencia de las distintas SynComs y el 

control sin inocular.  

En la Figura 58, puede observarse el crecimiento de las plantas en ambos 

experimentos tras seis semanas de crecimiento. En la Figura 58A son fotos de las 

plantas del experimento 1 (MPIPZ), y en la Figura 58B, imágenes del experimento 2 

(USAL). 
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Figura 58. Plantas de Lupinus angustifolius cultivadas en un sistema gnotobiótico en condiciones 
controladas y en sustrato estéril. El número 2 corresponde con las plantas sin inocular; 3, plantas 
inoculadas con la SynCom_1; 4, con la SynCom_2; 5, con la SynCom_3; 6, con la SynCom_4; 7, con la 
SynCom_5; 8, con la SynCom_6; y 9, con la SynCom_7. A) Experimento 1 realizado de agosto a 
septiembre 2022 en MPIPZ. B) Experimento 2 realizado de diciembre a enero 2023 en USAL. 



Página 146 | Resultados | Capítulo III 

 

Los resultados de los parámetros de crecimiento de la planta en ambos experimentos, 

bajo condiciones controladas indicaron que el tratamiento con la SynCom_7 era el más 

efectivo en cuanto al desarrollo de la planta, con resultados significativos tras 

estandarizar los resultados con Z-scores y analizarlos con un ANOVA, prueba post-

hoc de Tukey (P<0,001) (Figura 59A y 59B). En el primer experimento, no se 

encontraron diferencias significativas entre el resto de los tratamientos (Figura 59A). 

Por otro lado, en el segundo experimento sí se vieron diferencias significativas cuando 

se inocularon las SynCom_5 y 6 obteniéndose resultados por encima de la media 

(Figura 59B).  
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Figura 59. Representación de los parámetros de crecimiento de la planta registrados en los dos 
experimentos realizados en un sistema gnotobiótico en condiciones controladas y en sustrato estéril. Los 
valores se estandarizaron en con Z- scores y las letras sobre los diagramas de cajas indican la 
agrupación de la muestra a una significancia de P<0,001. El número 2 corresponde con las plantas sin 
inocular; 3 plantas inoculadas con la SynCom_1; 4 con la SynCom_2; 5 con la SynCom_3; 6 con la 
SynCom_4; 7 con la SynCom_5; 8 con la SynCom_6; y 9 con la SynCom_7. A) Experimento 1 realizado 
de agosto a septiembre 2022 en MPIPZ. B) Experimento 2 realizado de diciembre a enero 2023 en USAL.  
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3.5.2. Abundancia de las SynComs inoculadas 

El análisis para estudiar qué cepas de las SynComs se asociaban o no a las raíces se 

hizo mediante el perfil metagenómico del gen ARNr 16S de muestras de rizosfera y 

raíces. Solamente se secuenciaron aquellas muestras que estaban inoculadas con las 

SynComs con más de dos cepas.  

En la rizosfera, la abundancia relativa de las cepas inoculadas en las diferentes 

SynComs fue similar, observando que en la SynCom_4 se detectó mayor abundancia 

de la cepa Pseudomonas sp. CRA141. En las raíces, la composición varió con 

respecto a la rizosfera. Se detectó una mayor abundancia de la cepa Rhizobium sp. 

SRA24 y menor de la cepa Pseudoxanthomonas sp. CRA71 con respecto a la 

rizosfera. También se pudo ver en las SynCom_5 y 7, que casi un 10% de la 

abundancia correspondía a la cepa Bradyrhizobium sp. CAR08. Por otro lado, en las 

SynCom_6 y 7 se detectó la presencia de la cepa Micromonospora lupini Lupac 08. 

Las cepas Streptomyces spp. SOC84 y SOC14B, se detectaron en abundancias muy 

bajas o incluso nulas en todas las SynComs de ambos compartimentos (Figura 60). 

Todas las abundancias pueden encontrarse en la Tabla S1 – Anexo III. 

 

 

Figura 60. Abundancia de las cepas que forman las SynComs y que se asocian a la rizosfera y raíces de 
Lupinus angustifolius. 
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3.6. Análisis de la expresión génica de L. angustifolius bajo el efecto de las 

SynComs 

En el estudio de la expresión génica de la planta para registrar el efecto de las 

SynComs, se observó mediante un análisis de componentes principales (PCA) que las 

muestras se dividían en dos grupos. El grupo 1 formado por las plantas sin inocular, la 

SynCom_1 y la 2, y el grupo dos compuestos por las SynComs_3, 4, 5, 6 y 7 (Figura 

61).  

 

 

Figura 61. Análisis de componentes principales de las muestras de raíces con las diferentes SynComs.  

 

Los gráficos de volcanes muestran la distribución de genes expresados 

diferencialmente (Figura 62). En el eje x se muestra el cambio en la expresión génica 

entre las muestras, y en el eje y la estadística de las diferencias calculadas con el 

log2FoldChange para un P<0,05 realizado entre cada una de las SynComs con 

respecto del control. Los puntos rojos muestran genes sub-expresados y los verdes 

genes sobre-expresados. Se observó que el inoculó la SynCom_1 mostró una menor 

expresión diferencial (542 genes), mientras que la mayor expresión se registró con el 

inóculo de la SynCom_6 (3244 genes) (Figura 62).  
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Capítulo III | Resultados | Página 151  

 

 

 

Figura 62. Gráficos volcán dónde se representan los genes sub- y sobre-expresados de las diferentes 
SynComs con respecto al control sin inocular. Las diferencias en la expresión se calcularon con el 
log2FoldChange para un P<0,05. Los puntos rojos muestran genes sub-expresados y los verdes genes 
sobre-expresados.
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Todos los genes expresados diferencialmente se agruparon como el conjunto de 

genes diferenciales (Figura 63). El análisis de conglomerados se llevó a cabo en 

diferentes conjuntos de genes. Se observó que la expresión génica de las plantas L. 

angustifolius sin inocular e inoculadas con las SynComs_1, 2 y 3 era similar, mientras 

que se detectaron muchas diferencias con respecto a las plantas inoculadas con las 

SynComs_5, 6 y 7. En el caso de la SynCom_4, la expresión génica fue diferente a los 

otros dos grupos.  

 

 

Figura 63. Heatmap del agrupamiento de genes de expresión diferencial, de los resultados del análisis de 
conglomerados de FPKM agrupados con el valor log2(FPKM+1). El color rojo indica genes con altos 
niveles de expresión y el color verde indica genes con bajos niveles de expresión.  

 

En el análisis de enriquecimiento de ontología génica (Gene Ontology, GO), se 

clasificaron los genes según su funcionalidad en: componentes celulares, funciones 

moleculares y procesos biológicos. En los resultados de enriquecimiento GO se 

seleccionaron las 30 clasificaciones más significativas para visualizarlas de una forma 
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más sencilla. Las muestras de todas las SynComs se enfrentaron al control de plantas 

sin inocular y se calculó la relación de genes diferenciales. Tras el análisis se pudo 

comprobar que las categorías de genes más enriquecidas con un P<0,05 en todas las 

SynComs fueron: proceso metabólico de las macromoléculas de la pared celular, 

transporte de iones metálicos divalentes, transporte de cationes inorgánicos 

divalentes, organización o biogénesis de la pared celular, y metabolismo de 

polisacáridos de la pared celular (Figura 64). Además, únicamente en las SynComs_1, 

3, 5 y 7 se observó un enriquecimiento de los genes con funciones relacionadas con el 

proceso de nodulación. 
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Figura 64. Diagrama de dispersión de enriquecimiento GO (ontología de genes). La abscisa del gráfico es 
la relación entre el número de genes diferenciales en la vía KEGG y el número total de genes 
diferenciales. El tamaño de un punto representa el número de genes anotados en una función GO 

específica. El color de rojo a púrpura representa el nivel significativo del enriquecimiento. 

 

 

Las interacciones de múltiples genes pueden estar involucradas en ciertas funciones 

biológicas, por ello se hizo un análisis de enriquecimiento de rutas metabólicas con 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). En los resultados de 

enriquecimiento KEGG se seleccionaron las 20 rutas más significativas para 

visualizarlas de una forma más sencilla. Las muestras de todas las SynComs se 

enfrentaron al control de plantas sin inocular y se calculó la relación de genes 

diferenciales. Tras el análisis, se comprobó que las vías más enriquecidas con un 

P<0,05 en todas las SynComs fueron: ruta de señalización MAPK-planta (mitogen-

activated protein kinase), transducción de señales hormonales en plantas, interacción 

planta-patógeno, biosíntesis de carotenoides, biosíntesis de diterpenoides y 

metabolismo de la cisteína y la metionina (Figura 65).  
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Figura 65. Diagrama de dispersión de enriquecimiento de KEGG. La abscisa del gráfico es la relación 
entre el número de genes diferenciales en la ruta KEGG y el número total de genes diferenciales. El 
tamaño de un punto representa el número de genes anotados en una ruta KEGG específica. El color de 
rojo a púrpura representa el nivel significativo del enriquecimiento. 
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4. DISCUSIÓN 

Identificar la naturaleza de las interacciones microbianas que se dan en la raíz, y las 

funciones que tiene sobre la planta sigue siendo un desafío. El uso de comunidades 

sintéticas (SynComs) para estudiar el ensamblaje de la microbiota asociada a la planta 

huésped nos da la oportunidad de establecer interacciones causales añadiendo o 

eliminando cepas, y así determinar de forma empírica la consecuencia de las 

interacciones entre cepas en el resto de la comunidad y con el huésped. En contraste 

con la selección de microorganismos basada en actividades de promoción del 

crecimiento o taxonomía, el conjunto de datos generados mediante técnicas 

independientes de cultivo (metagenómica), el aislamiento de la microbiota cultivable 

asociada a la planta para crear colecciones de cultivos de esos microorganismos 

asociados a plantas, pueden servir  para diseñar SynComs que alberguen múltiples 

factores como: una colonización robusta (alta abundancia en los órganos de las 

plantas), prevalencia (consistencia en las etapas de desarrollo de las plantas) y 

funciones beneficiosas específicas (de Souza et al., 2020). Asimismo, se deben tener 

en cuenta los microorganismos “satélite” ya que, aunque su abundancia en las plantas 

no sea alta, pueden tener funciones muy específicas.  

En este trabajo se diseñaron 7 comunidades sintéticas diferentes empleando cepas 

bacterianas aisladas de la rizosfera y raíces de L. angustifolius, con el objetivo de 

estudiar su asociación a la raíz y rizosfera de la planta. Además, se quería conocer si 

estas bacterias seleccionadas tenían algún efecto sobre la planta huésped y la 

comunidad bacteriana natural del suelo donde crecían las plantas. Tras obtener los 

genomas de las cepas bacterianas que formaban las distintas SynComs, se hizo un 

análisis de genómica comparativa, confirmando que todas las cepas seleccionadas 

presentaban genes de asociación con la planta, así como de crecimiento vegetal. La 

cepa Pseudomonas sp. CRA141 destacó por tener un elevado número de genes 

relacionado con la interacción positiva con plantas, mientras que la cepa Streptomyces 

sp. SOC14B fue la que mayor número de genes presentó para enzimas de 

degradación de polímeros vegetales, aunque no destacó en genes relacionados con 

plantas.  

La primera parte de este trabajo consistió en estudiar el efecto de las SynComs 

diseñadas, en la planta huésped en una comunidad natural del suelo de cultivo. Para 

ello, se cultivaron plantas durante 8 semanas en suelo sin esterilizar en condiciones de 

invernadero, este experimento se realizó dos veces en momentos distintos y los 

resultados en ambos fueron consistentes. Aquí pudimos ver tras medir los parámetros 
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de crecimiento de las plantas que, con respecto al control sin inocular, las plantas 

inoculadas con la SynCom_7 tuvieron mayores valores relacionados con el 

crecimiento y desarrollo de la planta. Esta comunidad sintética compuesta por un total 

de 12 cepas era la más compleja. El efecto en la planta y el suelo se estudió mediante 

técnicas independientes de cultivo, para ello se hizo el perfil del gen ARNr 16S. La 

diversidad alfa de las muestras estudiadas con el índice de Shannon señaló que las 

muestras de suelo eran las más diversas, seguidas de rizosfera y raíces. Respecto al 

estudio de los distintos consorcios en suelo y rizosfera, no se detectaron diferencias 

significativas, mientras que en las raíces se observó mucha variación que podía 

relacionarse con la composición de la SynCom inoculada. Estos resultados indicaron 

que, cuando se inoculan las distintas SynComs la diversidad alfa va disminuyendo de 

forma significativa, ya que el ensamblaje de la microbiota con bacterias provenientes 

de la comunidad natural del suelo se ve afectada por las SynComs. Esto puede ser 

porque algunas cepas de las distintas SynComs ocuparon distintos nichos, lo que 

generó una disminución importante de la diversidad alfa (Brown et al., 2020; Hassani 

et al., 2018; Santos-Medellín et al., 2017).  

La diversidad beta separó las muestras en tres grupos según los compartimentos, 

muestras de suelo, rizosfera y raíces. Además, en las muestras de raíces pudo verse 

una agrupación entre distintas SynComs. Se agruparon por una parte todas aquellas 

muestras que contenían en la comunidad sintética al fijador de nitrógeno, 

Bradyrhizobium sp., CAR08 y, por otro lado, el control de la planta sin inocular con el 

resto de las comunidades sintéticas que no tenían al fijador. Esto sugiere que la 

presencia de Bradyrhizobium modula la microbiota y que la planta en presencia del 

fijador de nitrógeno, exude moléculas diferentes lo que atrae otros microorganismos y 

por lo tanto, cambia la composición de la comunidad bacteriana (Liu et al., 2017).  

La composición bacteriana de las muestras de suelo confirmó lo que revelaron los 

análisis de diversidad, y es que las comunidades sintéticas diseñadas no afectaban la 

composición del suelo dónde crecía la planta. Sin embargo, cuando se estudió la 

composición bacteriana en la rizosfera, se observó una ligera variación en las 

muestras inoculadas con la SynCom_2 y 6. Se detectó que la abundancia del género 

Massilia disminuía de manera importante. Cabe destacar que estas dos comunidades 

sintéticas contenían la bacteria Lupac 08 y no el fijador de nitrógeno, lo que puede 

sugerir un antagonismo entre Massilia y Micromonospora, o que Micromonospora haya 

ocupado el nicho de Massilia. Sería interesante en un futuro incluir cepas de Massilia o 

realizar ensayos de antagonismo in vitro y posteriormente in planta entre cepas de 

dichos géneros. 
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La composición bacteriana en las raíces se vio totalmente influenciada por las 

SynComs inoculadas. El aumento de la familia Nitrobacteraceae al inocular las 

SynComs_1, 3, 5 y 7, es un resultado esperable ya que esas comunidades sintéticas 

contenían la cepa Bradyrhizobium sp., CAR08. En las muestras inoculadas con las 

SynComs_4 y 6 el género Rhizobium se encontró en una abundancia baja, esto llama 

la atención puesto que ambas comunidades sintéticas contenían una cepa de 

Rhizobium sp. Cabe destacar que en aquellas comunidades sintéticas que incluían a 

Micromonospora sp., Lupac 08, la abundancia del género Pseudoduganella disminuyó 

de manera importante. Micromonospora es una bacteria bien conocida por su 

capacidad de producir una gran diversidad de metabolitos secundarios que pudieran 

afectar a bacterias de Pseudoduganella, pero este aspecto deberá estudiarse para 

confirmar este supuesto (Antal et al., 2005; Hifnawy et al., 2020; Qi et al., 2020).  

La segunda parte de este trabajo consistió en evaluar las SynComs en plantas de L. 

angustifolius cultivadas en cámara climática en un sistema gnotobiótico y con suelo 

estéril. El objetivo era determinar qué cepas eran capaces de asociarse a la raíz de la 

planta y posteriormente estudiar cómo afectaban estos microorganismos a la 

expresión génica del huésped. Este experimento también se realizó en dos ocasiones 

y los resultados también fueron consistentes. Al igual que en los experimentos de 

invernadero, al registrar los parámetros de crecimiento de las plantas, se observó que 

aquellas inoculadas con la SynCom_7 fueron las que mayor crecimiento presentaron. 

El análisis de asociación de las SynComs con la planta reveló que las cepas SOC14B 

y SOC84 identificadas como Streptomyces y que fueron aisladas de manera 

abundante de los distintos compartimentos de la planta (ver capítulo 2) no se 

asociaban a la planta. La abundancia de estas cepas era muy baja en comparación 

con el control del inóculo añadido (input). Por otro lado, la cepa Pseudomonas sp. 

CRA141, fue la que mayor asociación tuvo con las raíces, y en el estudio de genómica 

comparativa, era la cepa que presentaba mayor número de genes relacionados con la 

interacción con plantas (Girard et al., 2020; Singh et al., 2022; Vesga et al., 2020). 

Además, se comprobó que la cepa Lupac 08 se detectaba siempre que se inoculaba 

en rizosfera y raíces, y destacar que, aunque esta cepa no forme parte del microbioma 

core y se considere un microorganismo “satélite” tiene funciones importantes sobre la 

planta, como ya se ha demostrado en trabajos anteriores (Benito et al., 2017, 2022; 

Ortúzar, 2017; Ortuzar et al., 2020; Riesco et al., 2022a; Trujillo et al., 2010, 2014).  

Como era de esperar, la expresión génica de la planta varió en función de las 

SynComs inoculadas. Cuando se inocularon los consorcios que incluían la cepa de 

Bradyrhizobium se observó que, con respecto al control había muy poca diferencia de 
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genes diferenciales, sin embargo, cuando se añadía únicamente la cepa Lupac 08 o la 

SynCom base, la expresión de genes diferenciales se triplicaba. En un futuro, inocular 

estos microorganismos de forma individual y estudiar la expresión génica de la planta 

en respuesta a estos microorganismos nos ayudará a entender a qué se debe tanta 

disparidad entre la expresión diferencial de genes. El análisis de enriquecimiento de 

ontología génica reveló que aquellas funciones que se veían enriquecidas al inocular 

las distintas SynComs estaban claramente relacionadas con la interacción planta-

microorganismo. Esto mismo ocurría con las vías metabólicas enriquecidas cuando se 

hizo el análisis de KEGG. Se observaron resultados similares al hacer el análisis del 

transcriptoma de Lotus japonicum y Arabidopsis thaliana tras inocular comunidades 

sintéticas diseñadas a partir de la colección de cultivos generada de esas mismas 

plantas huésped (Wippel et al., 2021).  

Adicionar un microorganismo considerado “satélite” como es Micromonospora y poder 

estudiar en distintas combinaciones su interacción con la planta nos ha revelado datos 

interesantes. Uno de los principales resultados que se ha visto a lo largo de todo este 

trabajo ha sido que la SynCom_7 tiene un efecto importante en el crecimiento de L. 

angustifolius. Al estudiar los parámetros de crecimiento de las plantas inoculadas con 

la SynCom_7 se registró un elevado número de nódulos con respecto al resto de 

tratamientos. Esta SynCom incluía las cepas Bradyrhizobium sp. CAR08 y 

Mciromonospora sp. Lupac 08, confirmando la relación tripartita que se da entre estos 

dos microorganismos y la planta (Benito et al., 2017).  

Tras haber finalizado este trabajo, se puede confirmar la importancia de complementar 

las técnicas dependientes e independientes de cultivo para el estudio de la interacción 

planta-microorganismo y microorganismo-microorganismo. Sin la creación de una 

colección de cultivos bacterianos asociados a la planta huésped L. angustifolius no 

hubiera sido posible desarrollar este trabajo. Poder saber qué bacterias se asocian a 

las raíces de la planta, nos aporta conocimiento para seguir desarrollando 

comunidades sintéticas más complejas que nos ayuden a estudiar el papel que 

desarrollan en su interacción con el huésped. En este trabajo se estudiaron además de 

las comunidades bacterianas, las comunidades fúngicas de la rizosfera y el suelo de L. 

angustifolius. En un futuro, sería interesante estudiar las comunidades fúngicas de los 

distintos compartimentos de la planta y aislar dichos hongos. También sería de gran 

interés estudiar las comunidades bacterianas en asociación con hongos, creando 

comunidades sintéticas complejas, y otros componentes del microbioma asociado a 

plantas como pueden ser protozoos, arqueas o virus; ya que todos tienen un papel 

fundamental en el microbioma de Lupinus angustifolius.  
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5. CONCLUSIONES / CONCLUSIONS 

- Las comunidades sintéticas diseñadas a partir de la colección de cultivos 

aislada de la planta L. angustifolius mostró claramente un efecto en el 

crecimiento de la planta, siendo la SynCom_7 la que mejor resultados arrojó.  

- Las distintas comunidades sintéticas no afectaron a la composición bacteriana 

de los suelos donde se cultivó Lupinus angustifolius.  

- La composición bacteriana asociada a las raíces es la que más afectada se vio 

al inocular las diferentes comunidades sintéticas, cambiando totalmente su 

composición.  

- Las cepas de Streptomyces no se ensamblaron en la raíz de L. angustifolius, 

mientras que Bradyrhizobium sp. se detectó en la raíz, pero no en la rizosfera.  

- Micromonospora puede considerase un microorganismo “satélite” que 

interactúa de manera muy estrecha con L. angustifolius.  

- La expresión diferencial génica de la planta con respecto al control fue muy alta 

cuando esta bacteria formaba parte de la comunidad sintética inoculada. 

- El transcriptoma de la planta reveló que las SynComs tenían un efecto en la 

expresión génica diferencial con respecto al control sin inocular, observando un 

enriquecimiento de genes y rutas metabólicas relacionados con la interacción 

planta-microorganismo.  
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CONCLUSIONS 

- The synthetic communities designed from the bacterial culture collection 

generated from the plant L. angustifolius clearly showed an effect on plant 

growth, with SynCom_7 showing the best results.  

- The different synthetic communities did not affect the bacterial composition of 

the soils where Lupinus angustifolius was cultivated. 

- The bacterial microbiota associated with the roots was the most affected by the 

different synthetic communities inoculated, greatly affecting the overall 

composition. 

- Streptomyces strains did not assemble in the root of L. angustifolius, while 

Bradyrhizobium sp. was detected in the roots, but not the rhizosphere. 

- Micromonospora could be considered a "satellite" microorganism that highly 

interacts with L. angustifolius.  

- The differential gene expression of the plant when Micromonospora was part of 

the SynCom inoculated was very high when compared to the control. 

- The plant transcriptome revealed that the SynComs had an effect on the host’s 

gene expression with respect to the uninoculated control, showing an 

enrichment of genes and metabolic pathways related to the plant-

microorganism interaction. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS 

Todas las muestras de este trabajo fueron recogidas en dos localidades de la provincia 

de Salamanca (Castilla y León, España). La primera de ellas Salamanca (40º 57’ 38,7 

“N; 5º 41’ 34,8” O), y la segunda Cabrerizos (40º 58’ 38,9” N; 5º 35’ 47,7” O) (Figura 

66). El tamaño y la altitud de las parcelas era de 13 x 33m y 777m; y 3 x 140m y 787m, 

respectivamente. Se seleccionaron estas dos parcelas puesto que eran localizaciones 

donde las plantas objeto de estudio de este trabajo, Lupinus angustifolius, crecían de 

forma silvestre. 

 

Figura 66. Mapa de las localizaciones donde se realizaron los muestreos.  

 

1.1. Suelo 

El proceso de recogida de muestras de suelo se realizó en las cuatro estaciones 

climáticas del año: primavera, verano, otoño e invierno. Las muestras se recogieron 

durante los años 2020 (abril y noviembre), y 2021 (julio y enero).  

Las parcelas se dividieron en subparcelas de 2x2m y se seleccionaron aleatoriamente 

tres de ellas en cada localización. Para obtener una mayor diversidad biológica y 

reproducibilidad de las muestras, de cada subparcela se recogieron 3 muestras (en 

total 72 muestras). Como puede observarse en la Figura 67, las muestras se 

mezclaron generando una réplica por subparcela, obteniéndose finalmente un total de 

24 muestras (3 por localización y estación climática). Se pesaron 500 mg de cada 
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muestra en tubos de matriz de lisis E (MP Biomedicals®), se congelaron en nitrógeno 

líquido y se conservaron a -80ºC hasta que se procesaron (apartado 3). Las muestras 

destinadas al aislamiento de microorganismos (apartado 4), se conservaron a 4ºC y se 

procesaron en menos de 48 horas desde su recogida. 

 

Figura 67. Esquema de la recogida de muestras de suelo. Descripción del número de muestras recogidas 
por localización y estación climática. 

 

1.2. Propiedades físico-químicas 

Las muestras de suelo se secaron al aire y se tamizaron a 2 mm, y los análisis se 

realizaron con la fracción de tierra fina (<2 mm). El pH de los suelos se midió en una 

suspensión suelo-agua 1:1 (CRISON micropH 2001). La materia orgánica se 

determinó por oxidación con dicromato potásico (Walkley, 1947) y el nitrógeno (N) 

orgánico total se determinó por el método Kjeldahl (Bremner & Mulvaney, 1982). El 

calcio (Ca), magnesio (Mg) y potasio (K) disponibles, se extrajeron con acetato 

amónico 1 M mientras que los micronutrientes cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso 

(Mn) y zinc (Zn) se extrajeron con ácido dietilentriaminopentaacético (DPTA) 0,005 M, 

trietanolamina (TEA) 0,1 M y CaCl2·2H2O 0,01 M (Lindsay & Norvell, 1978). En ambos 

casos, los minerales se midieron con un espectrómetro de plasma ICP-OES ULTIMA-2 

Jobin-Yvon. Finalmente, el fósforo (P) disponible se cuantificó por el método Bray I 

modificado (Bray & Kurtz, 1945). 
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1.3. Recogida de plantas 

Las plantas de L. angustifolius se recogieron en abril 2020 correspondiendo con la 

primavera, estación climática en que las plantas crecen de forma silvestre. 

Adicionalmente, se cultivaron plantas en suelos recogidos en las mismas 

localizaciones (y subparcelas) en condiciones controladas de invernadero para así, 

eliminar las variables ambientales y poder observar la influencia de los distintos tipos 

de suelo en los microbiomas asociados a la planta. 

En el campo, se recogieron un total de 30 plantas silvestres, cinco plantas en cada una 

de las subparcelas mencionadas previamente, obteniéndose 15 plantas por 

localización, en grupos de 5 plantas (Figura 68). En invernadero, al igual que en el 

campo, se cultivaron un total de 30 plantas y se realizaron los mismos grupos que en 

el caso de las plantas silvestres (Figura 68). Las plantas se transportaron al laboratorio 

manteniendo unas condiciones de 4ºC y se procesaron el mismo día que se 

recogieron. De cada planta se separaron los siguientes compartimentos: rizosfera, 

raíces, nódulos y hojas.  

 

Figura 68. Esquema de la recogida de muestras de planta. Descripción del número de muestras recogidas 
por localización, condiciones de cultivo y compartimento de la planta. 

 

La rizosfera se recogió sacudiendo las plantas hasta que únicamente quedaban las 

partículas de suelo adheridas a la raíz. Estas, se sumergieron en 25 ml de una 

solución tampón de fosfato (PBS) (Anexo IV) y se agitaron para separar todas las 

partículas que estaban totalmente adheridas. Los tubos se centrifugaron a 4000 xg en 
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una centrífuga Eppendor™ centrifuge 5804, se eliminaron 20 ml del sobrenadante, se 

resuspendió el pellet en el tampón PBS y se alicuotaron 300 µl en tubos de matriz de 

lisis E (MP Biomedicals®). Los nódulos se cortaron con la ayuda de un bisturí para 

separarlos de las raíces, y así obtener las muestras de raíz y nódulos. En el caso de 

las hojas, se cortaron del tallo. Las muestras de las raíces, nódulos y hojas se 

trituraron con la ayuda de un mortero y nitrógeno líquido, y se colocaron en tubos de 

matriz de lisis E (MP Biomedicals®).  

Todas las muestras fueron congeladas en nitrógeno líquido y conservadas a -80ºC 

hasta que se procesaron (apartado 3). En total se conservaron 48 muestras (12 

muestras por compartimento) (Figura 68). 

Para el aislamiento de microorganismos (apartado 4) los distintos compartimentos de 

las plantas (raíces, nódulos, hojas, rizosfera) se conservaron a 4ºC y se procesaron en 

menos de 48 horas desde la recogida de las muestras.  

 

1.4. Condiciones meteorológicas 

Los datos meteorológicos de los días y meses de recogida de las muestras, se 

buscaron en los informes meteorológicos METAR registrados por la estación 

meteorológica del Aeropuerto de Salamanca/Matacán, código IATA (International Air 

Transport Association): SLM, código ICAO (International Civil Aviation Organization): 

LESA, estación 82020. Los datos se recopilaron para el día exacto de la recogida de 

muestras, así como los valores medios mensuales. 

 

2. CULTIVO DE PLANTAS 

En este trabajo se utilizaron dos plantas, Lupinus angustifolius, planta principal de 

estudio y Arabidopsis thaliana Columbia-0, planta modelo utilizada en algunos 

experimentos debido a su rápido crecimiento y fácil manejo.  

 

2.1. Esterilización y germinación de semillas 

Las semillas de L. angustifolius fueron recogidas en las localizaciones mencionadas en 

el apartado 1 durante las anualidades 2020 y 2021. El protocolo de esterilización y 

germinación consistió en la escarificación de las semillas con lija, seguida de una 
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inmersión en hipoclorito de sodio (NaClO) al 3,5% (v/v), durante 20 minutos. 

Posteriormente las semillas se lavaron con agua destilada estéril cinco veces para 

eliminar el exceso de NaClO y se dejaron reposar en agua destilada estéril durante 60 

minutos. Finalmente, las semillas se colocaron en placas de agar agua al 1% (p/v), 

durante 5 días a temperatura ambiente en oscuridad, para su germinación. 

En el caso de A. thaliana Col-0 el proceso de esterilización en superficie consistió en la 

inmersión de las semillas en etanol al 70% (v/v) durante 10 minutos, seguido de un 

breve lavado con etanol al 100% (1 minuto), un lavado con NaClO al 3% (v/v) (1 

minuto) y cinco lavados posteriores con agua destilada estéril. Las semillas se 

sumergieron en agua destilada estéril durante cuatro días a 4 °C en oscuridad. 

 

2.2. Condiciones de cultivo 

Ambas plantas se cultivaron a 21ºC durante el día y 19,5ºC por la noche, 60% de 

humedad relativa y un fotoperiodo de 16-8 horas de luz y oscuridad, respectivamente. 

 

3. CARACTERIZACIÓN DEL MICROBIOMA ASOCIADO A Lupinus angustifolius 

3.1. Extracción de ADN 

La extracción de ADN de todas las muestras (suelo, rizosfera, raíces, nódulos y hojas) 

se llevó a cabo con los reactivos FastDNA™ Spin Kit for Soil DNA Extraction (MP 

Biomedicals®). Esta se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Para todos 

los protocolos se utilizó una centrífuga Eppendorf™ centrifuge 5918 (a no ser que se 

indique lo contrario). El rotor de inversión utilizado para la homogenización de 

muestras era un Tube revolver 88881002 (ThermoScientific™).  

Procedimiento: 

1. Poner la muestra en los tubos de matriz de lisis E (en este caso descongelar en 

frío, ya que previamente se habían guardado las muestras en la matriz de lisis 

E a -80ºC (apartados 1.1 y 1.3)). Añadir 978 µl de tampón de fosfato de sodio, 

122 µl de tampón MT y homogeneizar durante 1 minuto en vórtex. Centrifugar 

a 14000 xg durante 10 minutos. 

2. Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga de 2 ml. Añadir 250 µl 

de la solución de precipitación de proteínas y homogeneizar invirtiendo el tubo 

10 veces.  



Materiales y métodos | Página 171  

3. Centrifugar a 14000 xg durante 5 minutos y transferir el sobrenadante a un tubo 

de microcentrífuga de 15 ml.  

4. Añadir 1 ml de la matriz de unión de ADN, homogeneizar por inversión en un 

rotor durante 2 minutos, dejar el tubo en reposo durante 3 minutos para que la 

matriz de sílice precipite.  

5. Pipetear y eliminar 500 µl del sobrenadante. Resuspender la matriz de unión 

con el sobrenadante restante, transferir todo el contenido a un filtro SPIN™ y 

centrifugar a 14000 xg durante 1 minuto.  

6. Desechar el residuo y añadir 500 µl de la solución SEWS-M (solución de 

lavado previamente preparada añadiendo etanol 100%), resuspender y 

centrifugar a 14000 xg, 1 minuto. 

7. Desechar el residuo y centrifugar el filtro SPIN™ durante 2 minutos a 14000 xg 

para secar el ADN y dejarlo reposar 5 minutos al aire para completar el 

secado. Colocar el filtro en un nuevo tubo de microcentrífuga de 1,5ml. 

8. Añadir 75 µl de la solución de elución (DES) y centrifugar 1 minuto a 14000 xg. 

Guardar el ADN a -80ºC. 

 

3.2. Cuantificación del ADN 

La cuantificación del ADN se realizó utilizando el equipo Qubit® fluorometer (Invitrogen 

life technologies™), siguiendo las instrucciones del fabricante:  

1. Preparar 200 μl/muestra de solución de trabajo (Qubit reagent-Qubit Buffer 

1:199 (v/v)). Cada vez que se prepara una nueva solución de trabajo, se debe 

calibrar el fluorómetro Qubit® utilizando dos muestras estándar de ADN. 

2. Preparar los tubos de ensayo utilizando tubos Qubit de 0,5 ml: 

• Para los estándares, se mezclan 10 μl del estándar con 190 μl de la 

solución de trabajo. 

• Para las muestras, se utilizan 1-20 μl de la muestra de ADN y se mezclan 

con la solución de trabajo hasta un volumen final de 200 μl. En este caso 

se utilizó un volumen de 3 μl. 

3. Agitar con vórtex todos los tubos de ensayo durante 2-3 segundos e incubar a 

temperatura ambiente durante al menos 2 minutos para que se produzca la 

reacción entre el ADN y el reactivo Qubit®. La muestra se puede almacenar a 

temperatura ambiente durante un máximo de 2 horas. 

4. Insertar los tubos en el fluorómetro Qubit y realizar las lecturas. Para el ADN, 

se utilizaron los parámetros de lectura “dsDNA” y “High sensitivity”. 
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3.3. Preparación de las librerías y secuenciación 

La calidad del ADN se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y 

tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) (Anexo IV) a 90V, 60 minutos. Como marcador se 

utilizó el GeneRuler 100bp DNA Ladder (Thermo Scientific™) (en todas las 

electroforesis se utilizó este marcador a no ser que se indique lo contrario). Además, 

se midió la relación de absorbancias A260/A280 con el espectrofotómetro Epoch™ 

(BioTek). 

Una vez que las muestras pasaron los parámetros de calidad establecidos se procedió 

a la preparación de las librerías siguiendo el esquema que se muestra en la Figura 69. 

En este caso, se prepararon dos tipos de librerías, una para la secuenciación de las 

poblaciones bacterianas (gen ARNr 16S región V3-V4) y otra para hongos (región Inter 

espaciada ITS, región ITS2). En el caso de las comunidades bacterianas, se 

prepararon de todas las muestras recogidas: suelo, rizosfera, raíces, nódulos y hojas; 

mientras que, para el caso de los hongos, sólo se seleccionaron las muestras de suelo 

y rizosfera. Para la identificación de bacterias y hongos, se prepararon un total de 72 y 

36 librerías, respectivamente. Las librerías se prepararon según el protocolo descrito 

previamente por Durán et al., (2018) con algunas modificaciones.  

 

Figura 69. Esquema del protocolo de preparación de las librerías. 

 

En la primera reacción en cadena de la polimerasa (PCR), los oligonucleótidos 

utilizados para la amplificación de la región V3-V4 del gen ARNr 16S fueron la pareja 

341F-805R (Anexo IV), y para la amplificación de la región ITS2 se utilizaron los 
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oligonucleótidos ITS3F-ITS4R (Anexo IV). Los reactivos y cantidades utilizados para la 

primera PCR están descritos en la Tabla 13 y las condiciones de PCR1 en la Tabla 14.  

 

Tabla 13. Reactivos y cantidades de la PCR1 (construcción de librerías). En los reactivos puede verse 

entre paréntesis la concentración inicial del reactivo y la concentración final de la mezcla.  

Reactivos Volumen 

Incomplete buffer* (10X – 1X) 

BIORON GmbH  

2,5 μl 

MgCl2 

Life technologies GmbH 

0,5 μl 

dNTPs (10 mM – 200 μM) 

Life technologies GmbH 

0,5 μl 

Oligonucleótido Forward (10 mM – 300 

μM) 

0,75 μl 

Oligonucleótido Reverse (10 mM – 300 

μM) 

0,75 μl 

DFS-Taq (500U – 2U) 

BIORON GmbH 

0,4 μl 

ADN 1 μl 

H2O libre de nucleasas 18,6 μl 

Total 25 μl 

*Incomplete buffer (10x): pH 8,8; 0,1% Tween 20, libre de MgCl2. 
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Tabla 14. Condiciones de la PCR1 (construcción de librerías).  

Paso ºC Minutos Ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

94 2:00  

Desnaturalización 94 0:30 

25 Anillamiento 55 0:30 

Extensión 72 1:00 

Extensión final 72 10:00  

 

Los productos de la PCR1 posteriormente fueron tratados (por digestión) para eliminar 

los residuos de oligonucleótidos y desactivar las enzimas. Los reactivos y cantidades 

utilizados para la digestión, así como las condiciones están descritos en las Tablas 15 

y 16, respectivamente. 

 

Tabla 15. Reacción y cantidades digestión (construcción librerías).  

Reactivos Volumen 

Antartic phosphatase (5000U) 

Thermolabile Recombinant Antartic Phosphatase 

(New England BioLabs® Inc.) 

1 μl 

ExoI (15000U) 

Exonuclease I E. coli (New England BioLabs® Inc.) 

1 μl 

Antartic phosphatase buffer 3 μl 

Producto PCR1 25 μl 

Total 30 μl 
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Tabla 16. Condiciones de digestión (construcción de librerías). 

Paso ºC Minutos 

Desfosforilación  37 30:00 

Desactivación enzimática 85 15:00 

 

Una vez terminada la digestión se procedió a realizar la PCR de indexado (PCR2). En 

este caso se utilizó la técnica de primers “double barcoding”, es decir, oligonucleótidos 

directos e inversos con código de barras (Anexo IV). Los reactivos y cantidades 

utilizados para la PCR2 están descritos en la Tabla 17 y las condiciones de 

amplificación en la Tabla 18. 
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Tabla 17. Reactivos y cantidades para la PCR2 de indexado (construcción de librerías). En los reactivos 
puede verse entre paréntesis la concentración inicial del reactivo y la concentración final en la mezcla de 
PCR. Los oligonucleótidos forward y reverse son diferentes para cada una de las muestras (ver Anexo 
IV). 

Reactivos Volumen 

Incomplete buffer* (10X – 1X) 

BIORON GmbH 

2,5 μl 

MgCl2 

Life technologies GmbH 

0,5 μl 

dNTPs (10 mM – 200 μM) 

Life technologies GmbH 

0,5 μl 

Oligonucleótido Forward (10 mM – 300 

μM) 

0,75 μl 

Oligonucleótido Reverse (10 mM – 300 

μM) 

0,75 μl 

DFS-Taq (500U – 2U) 

BIORON GmbH 

0,4 μl 

Producto digestión 3 μl 

H2O libre de nucleasas 16,6 μl 

Total 25 μl 

* Incomplete buffer (10x): pH 8,8; 0,1% Tween 20, libre de MgCl2. 

 

Tabla 18. Condiciones de PCR2-indexación (construcción de librerías).  

Paso ºC Minutos Ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

94 2:00  

Desnaturalización 94 0:30 

10 Anillamiento 55 0:30 

Extensión 72 1:00 

Extensión final 72 10:00  
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Una vez finalizada la PCR de indexado, se comprobó mediante una electroforesis en 

gel de agarosa al 1% y tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE) (Anexo IV) a 160V, 20 

minutos, la correcta amplificación de las muestras. Se comprobó la concentración de 

ADN de las muestras revisando la intensidad de las bandas y se normalizaron todas 

las muestras a la misma concentración de ADN (~20 nM). Se verificó que la 

normalización de las muestras había sido correcta con una electroforesis en gel de 

agarosa al 1,5% y tampón TAE (Anexo IV) a 90V, 90 minutos. Se visualizó el gel y se 

cortaron aquellas bandas correspondientes al fragmento de ADN que se amplificó (en 

el caso de las muestras de plantas, para la amplificación de la región V3-V4 del gen 

ARNr 16S ~500 pb). Las bandas de ADN se purificaron con el kit comercial QIAquick® 

Gel Extraction (Qiagen®) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Protocolo de purificación de ADN: 

1. Añadir 3 volúmenes del tampón QC para 1 volumen de gel (100 mg gel ~100 

μl), en este caso se añadieron 300 μl. 

2. Incubar a 50ºC durante 10 minutos e ir mezclando con vórtex cada 2-3 minutos 

para una mejor disolución. Comprobar que el color de la mezcla es amarillo, 

en caso de que sea naranja o rosa, añadir 10 μl de acetato de sodio 3M a pH 

5,0 y mezclar. La muestra vira a amarillo.  

3. Añadir 1 volumen (100 μl) de isopropanol a la muestra y mezclar.  

4. Transferir la muestra a una columna QIAquick y centrifugar 1 minuto a 14000 

xg. Tirar el residuo. 

5. Si el ADN es para secuenciación, añadir 500 μl del tampón QG a la columna y 

centrifugar 1 min a 14000 xg. Tirar el residuo. 

6. Para lavar, añadir 750 μl del tampón PE (que previamente ha sido preparado 

añadiendo a la solución PE etanol 100%), y dejar reposar la columna durante 

2-5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 14000 xg para eliminar el 

residuo de lavado.  

7. Centrifugar 1 minuto adicional a 14000 xg para eliminar el residuo de lavado.  

8. Colocar la columna QIaquick en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml y añadir 

50 μl del tampón EB (Tris·Cl 10 mM, pH 8,5). Dejar reposar 1 minuto a 

temperatura ambiente y centrifugar 1 minuto a 14000 xg. Guardar el ADN a -

80ºC. 

En el caso de las librerías de ITS (hongos), únicamente se utilizó el gel de los 

productos de la PCR2 indexada para ver si se había amplificado o no el fragmento de 

ADN, no se purifica desde el gel. La purificación se llevó a cabo con el kit Agencourt 
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AMPure XP magnetic beads (Beckman Coulter®), siguiendo las instrucciones del 

fabricante:  

1. Preparar etanol al 70% (v/v) utilizando agua libre de nucleasas. 

2. Añadir 20 µl de AMPure XP y resuspender las perlas en 20 µl del producto de 

la PCR de indexado (PCR2) mezclando con pipeta. Incubar a temperatura 

ambiente 5 minutos.  

3. Colocar la placa de PCR en la gradilla magnética y separar las perlas de la 

solución durante 3 minutos.  

4. Eliminar el líquido y añadir 50 µl de etanol (70%), incubar en la gradilla 

magnética 1 minuto. Repetir el paso 4.  

5. Eliminar el etanol completamente y dejar secar las perlas 5 min (asegurarse de 

que están bien secas). 

6. Quitar la placa de la gradilla y añadir 50 µl de H2O libre de nucleasas y mezclar 

por pipeteo (este protocolo de purificación de ADN también puede utilizarse 

para bacterias, en ese caso se añadirán 20 µl de H2O libre de nucleasas). 

7. Centrifugar la placa y colocar de nuevo en la gradilla hasta que se separe. 

8. Transferir el sobrenadante a una placa nueva. Guardar el ADN a -80ºC. 

La cuantificación del ADN se llevó a cabo con dos técnicas. Por un lado, con el 

flurómetro Qubit® (ver apartado 3.2), y por el otro con el kit Quanti-iT PicoGreen 

dsDNA Assay (Invitrogen Life Technologies™), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El termociclador utilizado para la PCR cuantitativa (qPCR) fue el equipo 

qTOWER3 touch Biometra® - Analytik Jena®, y los reactivos utilizados KAPA SYBR 

FAST Universal 2X qPCR Master KAPA Biosystems, Library Quantification DNA 

Standards only-Illumina (KAPA Biosystems®). 

Protocolo de cuantificación de ADN con Pico Green: 

1. Preparar diluciones seriadas utilizando 1X TE-buffer (concentraciones: 20, 10, 

5, 1, 0.5, 0 ng/µl). 

2. Diluir 20X TE en H2O libre de nucleasas. 

3. Diluir Pico Green 200X en 1X TE-buffer. 

4. Añadir 40 µl de 1X Pico Green en cada pocillo de una placa qPCR. 

5. Añadir 4 µl de ADN a los pocillos e incubar 5 minutos en oscuridad a 

temperatura ambiente. 

6. Correr el programa de qPCR (Tabla 19) y medir la fluorescencia después de 

cada ciclo.  
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Tabla 19. Condiciones de la PCR cuantivativa (qPCR) (construcción de librerías). 

Paso ºC Minutos Ciclos 

1 25 1:00 1 

2 25 0:30 3 

 

7. Restar el blanco de fluorescencia.   

8. Calcular la curva estándar para medir la concentración de ADN para cada 

muestra (fluorescencia de la muestra/ curva estándar). 

Una vez finalizada la cuantificación de ADN por cualquiera de los dos métodos, todas 

las librerías se mezclaron en un único tubo de microcentrífuga para normalizar la 

concentración de ADN (~20 nM). Se tuvo en cuenta que para preparar la muestra de 

secuenciación se necesita el ADN a una concentración final de 4nM.  

Finalmente se llevó a cabo la secuenciación en la plataforma Illumina MiSeq, para 

20000 lecturas por muestra de doble hebra (paired-ends), utilizando el kit de 

secuenciación MiSeq Reagent v2 (500-cycles) (Illumina). La secuenciación se llevó a 

cabo en la empresa CJ Biosciences (Seúl, Corea del Sur). 

El análisis de los datos de secuenciación metagenómica de la caracterización del 

microbioma asociado a L. angustifolius, se llevó a cabo con el pipeline descrito por la 

empresa CJ Biosciences. 

 

4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS 

4.1. Selección de los medios de aislamiento 

Los medios para el aislamiento de bacterias se seleccionaron teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos en los experimentos de metagenómica (muestras procesadas 

como se indica en el apartado 3). Para ello, se buscaron aquellos taxones que se 

encontraban en mayor proporción en las distintas muestras. Los medios de cultivo 

seleccionados para el aislamiento fueron: Reasoner’s R2 (R2A) (Reasoner & 

Geldreich, 1985), yeast extract mannitol agar (YMA) (Vincent, 1970), International 

Streptomyces Project 2 (ISP2) (Shirling & Gottlieb, 1966), peptone yeast extract agar 

(PYE) (Shirling & Gottlieb, 1966), starch casein agar (SCA) (Küster & Williams, 1964) y 

agar nutritivo (NA) (Cross, 1968) (Anexo IV). Todos los medios de cultivo fueron 
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suplementados con 50 µg/ml de cicloheximida para inhibir el crecimiento de hongos. 

Además, para los medios ISP2 y SCA se añadieron 12 µg/ml de ácido nalidíxico para 

inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas de crecimiento rápido y permitir el 

aislamiento de bacterias de crecimiento lento. 

 

4.2. Aislamiento, purificación y conservación de las cepas 

Las muestras de suelo (5 g), se resuspendieron en 100 ml de solución salina al 0,85% 

(p/v) y los matraces se agitaron durante 3 horas a 180 rpm para desprender las células 

bacterianas de la matriz del suelo. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas 

hasta 10-8 excepto para las muestras de rizosfera (10-4). Finalmente, se inocularon 100 

µl de todas las diluciones en los distintos medios de cultivo seleccionados (apartado 

4.1).  

Las raíces y los nódulos se procesaron como se ha descrito anteriormente (Benito et 

al., 2021). Las raíces se esterilizaron en superficie y para ello se lavaron con etanol 

70% (v/v) (1 minuto), se transfirieron a NaClO 3,5% (v/v) (5 minutos), y se lavaron 

cinco veces con agua destilada estéril. Los nódulos se esterilizaron con HgCl2 2,5% 

(p/v) (2 minutos) y se lavaron cinco veces con agua destilada estéril. Una vez 

esterilizados, tanto las raíces como los nódulos se homogenizaron y el macerado 

obtenido se sembró en los medios de aislamiento (apartado 4.1).  

El aislamiento a partir de hojas siguió tres tratamientos diferentes: a) las hojas se 

esterilizaron en superficie sumergiéndolas en etanol 70% (v/v) (1 minuto), se 

transfirieron a una solución de NaClO al 3,5% (p/v) (1 minuto) y se lavaron cinco veces 

con agua destilada estéril; b) las hojas se agitaron en tampón PBS durante 5 horas, 

con el agua de lavado se hicieron diluciones seriadas hasta 10-5 y se sembraron 100 µl 

de las diluciones; y c) hojas sin esterilizar. Las muestras de los tratamientos a y c se 

trituraron y el macerado resultante se sembró en los medios de aislamiento 

seleccionados (apartado 4.1).  

Todas las placas de aislamiento se incubaron a 28°C, revisando y purificando cada 2 

días las colonias que fueron apareciendo, a lo largo de tres semanas. Transcurrido 

este tiempo, las placas se mantuvieron en una estufa a 28ºC hasta completar 2 meses 

y se revisaron y aislaron las colonias nuevas de bacterias de crecimiento lento. 

Posteriormente, todas las cepas aisladas y purificadas se almacenaron en glicerol al 

20% (v/v) a -80°C. 
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4.3. Amplificación del gen ARNr 16S  

El ADN bacteriano se extrajo siguiendo dos protocolos diferentes. El primero, el kit 

REDExtract-N-Amp™ Plant PCR (Sigma-Aldrich®) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

Protocolo de extracción de ADN:  

1. En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, resuspender una cantidad 

aproximada a un grano de arroz de biomasa en 500 µl de agua destilada estéril 

para lavarla. Centrifugar 3 minutos a 14000xg y eliminar el sobrenadante.  

2. Añadir 80 µl de la solución extracción a la biomasa. Calentar 10 minutos a 

95ºC.  

3. Mezclar con vórtex y añadir 80 µl de la solución dilución. Mezclar con vórtex. 

4. En campana de extracción de gases, añadir 100 µl de una solución fenol-

cloroformo-ácido isoamílico (25:24:1). Mezclar con vórtex y centrifugar 10 

minutos a 14000 xg. 

5. Recuperar el sobrenadante y añadir 100 µl de una solución cloroformo-ácido 

isoamílico (24:1). Mezclar con el vórtex y centrifugar 10 minutos a 14000 xg.  

6. Recoger el sobrenadante y conservar el ADN a -80ºC.  

El segundo protocolo de extracción de ADN es por lisis alcalina (Bai et al., 2015). 

Protocolo de extracción de ADN por lisis alcalina: 

1. En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, resuspender una cantidad 

aproximada a un grano de arroz de biomasa en 500 µl de agua destilada 

estéril. 

2. En un tubo de microcentrífuga del tamaño deseado (1,5 o 0,2 ml) añadir 10, 12 

o 24 µl de la biomasa preparada previamente, o ese mismo volumen si el 

preinóculo se cultiva en líquido. 

3. Teniendo en cuenta el volumen de la muestra de biomasa, añadir 1,6 

volúmenes del tampón I de extracción de ADN (NaOH 25 mM y Na-EDTA 0,2 

mM; pH 12) en los tubos de microcentrífuga. Mezclar con vórtex.  

4. Incubar las muestras a 95ºC durante 30 minutos.  

5. Añadir 1,6 volúmenes (misma cantidad que el tampón I paso 3) del tampón II 

de extracción de ADN (Tris-HCl 40 mM; pH 7,46). Mezclar con vórtex.  

6. Conservar el ADN a -80ºC. 

La amplificación del gen ARNr 16S se llevó a cabo con una PCR en un termociclador 

TProfessional Basic Thermal Cycler (Biometra®). Los oligonucleótidos utilizados 
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fueron SF1 y 1522R (Anexo IV). El kit utilizado para llevar a cabo la PCR fue 

REDExtract-N-Amp™ Plant PCR (Sigma-Aldrich®). Los reactivos y cantidades 

utilizados para la PCR están descritos en la Tabla 20 y las condiciones de PCR en la 

Tabla 21.  

 

Tabla 20. Reactivos y cantidades PCR (amplificación gen ARNr 16S).  

Reactivos Volumen 

REDExtract mix 12 μl 

Extraction-Dilution (1:1 (v/v)) 2,5 μl 

Oligonucleótido Forward SF1 (20 μM) 0,8 μl 

Oligonucleótido Reverse 1522R (20 μM) 0,8 μl 

ADN 1 μl 

H2O libre de nucleasas 8 μl 

Total 25 μl 

 

Tabla 21. Condiciones de PCR (amplificación gen ARNr 16S).  

Paso ºC Minutos Ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

95 9:00  

Desnaturalización 94 1:00 

35 Anillamiento 56 1:00 

Extensión 72 1:00 

Extensión final 72 7:00  

 

Se comprobó mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% y tampón TAE 

(Anexo IV) a 90V, 60 minutos, la correcta amplificación de ADN. Los fragmentos 

correspondientes a ~1500 pb se purificaron utilizando el kit GEL/PCR Purification 

(FavorPrep™) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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1. Transferir como máximo 300 mg de la banda cortada en el gel de agarosa a un 

tubo de microcentrífuga de 1,5 ml y añadir 500 μl del tampón FADF. 

2. Incubar a 55ºC hasta que se homogenice la muestra (5 a 10 minutos) y 

mezclar mediante vórtex cada 1-2 minutos.  

3. Dejar que la muestra baje a temperatura ambiente y transferir la mezcla a una 

columna FADF. Centrifugar a 11000 xg 30 segundos y eliminar el residuo.  

4. Añadir 750 μl del tampón de lavado (previamente preparado con etanol 

absoluto) y centrifugar 30 segundos a 11000 xg, descartar el residuo.  

5. Centrifugar otros 3 minutos a 14000 xg para secar la columna.  

6. Colocar la columna en un tubo nuevo de microcentrífuga de 1,5 ml. Añadir 40 

μl del tampón de elución, esperar 1 minuto y centrifugar a 18000 xg durante 1 

minuto. Descartar la columna. 

7. Conservar el ADN a -80ºC.  

 

4.4. Secuenciación Sanger del gen ARNr 16S 

Los amplicones de ARNr 16S purificados se cuantificaron utilizando el fluorómetro 

Qubit® (ver apartado 3.2) y se procedió a su secuenciación en el servicio de 

secuenciación NUCLEUS en la Universidad de Salamanca. Los oligonucleótidos 

utilizados para la secuenciación fueron: SR2, SR3, SR4 y 1522R (Anexo IV). Todas las 

secuencias fueron corregidas utilizando el programa Chromas 2.5 y posteriormente las 

lecturas se ensamblaron con el programa DNAStar® SeqMan v5.0. La identificación se 

realizó utilizando el servicio de identificación de EzBioCloud (Yoon et al., 2017).  

 

5. ENSAYOS DE PATOGENICIDAD 

Para analizar si los microorganismos aislados en este trabajo eran o no patógenos de 

plantas, se llevaron a cabo ensayos de patogenicidad en A. thaliana Col-0. Las 

semillas se esterilizaron en superficie y se germinaron como se ha descrito 

previamente en el apartado 2.1. Posteriormente, las semillas se colocaron en placas 

con medio Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) y se incubaron 

durante cinco días a temperatura ambiente suplementado con sacarosa 1% (p/v) y 

agar 1% (p/v) (Anexo IV) (Ortúzar et al., 2020). Después de cinco días, las plántulas se 

transfirieron a placas de 12 pocillos, cada uno con 3 ml de medio MS. Se colocó una 

plántula por pocillo.  
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Las cepas de ensayo se cultivaron en agar ISP2 o R2A (Anexo IV) durante cinco días 

a 28°C y se prepararon suspensiones bacterianas (109 UFC/ml) en solución salina 

0,85% (p/v) y se utilizaron para inocular 10 µl en cada planta. Todas las cepas se 

ensayaron por triplicado. Las plantas control se inocularon con solución salina. Las 

placas se incubaron en una cámara climatizada siguiendo las indicaciones del 

apartado 2.2. Al cabo de 14 días, se compararon las plantas con los controles y se 

comprobó si los tejidos estaban dañados o deteriorados, se mantenían similares a las 

plantas control, o tenían un crecimiento mayor. 

 

6. DISEÑO DE LAS COMUNIDADES SINTÉTICAS (SynCom) 

6.1. Selección de microorganismos para las SynCom 

El diseño de las comunidades sintéticas bacterianas o SynComs se llevó a cabo 

teniendo en cuenta los resultados de los análisis de metagenómica (apartado 3), las 

bacterias aisladas (apartado 4), y los resultados de patogenicidad (apartado 5). Para 

ello, se seleccionaron aquellos taxones que se encontraban en una mayor proporción 

en las muestras metagenómicas y aislamientos asociados a la raíz (rizosfera y raíces) 

y se eligieron representantes que no fueran patógenos para plantas. Finalmente, se 

seleccionaron un total de 12 cepas (Tabla 22).  
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Tabla 22. Cepas bacterianas incluidas en las SynComs. 

ID Código Identificación 

1 SRA22 Caulobacter sp. 

2 SOC91 Kribbella sp. 

3 CRA141 Pseudomonas sp. 

4 CRA71 Pseudoxanthomonas sp. 

5 SRA24 Rhizobium sp. 

6 CRA80 Sphingopyxis sp. 

7 CRA73 Stenotrophomonas sp. 

8 SOC14B Streptomyces sp. 

9 SOC84 Streptomyces sp. 

10 SO45 Variovorax sp. 

11 Lupac 08 Micromonospora sp. 

12 CAR08 Bradyrhizobium sp. 

 

En la Tabla 22 puede verse que uno de los microrganismos seleccionados para las 

SynComs era la bacteria fijadora de nitrógeno y simbionte de Lupinus, Bradyrhizobium 

canariensis CAR08. Asimismo, se decidió estudiar el impacto de una cepa del género 

Micromonospora, M. lupini Lupac 08 en las comunidades asociadas a Lupinus ya que 

este microorganismo es un habitante habitual en los nódulos fijadores de nitrógeno. En 

este trabajo, se diseñaron siete comunidades sintéticas de acuerdo con los objetivos 

planteados (Tabla 23).  
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Tabla 23. Composición de las SynComs. El ID de los microorganismos corresponde al número asignado a 

cada microorganismo en la Tabla 22.  

SynComs IDs microorganismos 

SynCom_1 12 

SynCom_2 11 

SynCom_3 11, 12 

SynCom_4 1 – 10 

SynCom_5 1 – 10, 12 

SynCom_6 1 – 10, 11 

SynCom_7 1 – 12 

 

6.2. Extracción ADN para genomas bacterianos  

La extracción de ADN para la secuenciación de los genomas de las cepas incluidas en 

las SynComs (Tabla 22) se llevó a cabo con el kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las cepas se cultivaron 

en medio de cultivo Trypticase Soy Agar (TSA) (Anexo IV), excepto los IDs 1, 5 y 12 

(Tabla 22) que se cultivaron en Tryptone Yeast extract agar (TY) (Anexo IV). Se 

incubaron a 28ºC durante cinco días para recoger la biomasa. 

Protocolo de extracción de ADN:  

1. Añadir en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, 1 ml de un cultivo de la cepa 

correspondiente con una densidad óptica (DO600) de 1.  

2. Centrifugar a 13000-16000 xg durante 2 minutos y eliminar el sobrenadante. 

Para las bacterias Gram positivas continuar con el paso 3, para las bacterias 

Gram negativas ir directamente al paso 6. 

3. Resuspender las células en 480 μl de EDTA 50 mM.  

4. Añadir la enzima o enzimas líticas correspondientes en un volumen total de 

120 μl, en este caso: 48 μl lisozima (300 mg/ml), 36 μl proteinasa K (10 mg/ml) 

y 36 μl mutanolisina (1000 U/ml) en tampón Tris-HCl 10 mM pH 8. Mezclar con 

la pipeta.  

5. Incubar la muestra a 37ºC durante 30-60 minutos. Centrifugar 2 minutos a 

13000-16000 xg y eliminar el sobrenadante.  
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6. Añadir 600 μl de la solución de lisis Nuclei y mezclar con la pipeta hasta que 

las células estén totalmente resuspendidas. 

7. Incubar a 80ºC durante 5 minutos para lisar las células, después enfriar hasta 

temperatura ambiente.  

8. Añadir 3 μl de la solución RNasa. Invertir el tubo 2-5 veces para mezclar.  

9. Incubar a 37ºC durante 15-60 minutos. Dejar enfriar la muestra a temperatura 

ambiente.  

10. Añadir 200 μl de la solución de precipitación de proteínas al lisado tratado con 

RNasa. Mezclar con vórtex.  

11. Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos. 

12. Centrifugar a 13000-16000 xg 3 minutos.  

13. Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga nuevo de 1,5 ml que 

contenga 600 μl de isopropanol a temperatura ambiente.  

14. Mezclar invirtiendo el tubo.  

15. Centrifugar a 13000-16000 xg 2 minutos.  

16. Con cuidado verter y vaciar el tubo en un papel absorbente. Añadir 600 μl de 

etanol 70% a temperatura ambiente e invertir varias veces el tubo para lavar el 

pellet de ADN.  

17. Centrifugar a 13000-16000 xg durante 2 minutos. Con cuidado eliminar el 

etanol (sobrenadante).  

18. Verter el tubo en un papel absorbente y dejar el pellet de ADN secar al aire 

durante 10-15 minutos.  

19. Añadir 50 μl de agua miliQ estéril (o de la solución de rehidratación del ADN, 

cuidado porque contiene EDTA). Incubar a 65ºC durante 1 hora.  

20. Conservar el ADN a -80ºC. 

El ADN se cuantifica con el flurómetro Qubit® (ver apartado 3.2). 

 

6.3. Secuenciación de los genomas bacterianos 

Los genomas de las cepas de estudio que formaban las SynComs (apartado 6.1) se 

secuenciaron en Novogene (UK Company Limited). Las librerías se prepararon con el 

kit TruSeq™ llibrary siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciación se 

llevó a cabo en la plataforma Illumina® MiSeq (300 pb paired-end) con una 

profundidad superior a 100X. 
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Los datos de secuenciación de Illumina se ensamblaron con tres programas 

diferentes: 1) SOAP denovo (Li et al., 2008, 2010), 2) SPades (Bankevich et al., 2012), 

y 3) ABySS (Simpson et al., 2009) y fueron integrados con la herrameinta CISA (Lin & 

Liao, 2013), seleccionando el ensamblaje más completo (menos número de scaffolds). 

Las anotaciones se hicieron con los programas y herramientas GeneMarkS (Besemer 

et al., 2001), RepeatMasker, TRF (Tamdem repeats finder) (Benson, 1999), tRNAscan-

SE (Schattner et al., 2005), rRNAmmer, Rfam (Nawrocki et al., 2015), IslandPath-

DIOMB (Hsiao et al., 2003), Prodigal 2.6.2 (Hyatt et al., 2010), PHAST (Zhou et al., 

2011) y CRIPRFinder (Grissa et al., 2007). La predicción funcional se infirió con la 

platafoma EggNOG-mapper (Huerta-Cepas et al., 2016) con modo de mapeo HMMER 

contra las bases de datos actNOG y bacterial HMM utilizando todos los ortólogos 

(Huerta-Cepas et al., 2016). Para confirmar la anotación, las secuencias codificadoras 

de proteínas (CDSs) anotadas se compararon con las bases de datos Swissprot 

(UniProt Consortium, 2018), KEGG (Kanehisa et al., 2014) y SEED (Overbeek et al., 

2005) utilizando el programa UBLAST (Edgar, 2010). 

 

7. INTERACCIÓN DE LAS SynComs Y Lupinus angustifolius 

7.1. Efecto de SynComs en comunidades naturales del suelo 

Con el objetivo de analizar el impacto de las diferentes SynComs (Tabla 23) en el 

microbioma asociado a la raíz de L. angustifolius y las comunidades naturales del 

suelo, se diseñó un experimento en suelo natural, en condiciones controladas de 

invernadero. Para ello se cultivaron plantas de L. angustifolius durante ocho semanas 

en suelo CAS (Suelo Agrícola de la ciudad de Colonia, Alemania (lotes mayo y julio 

2022, respectivamente) siguiendo el esquema descrito en la Figura 70. 
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Figura 70. Esquema del experimento para estudiar el efecto de las SynComs en comunidades naturales 
del suelo. 

 

Se realizaron 9 tratamientos, cada una de las siete SynComs descritas en la Tabla 23 

corresponde con cada uno de los tratamientos, y además se añadieron dos controles 

negativos, plantas sin inocular y macetas sin planta. Para ello se utilizaron 9 bandejas 

(una bandeja por tratamiento) con 4 macetas de 7 x 7 cm (3 l) cada una. En cada 

tratamiento se sembraron 15 plantas, las semillas se trataron previamente como está 

descrito en el apartado 2.1, y se sembraron en las macetas una vez que las plántulas 

de L. angustifolius tenían 5 días. Se dejaron 3 días en las macetas para que se 

estabilizaran en las nuevas condiciones de cultivo. 

Para preparar los inóculos de las SynComs, todas las cepas se cultivaron por 

separado en medio líquido TSB (Anexo IV), excepto los IDs 1, 5 y 12 que se cultivaron 

en TY (Anexo IV) durante 5 días a 200 rpm y 28ºC. La biomasa de cada cepa se 

recogió y lavó con MgSO4 10 mM y se combinaron cantidades equivalentes de cada 

una para crear las diferentes SynComs. Asimismo, se recogió una alícuota de cada 

microorganismo, así como de cada SynCom como referencia de inicio del experimento 

(control) y se guardó a -80ºC. La densidad óptica final (DO600) a la que se inocularon 

las macetas fue de 0,0005. Ambos controles (suelo y plantas sin inocular) se 

inocularon con la misma cantidad de MgSO4 10 mM.  

Tras inocular las plantas, se dejaron crecer ocho semanas, realizando riegos 

periódicamente cada semana con agua y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 

horas de noche (periodo estival). 
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Transcurrido este tiempo, se recogieron 9 muestras de suelo de cada tratamiento, 9 de 

rizosfera y 9 de raíces para secuenciar la región V5-V7 del gen ARNr 16S. En total, se 

secuenciaron 81 muestras de suelo (72 muestras estudio y 9 muestras control), 72 de 

rizosfera y 72 de raíces (incluyendo los controles de plantas sin inocular). 

Paralelamente, al final del experimento, se registraron los parámetros de crecimiento 

de las plantas (longitud y peso húmedo de las partes radicular y aérea, y número de 

nódulos. 

  

7.2. Reconstitución del microbioma asociado a raíz  

Para estudiar qué taxones de los que componían las SynComs se asociaban a la raíz 

sin la influencia de otros microorganismos y qué efectos tenían sobre la planta de L. 

angustifolius, se diseñó un experimento en un sistema gnotobiótico de macetas 

flotantes (FlowPots) (Durán et al., 2018; Kremer et al., 2018). Algunas de las ventajas 

de este método entre otras son: la composición exacta de los microorganismos 

inoculados, mantenimiento de las plantas en condiciones asépticas y totalmente 

controladas, e inoculación de forma uniforme de los microorganismos en las macetas. 

El esquema de cómo se realizó este experimento puede verse en la Figura 71.  

 

Figura 71. Esquema del experimento para realizar la reconstitución del microbioma asociado a raíz. 
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Al igual que los experimentos de invernadero, se realizaron 9 tratamientos, cada una 

de las SynComs descritas en la Tabla 23 que corresponden con cada uno de los 

tratamientos, y dos controles negativos, tal y como se explicó anteriormente (apartado 

7.1). Como matriz de sustrato se utilizó una mezcla de turba y vermiculita (proporción 

2:1).  

El cultivo de las cepas bacterianas para la preparación de inóculos se realizó como se 

describe en el apartado 7.1. Tras 5 días de crecimiento, los microorganismos se 

recogieron y se lavaron con MgSO4 10 mM. Se combinaron cantidades equivalentes 

de cada cepa para crear las diferentes SynComs con una DO600 de 1. Se recogió una 

alícuota de cada microorganismo, así como de cada SynCom como referencia de 

inicio del experimento (control) y se guardó a -80ºC. Cada SynCom se añadió al medio 

de cultivo B&D (Broughton & Dilworth, 1971) (Anexo IV) hasta alcanzar una DO600 final 

de 0,02. Los inóculos preparados posteriormente fueron empleados para “lavar” cada 

FlowPot con 50 ml (mezcla de medio B&D y SynCom) y de esa manera distribuir los 

microorganismos en la matriz de soporte.  

Para cada tratamiento se sembraron 18 plantas, las semillas se trataron como está 

descrito previamente en el apartado 2.1. Las plántulas de 5 días, se colocaron en cada 

una de las macetas ya inoculadas y se incubaron durante seis semanas (ver 

condiciones de cultivo apartado 2.2). 

Transcurrido ese tiempo, se recogieron 9 muestras de cada tratamiento de rizosfera y 

9 de raíces, para secuenciar la región V5-V7 del gen ARNr 16S. En el caso del control 

sin planta, se recogieron 9 muestras de sustrato que se utilizaron como control para 

asegurarnos de que no había contaminaciones en el experimento. En total 9 muestras 

de suelo (control), 72 de rizosfera y 72 de raíces fueron recogidas. Asimismo, se 

recogieron las raíces de 9 plantas de cada tratamiento, se congelaron con nitrógeno 

líquido y se conservaron a -80ºC, para estudiar mediante RNA-seq la expresión de la 

planta al inocular las diferentes SynComs (apartado 8).  

Paralelamente, al final del experimento, se registraron los parámetros de crecimiento 

de las plantas (longitud y peso húmedo de las partes radicular y aérea, y número de 

nódulos). 

En los experimentos de interacción de las SynComs con L. angustifolius el protocolo 

que se utilizó para extraer el ADN de los microorganismos guardados como control de 

inicio del experimento fue el descrito previamente en el apartado 4.3. Los protocolos 

para la extracción de ADN y preparación de las librerías de la región V5-V7 del gen 

ARNr 16S, son los descritos previamente en el apartado 3. La diferencia es que en la 
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PCR1 se utilizó la pareja de oligonucleótidos 799F-1192R (Anexo IV), para amplificar 

la región V5-V7 del gen ARNr 16S, en el resto de los protocolos y metodologías no hay 

variaciones. La secuenciación se llevó a cabo en el Max Planck Genome centre (Max 

Planck Institute for Plant Breeding Research, Colonia, Alemania). 

El análisis de los datos de secuenciación metagenómica del efecto de las SynComs en 

comunidades naturales del suelo, así como de la reconstitución del microbioma, se 

llevó a cabo con el pipeline descrito previamente (Wippel et al., 2021; P. Zhang et al., 

2021). 

 

8. EXPRESIÓN GÉNICA DE LA PLANTA Lupinus angustifolius 

8.1. Extracción de ARN  

En el experimento de reconstitución del microbioma asociado a la raíz, además de 

conocer qué microorganismos de las SynComs se asociaban a la planta L. 

angustifolius, se estudió la expresión génica de la planta en respuesta a la interacción 

con las diferentes SynComs. Para ello, se determinaron perfiles de ARNm de la planta. 

La extracción de ARN se hizo con el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen®) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Tras triturar las raíces con la ayuda de un mortero y 

nitrógeno líquido, el material se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 

Procedimiento: 

1. Añadir 450 μl de tampón RLT y beta-mercaptoetanol al triturado de raíz. 

Mezclar bien con vórtex y centrifugar 10 minutos a 14000 xg en una centrífuga 

a 4ºC. 

2. Transferir el sobrenadante (~300 μl) a un filtro con columna morada. 

Centrifugar 2 minutos a 14000 xg. 

3. Transferir la fase separada en la centrifugación a un nuevo tubo de 

microcentrífuga de 1,5 ml. Tirar la columna morada. 

4. Añadir 150 μl de etanol 100% y mezclar por pipeteo. 

5. Transferir la mezcla a un filtro con columna rosa y centrifugar 30 segundos a 

8000 xg. Tirar el residuo de centrifugación.  

6. Añadir 350 μl del tampón RW1 y centrifugar 30 segundos a 8000 xg.  

7. Añadir 80 μl de la solución DNase I (10 μl DNase I stock + 70 μl de tampón 

RDD) (RNase-Free DNase Set, Qiagen®). Dejar incubar a temperatura 

ambiente durante 15 minutos. 
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8. Añadir 350 μl del tampón RW1, dejar incubar 5 minutos a temperatura 

ambiente. Centrifugar 30 segundos a 8000 xg y eliminar el residuo. 

9. Añadir 500 μl del tampón RPE y centrifugar 30 segundos a 8000 xg y tirar el 

residuo. 

10. Añadir 500 μl del tampón RPE y centrifugar a 8000 xg durante 2 minutos.  

11. Centrifugar nuevamente durante 1 minuto a 8000 xg para secar y eliminar los 

restos del tampón. Retirar la columna y guardar el filtro. 

12. Colocar el filtro rosa en un nuevo tubo de microcentrífuga 1,5 ml. Añadir 30 μl 

de agua libre de DNasas/RNasas y centrifugar 1 minuto a 8000 xg. 

13. Guardar el ARN a -80ºC. 

Tras confirmar la calidad del ARN con un equipo 5400 Fragment Analyzer (Agilent 

Technologies, Inc. ©), la preparación de las librerías y secuenciación se llevó a cabo 

en la empresa Novogene (UK Company Limited).  

 

8.2. Preparación de las librerías y secuenciación del ARN de L. angustifolius 

El ARN mensajero se purificó a partir del ARN total utilizando perlas magnéticas 

unidas al oligo poli-T. Tras la fragmentación, se sintetizó el ADNc de la primera cadena 

utilizando cebadores hexaméricos aleatorios, seguido de la síntesis de la segunda 

cadena de ADNc utilizando dUTP para la biblioteca direccional o dTTP para la 

biblioteca no direccional.  

La biblioteca se cuantificó con Qubit, PCR en tiempo real y bioanalizador para 

detección de la distribución de tamaños. El agrupamiento de las muestras codificadas 

por índices se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la generación de 

grupos, las preparaciones de bibliotecas se secuenciaron en una plataforma Illumina 

HiSeq3000, con una profundidad de lectura de 9M de lecturas por muestra y se 

generaron lecturas paired-end. 

 

8.3. Análisis de datos RNA-seq 

En el análisis de calidad de los datos se obtuvieron las lecturas limpias y de alta 

calidad. Para lo cual, partiendo de los datos brutos se eliminaron las lecturas que 

contenían adaptadores, poly-N y lecturas de baja calidad. Al mismo tiempo, se calculó 

el contenido de Q20, Q30 y GC de los datos curados.  
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El genoma de referencia y de la anotación del modelo genético se descargaron 

directamente del sitio web del genoma (número de acceso GCA_001865875, ID: 

ensemblplants_lupinus_angustifolius_lupangtanjil_v1_0_gca_001865875_1). El índice 

del genoma de referencia se construyó con Hisat2 v2.0.5 y las lecturas limpias paired-

end se alinearon con el genoma de referencia utilizando Hisat2 v2.0.5. Seleccionamos 

Hisat2 como herramienta de mapeo.  

El análisis de la expresión diferencial de dos condiciones/grupos (dos réplicas 

biológicas por condición) se realizó utilizando el paquete DESeq2 R (1.20.0). Los 

valores P resultantes se ajustaron utilizando el método de Benjamini-Hochberg. Los 

genes con un valor P ajustado ≤0,05 encontrados por DESeq2 se asignaron como 

expresados diferencialmente.  

El análisis de enriquecimiento de la ontología génica (GO) de los genes expresados 

diferencialmente se implementó mediante el paquete clusterProfiler R, en el que se 

corrigió el sesgo de longitud génica. Los genes GO con un valor P corregido inferior a 

0,05 se consideraron significativamente enriquecidos. Se utilizó el paquete 

clusterProfiler R para comprobar el enriquecimiento estadístico de genes de expresión 

diferencial en las rutas KEGG. 

El análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) es un método 

computacional para determinar si un conjunto de genes predefinido puede mostrar una 

diferencia significativa consistente entre dos estados biológicos. Los genes se 

clasificaron según el grado de expresión diferencial en las muestras y, a continuación, 

se analizó el conjunto de genes predefinido para ver si estaban enriquecidos en la 

parte superior o inferior de la lista. El análisis de enriquecimiento de conjuntos de 

genes puede incluir cambios sutiles de expresión. Utilizamos la versión local de la 

herramienta de análisis GSEA http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp, 

seleccionando el conjunto de datos GO y KEGG para GSEA de forma independiente. 

Se utilizó el software GATK (v4.1.1.0) para realizar la búsqueda de SNP (single 

nucleotide polymorphisms). Los archivos vcf sin procesar se filtraron con el método de 

filtrado estándar de GATK y otros parámetros (cluster: 3; WindowSize: 35; QD < 2,0; 

FS > 30,0; DP < 10).  
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9. ESTADÍSTICA Y REPRODUCIBILIDAD 

Todos los experimentos se realizaron con réplicas completas tanto biológicas como 

técnicas. Además, los experimentos de interacción Lupinus angustifolius con SynComs 

se repitieron varias veces utilizando comunidades bacterianas independientes (cultivos 

nuevos). Siempre que se compararon las abundancias bacterianas o los parámetros 

de crecimiento de las plantas, utilizamos la prueba no paramétrica de Mann-Whitney o, 

en el caso de comparaciones múltiples, la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de una 

prueba post hoc de Tukey. Según el caso, los valores de P se ajustaron para pruebas 

múltiples utilizando el método de Benjamini-Hochberg (α = 0,005).  

Las pruebas estadísticas sobre los análisis de diversidad beta se realizaron utilizando 

una prueba PERMANOVA con 5000 permutaciones aleatorias y también con un 

análisis de coordenadas principales (PCoA) (paquete vegan v. 2.6-4 R v.4.2.2) 

(Oksanen et al., 2022; R Core Team, 2022). Siempre que se usaron diagramas de 

cajas (box-plots) en las figuras, los datos se representaron como valores medianos 

(línea horizontal), Q1 − 1,5 × rango intercuartílico (cajas) y Q3 + 1,5 × rango 

intercuartílico (bigotes). El estudio de comparación de OTUs se representó en 

diagramas de Venn (paquete ggvenn v.0.1.10 R v.4.2.2) (Yan, 2023). La 

caracterización del microbioma se representó en heatmap (paquete ComplexHeatmap 

R v.4.2.2) (Gu, 2022; R Core Team, 2022) y en diagramas de barras (paquete ggplot2 

R v.4.2.2) (R Core Team, 2022; Wickham & Wickham, 2016).  

Para el análisis de co-ocurrencia se utilizaron las tablas de recuento de OTUs 

bacterianas y fúngicas y se fusionaron con la taxonomía y los metadatos de muestreo 

en dos objetos phyloseq en R v.4.2.2 (McMurdie & Holmes, 2013; R Core Team, 

2022). Ambos objetos phyloseq se normalizaron utilizando la mediana del número de 

recuentos de OTUs y se fusionaron en un único objeto phyloseq utilizando el paquete 

phyloseq v.1.42.0 (McMurdie & Holmes, 2013). El análisis de co-ocurrencia microbiana 

se realizó utilizando el paquete SpiecEasi v.1.1.2 y el método SparCC con 100 

interacciones en el bucle externo y 20 interacciones en el bucle interno (Kurtz et al., 

2015). Se utilizó Igraph v.1.4.2 para trazar el análisis de la red (Csardi & Nepusz, 

2006). A nivel de filo se seleccionaron todas las OTUs, mientras que para género se 

hizo un corte al 1% de la abundancia relativa. Se analizaron las correlaciones positivas 

o negativas con valores superiores a 0,3 o inferiores a -0,3. Se representaron en redes 

únicamente aquellos nodos con correlaciones positivas o negativas con valores 

superiores a 0,7 o inferiores a -0,7. 
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Las redes de co-ocurrencia y co-exclusión en formato digital para una mejor 

visualización pueden encontrarse en el siguiente enlace: 

https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-

S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing 

 

 

Figura S 1. PCoA de las diferencias Bray-Curtis de las comunidades bacterianas en los compartimentos 
de la planta y los suelos. Representación según las condiciones de cultivo y la localización de las 

muestras.  

 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
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Figura S 2. Diagramas de Venn con la distribución de las OTUs en cada tipo de suelo. A) En Cabrerizos, 

en cada condición de cultivo cada uno de los compartimentos de la planta, y B) en Salamanca.  
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Figura S 3. Gráficos de barras de la abundancia bacteriana a nivel de género de los suelos y los 
compartimentos de la planta.  

 

 

Figura S 4. Gráficos de barras de la abundancia fúngica a nivel de género de los suelos y la rizosfera. 
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Tabla S 1. Propiedades físico-químicas de los suelos medidas por triplicado. La letra C corresponde a la 

localización de Cabrerizos y la letra S a la localización de Salamanca.  

 
C_1 C_2 C_3 S_1 S_2 S_3 

Mn (mg/kg) 5,22 6,08 4,49 11,41 8,33 7,60 

Fe (mg/kg) 2,77 1,59 1,68 8,03 6,81 5,51 

Cu (mg/kg) 0,75 0,83 0,51 0,26 0,21 0,31 

Zn (mg/kg) 0,62 0,44 0,39 0,13 0,08 0,06 

P (mg/kg) 2,84 2,10 2,69 4,99 4,33 5,09 

Mg (mg/kg) 132,30 226,20 199,50 260,30 249,25 245,50 

K (mg/kg) 149,55 299,55 138,75 25,10 21,20 20,90 

Ca (mg/kg) 1974,25 3741,10 2865,70 1146,85 1136,15 1091,40 

Materia orgánica (%) 0,96 0,94 0,91 0,70 0,68 0,65 

Carbono orgánico (%) 0,55 0,54 0,53 0,41 0,39 0,37 

N (%) 0,06 0,06 0,06 0,10 0,10 0,10 

pH 7,98 7,97 8,00 6,62 6,66 6,69 

Arena (%) 79,96 79,96 79,96 46,09 46,09 46,09 

Limo (%) 6,07 6,07 6,07 38,54 38,54 38,54 

Arcilla (%) 13,97 13,97 13,97 15,37 15,37 15,37 
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Tabla S 2. Condiciones meteorológicas en la toma de muestras. Se muestran las condiciones 
meteorológicas del día concreto en que se recogieron las muestras, así como la media del mes 
correspondiente. 

 Mayo 2020 Noviembre 2020 Febrero 2021 Julio 2021 

 

07-may Media 07-nov Media 07-feb Media 30-jul Media 

Temperatura media (ºC) 17,6 16,4 10,6 8,9 4,7 7,5 21,1 20,2 

Humedad relativa media (%) 61 62,7 84 80,4 85 78,3 47 52,5 

Precipitación (mm) 0 34,29 5,33 24,89 1,78 79 0 17,02 

Visibilidad media (Km) 10 10 9,8 9 9,8 9,6 10 9,7 

Velocidad viento (Km/h) 7,2 9,6 11,5 8 13,1 14,3 10,9 8,8 

Días lluvia - 14 - 15 - 11 - 4 

Días tormenta - 1 - 10 - 1 - 1 

Días nieve - - - - - 1 - - 

Días niebla - - - - - 2 - - 
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Tabla S 3. Información de las muestras y los metagenomas del suelo. En esta tabla se describe en detalle la información de las muestras de suelo (cada una por triplicado), de 
la localización que fueron recogidas y en la estación climática. Además, se da información sobre los metagenomas: las lecturas totales válidas, las lecturas antes de ser 
filtradas, los amplicones eliminados de baja calidad, no objetivo y quiméricos, y la longitud media de las lecturas.   

Sample Compartment Location Season Amplicon 
Total valid 
reads 

Total reads 
after pre-filter 

Removed_low 
quality amplicons 

Removed_non-
target amplicons 

Removed_chimeric 
amplicons 

Average read 
lengths 

SPC_1_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 32124 35419 2812 130 353 419,5 

SPC_2_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 77457 84131 3036 310 3328 419,4 

SPC_3_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 74613 79866 2799 197 2257 419,3 

SVC_1_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 34470 37651 2560 169 452 417,9 

SVC_2_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 36309 39347 2257 144 637 418,5 

SVC_3_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 32039 35091 2505 60 487 419,1 

SOC_1_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 59055 62613 2377 351 830 419,2 

SOC_2_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 54990 58365 2136 251 988 419,8 

SOC_3_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 36564 40000 2800 141 495 420,4 

SIC_1_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 29762 33003 2705 70 466 418,8 

SIC_2_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 31269 34874 3104 108 393 419,8 

SIC_3_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 36721 40632 3039 145 727 419 

SPS_1_B Soil Salamanca Spring Bacteria 21780 24829 2679 96 274 419,9 

SPS_2_B Soil Salamanca Spring Bacteria 62320 73828 3177 334 7997 419,2 

SPS_3_B Soil Salamanca Spring Bacteria 67308 77068 3622 494 5644 418,9 

SVS_1_B Soil Salamanca Summer Bacteria 30143 34320 3534 265 378 416,2 

SVS_2_B Soil Salamanca Summer Bacteria 33128 35894 1934 458 374 415,6 

SVS_3_B Soil Salamanca Summer Bacteria 33229 35944 2088 144 483 415,9 

SOS_1_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 31256 33451 1818 37 340 420,4 

SOS_2_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 65827 70510 3005 39 1639 419,3 
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SOS_3_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 56447 60733 3074 56 1156 419,4 

SIS_1_B Soil Salamanca Winter Bacteria 25859 28310 1912 142 397 418,7 

SIS_2_B Soil Salamanca Winter Bacteria 28237 30358 1680 119 322 416,4 

SIS_3_B Soil Salamanca Winter Bacteria 31926 34458 2014 164 354 417,9 

SPC_1_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 36245 38290 172 1838 35 336,8 

SPC_2_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 36863 37066 138 0 65 379,1 

SPC_3_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 31414 31626 145 0 67 349,3 

SVC_1_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 36386 38402 207 1653 156 352,8 

SVC_2_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 39387 41491 220 1716 168 335,8 

SVC_3_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 26347 27345 160 782 56 347,6 

SOC_1_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 12768 14195 144 0 1283 362,9 

SOC_2_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 25039 27480 176 0 2265 358,1 

SOC_3_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 18214 19190 85 364 527 353,3 

SIC_1_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 32553 36224 386 3231 54 356,5 

SIC_2_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 28874 33027 255 3820 78 336,4 

SIC_3_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 38301 42730 300 4068 61 365,9 

SPS_1_E Soil Salamanca Spring Eukarya 32604 34211 202 1352 53 371,8 

SPS_2_E Soil Salamanca Spring Eukarya 49717 51073 440 0 916 350,6 

SPS_3_E Soil Salamanca Spring Eukarya 43497 44790 444 0 849 352 

SVS_1_E Soil Salamanca Summer Eukarya 44845 46671 240 1404 182 328,5 

SVS_2_E Soil Salamanca Summer Eukarya 40543 43016 186 2155 132 334,8 

SVS_3_E Soil Salamanca Summer Eukarya 57564 60137 354 1664 555 343,2 

SOS_1_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 22716 24972 195 1898 163 346,2 
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SOS_2_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 36813 37433 455 0 165 344,9 

SOS_3_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 37778 38401 327 0 296 344 

SIS_1_E Soil Salamanca Winter Eukarya 18358 27711 345 8451 557 356,6 

SIS_2_E Soil Salamanca Winter Eukarya 29697 33671 258 3702 14 346,6 

SIS_3_E Soil Salamanca Winter Eukarya 21101 30764 306 9281 76 351,8 
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Tabla S 4. Información de las muestras y los metagenomas de los compartimentos de la planta. En esta tabla se describe en detalle la información de las muestras de los 
compartimentos de la planta (cada una por triplicado), de la localización que fueron recogidas (Cabrerizos o Salamanca) y en las condiciones de cultivo (campo o invernadero). 
Además, se da información sobre los metagenomas: las lecturas totales válidas, las lecturas antes de ser filtradas, los amplicones eliminados de baja calidad, no objetivo y 
quiméricos, y la longitud media de las lecturas.   

Sample Compartment Location Conditions Amplicon 
Total valid 
reads 

Total reads 
after pre-filter 

Removed_low 
quality amplicons 

Removed_non-
target amplicons 

Removed_chimeric 
amplicons 

Average read 
lengths 

RPC_1_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 74997 86016 9493 518 1008 416,5 

RPC_2_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 70115 80039 8226 801 897 416,2 

RPC_3_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 55314 77960 2094 11887 8665 411,4 

ROC_1_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 33719 37148 2679 136 614 419,4 

ROC_2_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 66683 77710 2157 1098 7772 418,1 

ROC_3_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 54442 60368 2300 379 3247 418,3 

RPS_1_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 30971 36303 1651 3376 305 409,3 

RPS_2_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 55836 68682 6353 5428 1065 410,9 

RPS_3_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 50455 70648 5181 14510 502 408,3 

ROS_1_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 32807 36187 2709 216 455 418,4 

ROS_2_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 61745 70704 1503 2275 5181 419,6 

ROS_3_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 52700 61596 1453 5031 2412 418,8 

RAPC_1_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 3345 38416 180 34719 172 404,9 

RAPC_2_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 1240 36573 70 35105 158 404,3 

RAPC_3_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 1903 41162 80 38966 213 404,5 

RAOC_1_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 17601 35199 1211 15191 1196 412,3 

RAOC_2_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 24141 40246 895 10862 4348 416,7 

RAOC_3_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 12385 39868 428 23577 3478 408,6 

RAPS_1_B Roots Salamanca Field Bacteria 2027 42217 171 39800 219 404,7 
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RAPS_2_B Roots Salamanca Field Bacteria 1915 40746 147 38518 166 404,6 

RAPS_3_B Roots Salamanca Field Bacteria 3570 34879 158 31024 127 405,6 

RAOS_1_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 3772 41467 121 37481 93 405,2 

RAOS_2_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 15609 36041 723 16535 3174 409,7 

RAOS_3_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 15630 39704 769 21193 2112 410,3 

NPC_1_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 33128 34483 259 1025 71 402,1 

NPC_2_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 27799 29251 336 1014 102 402,2 

NPC_3_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 30723 31565 294 505 43 402,1 

NOC_1_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 29516 31491 638 1266 71 406,9 

NOC_2_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 30047 33986 437 3288 214 406,1 

NOC_3_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 30886 37790 478 6220 206 406,6 

NPS_1_B Nodules Salamanca Field Bacteria 34195 34962 279 399 89 402,3 

NPS_2_B Nodules Salamanca Field Bacteria 32888 40657 395 7185 189 402,4 

NPS_3_B Nodules Salamanca Field Bacteria 40121 41306 419 638 128 402,3 

NOS_1_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 20513 37899 356 16783 247 404 

NOS_2_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 17206 35581 335 17512 528 404,8 

NOS_3_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 21704 32397 393 10083 217 404,6 

HPC_1_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 83 49112 44 48870 115 404 

HPC_2_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 173 43345 22 43047 103 404 

HPC_3_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 153 43084 24 42764 143 404 

HOC_1_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 110 28979 6 28742 121 404 

HOC_2_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 81 31872 5 31710 76 404 

HOC_3_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 145 39500 5 39245 105 404 
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HPS_1_B Leaves Salamanca Field Bacteria 68 38372 28 38188 88 404 

HPS_2_B Leaves Salamanca Field Bacteria 61 31354 23 32197 73 404 

HPS_3_B Leaves Salamanca Field Bacteria 89 41164 16 40948 111 404 

HOS_1_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 97 39318 5 39122 94 404 

HOS_2_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 243 32572 16 32245 68 404,1 

HOS_3_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 55 34861 2 34692 112 404 

RPC_1_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 62788 63039 224 0 27 341,5 

RPC_2_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 54705 54905 165 0 35 349,6 

RPC_3_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 68797 69015 200 0 18 363,3 

ROC_1_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 29533 36454 173 6734 25 359,9 

ROC_2_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 50684 50949 252 0 13 363 

ROC_3_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 47429 47738 296 0 13 364,6 

RPS_1_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 41533 46784 135 5064 52 362,2 

RPS_2_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 59069 59237 125 0 43 361,6 

RPS_3_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 53376 53508 101 0 31 363,1 

ROS_1_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 27607 30977 161 3195 14 353,2 

ROS_2_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 59294 59605 304 0 7 363,5 

ROS_3_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 52893 53102 201 0 8 362,8 
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Tabla S 5. Información de la diversidad alfa de las muestras y los metagenomas del suelo. En esta tabla se describe en detalle la información de las muestras de suelo (cada 
una por triplicado), y los distintos índices de diversidad alfa que se calcularon. 

Sample Compartment Location Season Amplicon 
No OTUs fund 
in the sample 

Good's coverage 
of the library (%) 

ACE Chao1 Jackknife Shannon Simpson 
DI_Phylogenetic 
diversity 

SPC_1_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 2902 98,3 3277,1 3122,9 3463 6,558 0,005 3676 

SPC_2_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 4216 99,5 4403,6 4295,1 4613 6,863 0,003 4341 

SPC_3_B Soil Cabrerizos Spring Bacteria 4163 99,5 4364,1 4241,8 4566 6,842 0,003 4332 

SVC_1_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 3204 98,1 3666 3505,2 3874 6,623 0,009 3978 

SVC_2_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 2847 98,4 3252,4 3117,4 3428 6,511 0,006 3584 

SVC_3_B Soil Cabrerizos Summer Bacteria 2790 98,2 3188 3068,3 3366 6,643 0,004 3554 

SOC_1_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 3568 99,3 3767,7 3664,6 3958 6,798 0,003 3956 

SOC_2_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 3278 99,4 3438,1 3354,9 3611 6,704 0,004 3705 

SOC_3_B Soil Cabrerizos Autumn Bacteria 2716 98,6 3051,9 2931 3227 6,204 0,012 3461 

SIC_1_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 3896 97,4 4397,6 4194,3 4670 7,225 0,002 4457 

SIC_2_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 3824 97,7 4267,3 4099,5 4548 7,138 0,003 4378 

SIC_3_B Soil Cabrerizos Winter Bacteria 4218 98 4641,9 4466,7 4936 7,248 0,002 4668 

SPS_1_B Soil Salamanca Spring Bacteria 2731 96,9 3251,5 3072 3412 6,576 0,007 3443 

SPS_2_B Soil Salamanca Spring Bacteria 4936 99,1 5220,2 5044,6 5494 6,868 0,005 4691 

SPS_3_B Soil Salamanca Spring Bacteria 5377 99,2 5660,5 5485,7 5946 7,076 0,004 5046 

SVS_1_B Soil Salamanca Summer Bacteria 3398 97,5 3913,9 3750 4141 6,918 0,005 3923 

SVS_2_B Soil Salamanca Summer Bacteria 2980 98,3 3351,6 3214,5 3544 6,577 0,008 3488 

SVS_3_B Soil Salamanca Summer Bacteria 3341 98 3799,3 3658,1 4020 6,977 0,003 3862 

SOS_1_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 1902 98,6 2260,2 2165,8 2353,1 5,788 0,012 2742 

SOS_2_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 3682 99,2 3963,4 3819,6 4189 6,461 0,005 4112 
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SOS_3_B Soil Salamanca Autumn Bacteria 3414 99,1 3712,6 3561,3 3922 6,434 0,005 3867 

SIS_1_B Soil Salamanca Winter Bacteria 2576 97,6 3056,9 2901,2 3196 6,374 0,009 3376 

SIS_2_B Soil Salamanca Winter Bacteria 2071 98,5 2365,8 2284,5 2496 6,218 0,007 2659 

SIS_3_B Soil Salamanca Winter Bacteria 2628 98,3 3006,8 2861,6 3165 6,527 0,005 3224 

SPC_1_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 406 99,9 428,5 418 449 3,159 0,108 558 

SPC_2_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 245 99,9 253,4 249,6 265 1,154 0,688 387 

SPC_3_E Soil Cabrerizos Spring Eukarya 374 99,9 380,3 376,4 391 3,644 0,069 499 

SVC_1_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 555 99,9 574,3 564,8 598 3,91 0,063 757 

SVC_2_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 483 99,8 521,3 512,1 550 3,595 0,067 711 

SVC_3_E Soil Cabrerizos Summer Eukarya 402 99,8 444,3 435 466 3,982 0,041 635 

SOC_1_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 363 99,8 370,9 366,9 385 4,141 0,054 546 

SOC_2_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 418 99,9 429,3 423,3 446 3,96 0,062 567 

SOC_3_E Soil Cabrerizos Autumn Eukarya 239 99,8 255,7 250,3 271 2,504 0,205 454 

SIC_1_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 752 99,7 816 793,4 859 4,502 0,036 928 

SIC_2_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 455 99,8 496,1 479,5 523 3,04 0,159 641 

SIC_3_E Soil Cabrerizos Winter Eukarya 598 99,8 630,5 615,4 662 3,324 0,168 731 

SPS_1_E Soil Salamanca Spring Eukarya 338 99,8 384,3 370,5 404 2,461 0,306 591 

SPS_2_E Soil Salamanca Spring Eukarya 813 99,9 833 819,2 859 4,419 0,044 900 

SPS_3_E Soil Salamanca Spring Eukarya 854 99,8 890,2 869,3 930 4,435 0,033 941 

SVS_1_E Soil Salamanca Summer Eukarya 673 99,8 725,6 704,2 759 4,58 0,024 943 

SVS_2_E Soil Salamanca Summer Eukarya 426 99,8 470,8 451,4 489 3,586 0,095 645 

SVS_3_E Soil Salamanca Summer Eukarya 705 99,8 757,2 740,1 798 4,337 0,035 957 

SOS_1_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 395 99,8 420,3 406 441 3,732 0,051 596 



Página 246 | Anexo I 

SOS_2_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 797 99,9 814,7 803,5 842 4,67 0,023 885 

SOS_3_E Soil Salamanca Autumn Eukarya 679 99,9 692,6 684 715 4,355 0,03 738 

SIS_1_E Soil Salamanca Winter Eukarya 636 99,5 682,5 660,5 720 4,383 0,039 774 

SIS_2_E Soil Salamanca Winter Eukarya 364 99,8 400,9 390 418 3,909 0,039 496 

SIS_3_E Soil Salamanca Winter Eukarya 512 99,8 533,3 522,8 559 4,497 0,024 597 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo I | Página 247  

Tabla S 6. Información de la diversidad alfa de las muestras y los metagenomas de los compartimentos de la planta. En esta tabla se describe en detalle la información de las 
muestras de los compartimentos de la planta (cada una por triplicado), y los distintos índices de diversidad alfa que se calcularon. 

Sample Compartment Location Conditions Amplicon 
No OTUs fund 
in the sample 

Good's coverage 
of the library (%) 

ACE Chao1 Jackknife Shannon Simpson 
Phylogenetic 
diversity 

RPC_1_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 5106 99 5492 5279,7 5819 6,562 0,007 5349 

RPC_2_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 4994 99 5346,1 5153 5662 6,781 0,004 5411 

RPC_3_B Rhizosphere Cabrerizos Field Bacteria 4338 98,9 4664,2 4493,3 4953 5,688 0,087 4868 

ROC_1_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 3808 97,8 4302,4 4117,2 4566 7,053 0,003 4581 

ROC_2_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 3904 99,2 4216,2 4048,1 4456 6,008 0,021 4424 

ROC_3_B Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Bacteria 3744 98,9 4082,1 3909,8 4327 6,303 0,014 4354 

RPS_1_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 2812 97,3 3528,6 3308,5 3651,3 4,342 0,221 3761 

RPS_2_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 4419 98,8 4780,6 4591,6 5070 5,507 0,115 4951 

RPS_3_B Rhizosphere Salamanca Field Bacteria 3736 98,9 4035,2 3887,3 4291 4,627 0,214 4184 

ROS_1_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 2817 98 3299,6 3134,7 3469 6,151 0,013 3530 

ROS_2_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 2194 99,4 2445 2339,5 2579 5,414 0,016 2916 

ROS_3_B Rhizosphere Salamanca Greenhouse Bacteria 2484 99,2 2765,9 2659 2930 5,686 0,014 3282 

RAPC_1_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 212 97,7 305 287,1 303 3,166 0,138 468 

RAPC_2_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 166 93,5 442 267,3 282 3,702 0,062 384 

RAPC_3_B Roots Cabrerizos Field Bacteria 146 97,3 201,4 191,7 200,9 3,247 0,102 327 

RAOC_1_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 845 98,4 1141,4 1083,2 1147,7 4,594 0,038 1375 

RAOC_2_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 829 98,9 1112,3 1046,6 1108,4 4,203 0,052 1329 

RAOC_3_B Roots Cabrerizos Greenhouse Bacteria 587 98,5 789,9 746,1 783,3 4,608 0,027 1009 

RAPS_1_B Roots Salamanca Field Bacteria 289 92,2 875,8 570,9 658,7 4,117 0,05 613 

RAPS_2_B Roots Salamanca Field Bacteria 295 91,7 804,6 536,6 651 4,011 0,067 645 
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RAPS_3_B Roots Salamanca Field Bacteria 235 96,9 543 375,1 416,4 3,316 0,099 539 

RAOS_1_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 265 97,6 367,3 350,2 363,2 3,814 0,074 572 

RAOS_2_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 383 99,1 561,4 524,2 592,4 3,367 0,097 701 

RAOS_3_B Roots Salamanca Greenhouse Bacteria 465 99,1 610,5 555 601,6 4,119 0,031 799 

NPC_1_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 53 99,9 157,8 145,6 151,9 0,027 0,995 130 

NPC_2_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 70 99,9 107 93,3 101 0,1 0,977 179 

NPC_3_B Nodules Cabrerizos Field Bacteria 65 99,9 91,6 81,4 93 0,049 0,99 164 

NOC_1_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 241 99,7 377,4 330,7 343,2 1,071 0,588 510 

NOC_2_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 430 99,5 623 575,7 604,2 1,601 0,556 840 

NOC_3_B Nodules Cabrerizos Greenhouse Bacteria 501 99,5 670,2 644,3 683 1,974 0,469 902 

NPS_1_B Nodules Salamanca Field Bacteria 80 99,9 138,8 123,3 122,9 0,099 0,976 207 

NPS_2_B Nodules Salamanca Field Bacteria 97 99,9 165,2 144 146,1 0,108 0,977 255 

NPS_3_B Nodules Salamanca Field Bacteria 52 99,9 110,3 94,3 94,1 0,08 0,977 144 

NOS_1_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 189 99,7 246,7 227,5 245 0,821 0,77 427 

NOS_2_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 200 99,6 275 271,5 295 1,351 0,604 416 

NOS_3_B Nodules Salamanca Greenhouse Bacteria 149 99,8 208,8 194 198,5 0,976 0,7 308 

HPC_1_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 20 79,5 173 88 96,5 1,699 0,316 67 

HPC_2_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 22 89,6 193 98,5 107,2 1,598 0,3 83 

HPC_3_B Leaves Cabrerizos Field Bacteria 22 88,9 98,3 67,3 67,6 1,468 0,415 74 

HOC_1_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 38 80,9 61,4 64,3 73,3 2,844 0,128 126 

HOC_2_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 26 85,2 41 32,6 38 2,516 0,16 97 

HOC_3_B Leaves Cabrerizos Greenhouse Bacteria 43 81,4 153,6 78,1 76,9 2,45 0,252 149 

HPS_1_B Leaves Salamanca Field Bacteria 15 80,9 106 54 58,4 1,105 0,605 62 
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HPS_2_B Leaves Salamanca Field Bacteria 16 78,7 370,1 94 64,1 1,713 0,31 71 

HPS_3_B Leaves Salamanca Field Bacteria 17 87,6 127,1 44,5 74,1 1,819 0,252 66 

HOS_1_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 19 89,7 59,9 25,4 29 1,886 0,245 70 

HOS_2_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 50 87,7 159,5 93,5 101,2 2,423 0,226 148 

HOS_3_B Leaves Salamanca Greenhouse Bacteria 21 80 31,3 34,8 45,7 2,514 0,131 79 

RPC_1_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 681 99,9 720 704,4 758 2,824 0,26 1047 

RPC_2_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 636 99,8 683,9 663,7 722 2,192 0,436 962 

RPC_3_E Rhizosphere Cabrerizos Field Eukarya 299 99,9 342,1 320,1 359 0,329 0,927 552 

ROC_1_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 371 99,8 408 390,4 429 1,636 0,563 598 

ROC_2_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 297 99,9 314,1 303,3 330 0,667 0,834 424 

ROC_3_E Rhizosphere Cabrerizos Greenhouse Eukarya 425 99,9 449,8 434 473 1,009 0,75 563 

RPS_1_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 299 99,8 374,2 363,6 390,4 0,44 0,898 575 

RPS_2_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 442 99,9 473,2 458,5 500 0,749 0,826 766 

RPS_3_E Rhizosphere Salamanca Field Eukarya 321 99,9 344,2 333,5 367 0,489 0,883 538 

ROS_1_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 285 99,9 307,8 297,4 324 2,279 0,29 476 

ROS_2_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 306 99,9 321,3 312,8 338 0,994 0,695 360 

ROS_3_E Rhizosphere Salamanca Greenhouse Eukarya 252 99,9 271,9 263,3 289 1,036 0,588 382 
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La tabla de similitudes de cada uno de los géneros, así como los árboles en formato 

digital pueden encontrarse en el siguiente enlace: 

https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-

S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing 

 

Tabla S 7. Listado de cepas bacterianas aisladas en este trabajo. Se describe la fuente de aislamiento, la 
localización y las condiciones de cultivo de dónde fueron recogidas las muestras, así como el medio de 
cultivo en el que se aislaron las cepas.   

 
Código Fuente aislamiento Localización Condiciones de cultivo Medio de aislamiento 

1 LUF2 Hojas Cabrerizos Campo NA 

2 LUF3 Hojas Cabrerizos Campo NA 

3 LUF4 Hojas Cabrerizos Campo NA 

4 LUF5 Hojas Cabrerizos Campo NA 

5 LUF6 Hojas Cabrerizos Campo NA 

6 LUF7 Hojas Cabrerizos Campo NA 

7 LUF8 Hojas Cabrerizos Campo NA 

8 LUF9 Hojas Cabrerizos Campo NA 

9 LUF11 Hojas Cabrerizos Campo NA 

10 LUF13 Hojas Cabrerizos Campo NA 

11 LUF17 Hojas Cabrerizos Campo NA 

12 LUF18 Hojas Cabrerizos Campo NA 

13 LUF21 Hojas Cabrerizos Campo NA 

14 LUF22 Hojas Cabrerizos Campo NA 

15 LUF23 Hojas Cabrerizos Campo NA 

16 LUF24 Hojas Cabrerizos Campo NA 

17 LUF26 Hojas Cabrerizos Campo NA 

18 LUF27 Hojas Cabrerizos Campo NA 

19 LUF28 Hojas Cabrerizos Campo NA 

20 LUF32 Hojas Cabrerizos Campo NA 

21 LUF34 Hojas Cabrerizos Campo NA 

22 LUF35 Hojas Cabrerizos Campo NA 

23 LUF36 Hojas Cabrerizos Campo NA 

24 LUF37 Hojas Cabrerizos Campo NA 

25 LUF39 Hojas Cabrerizos Campo NA 

26 LUF40 Hojas Cabrerizos Campo NA 

27 LUF41 Hojas Cabrerizos Campo NA 

https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
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28 LUF43 Hojas Cabrerizos Campo NA 

29 LUF44 Hojas Salamanca Campo NA 

30 LUF46 Hojas Salamanca Campo NA 

31 LUF47 Hojas Salamanca Campo NA 

32 LUF48 Hojas Salamanca Campo NA 

33 LUF49 Hojas Salamanca Campo NA 

34 LUF52 Hojas Salamanca Campo NA 

35 LUF53 Hojas Salamanca Campo NA 

36 LUF54 Hojas Salamanca Campo NA 

37 LUF55 Hojas Salamanca Campo NA 

38 LUF56 Hojas Salamanca Campo NA 

39 LUF57 Hojas Salamanca Campo NA 

40 LUF58 Hojas Salamanca Campo NA 

41 LUF59 Hojas Salamanca Campo NA 

42 LUF61 Hojas Salamanca Campo NA 

43 LUF62 Hojas Salamanca Campo NA 

44 LUF63 Hojas Salamanca Campo NA 

45 LUF64 Hojas Salamanca Campo NA 

46 LUF65 Hojas Salamanca Campo NA 

47 LUF66 Hojas Salamanca Campo NA 

48 LUF68 Hojas Salamanca Campo NA 

49 LUF69 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

50 LUF70 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

51 LUF71 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

52 LUF72 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

53 LUF73 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

54 LUF74 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

55 LUF75 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

56 LUF79 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

57 LUF80 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

58 LUF82 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

59 LUF83 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

60 LUF85 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

61 LUF87B Hojas Cabrerizos Campo ISP2 
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62 LUF89 Hojas Cabrerizos Campo ISP2 

63 LUF90 Hojas Salamanca Campo ISP2 

64 LUF91 Hojas Salamanca Campo ISP2 

65 LUF92 Hojas Salamanca Campo ISP2 

66 LUF93 Hojas Salamanca Campo ISP2 

67 LUF95 Hojas Salamanca Campo ISP2 

68 LUF96 Hojas Salamanca Campo ISP2 

69 LUF98 Hojas Salamanca Campo ISP2 

70 LUF99 Hojas Salamanca Campo ISP2 

71 LUF100 Hojas Salamanca Campo ISP2 

72 LUF101 Hojas Salamanca Campo ISP2 

73 LUF102 Hojas Salamanca Campo ISP2 

74 LUF104 Hojas Salamanca Campo ISP2 

75 LUF111 Hojas Salamanca Campo ISP2 

76 LUF112 Hojas Salamanca Campo ISP2 

77 LUF113 Hojas Salamanca Campo ISP2 

78 LUF114 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

79 LUF115 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

80 LUF116 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

81 LUF117 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

82 LUF118 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

83 LUF120 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

84 LUF121 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

85 LUF122 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

86 LUF123 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

87 LUF124 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

88 LUF125 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

89 LUF126 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

90 LUF127 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

91 LUF128 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

92 LUF129 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

93 LUF129B Hojas Cabrerizos Campo YMA 

94 LUF130 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

95 LUF131 Hojas Cabrerizos Campo YMA 
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96 LUF132 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

97 LUF134 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

98 LUF135 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

99 LUF137 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

100 LUF139 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

101 LUF140 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

102 LUF141 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

103 LUF143 Hojas Cabrerizos Campo YMA 

104 LUF145 Hojas Salamanca Campo YMA 

105 LUF146 Hojas Salamanca Campo YMA 

106 LUF147 Hojas Salamanca Campo YMA 

107 LUF148 Hojas Salamanca Campo YMA 

108 LUF149 Hojas Salamanca Campo YMA 

109 LUF151 Hojas Salamanca Campo YMA 

110 LUF154 Hojas Salamanca Campo YMA 

111 LUF158 Hojas Salamanca Campo YMA 

112 LUF161 Hojas Salamanca Campo YMA 

113 LUF162 Hojas Salamanca Campo YMA 

114 LUF163 Hojas Salamanca Campo YMA 

115 LUF164 Hojas Salamanca Campo YMA 

116 LUF165A Hojas Salamanca Campo YMA 

117 LUF165B Hojas Salamanca Campo YMA 

118 LUF167 Hojas Salamanca Campo YMA 

119 LUF169 Hojas Salamanca Campo YMA 

120 LUF170 Hojas Salamanca Campo YMA 

121 LUF172B Hojas Salamanca Campo YMA 

122 LUF173 Hojas Salamanca Campo YMA 

123 LUF175 Hojas Salamanca Campo YMA 

124 LUF176 Hojas Salamanca Campo YMA 

125 LUF178 Hojas Salamanca Campo YMA 

126 LUF179 Hojas Salamanca Campo YMA 

127 LUF183B Hojas Salamanca Campo YMA 

128 LUF187B Hojas Salamanca Campo YMA 

129 LUF184 Hojas Salamanca Campo YMA 
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130 LUF185 Hojas Salamanca Campo YMA 

131 LUF188 Hojas Salamanca Campo YMA 

132 LUF189 Hojas Salamanca Campo YMA 

133 LUF190A Hojas Salamanca Campo YMA 

134 LUF190B Hojas Salamanca Campo YMA 

135 LUF192 Hojas Salamanca Campo YMA 

136 LUF196 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

137 LUF198 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

138 LUF201 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

139 LUF202 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

140 LUF207 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

141 LUF208 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

142 LUF210 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

143 LUF213 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

144 LUF216 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

145 LUF221 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

146 LUF223A Hojas Cabrerizos Campo PYE 

147 LUF223B Hojas Cabrerizos Campo PYE 

148 LUF227 Hojas Cabrerizos Campo R2A 

149 LUF240 Hojas Salamanca Campo R2A 

150 LUF241 Hojas Salamanca Campo R2A 

151 LUF250 Hojas Salamanca Campo R2A 

152 LUF254 Hojas Salamanca Campo R2A 

153 LUF256 Hojas Salamanca Campo R2A 

154 LUF260 Hojas Salamanca Campo R2A 

155 LUF263 Hojas Salamanca Campo R2A 

156 LUF266 Hojas Salamanca Campo R2A 

157 LUF271 Hojas Salamanca Campo R2A 

158 LUF271B Hojas Salamanca Campo R2A 

159 LUF274 Hojas Salamanca Campo R2A 

160 LUF275 Hojas Salamanca Campo R2A 

161 LUF277 Hojas Salamanca Campo R2A 

162 LUF278 Hojas Salamanca Campo R2A 

163 LUF281 Hojas Cabrerizos Campo PYE 
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164 LUF282 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

165 LUF283 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

166 LUF284 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

167 LUF285 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

168 LUF286 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

169 LUF288 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

170 LUF289 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

171 LUF290 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

172 LUF291 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

173 LUF292 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

174 LUF293 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

175 LUF295 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

176 LUF300 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

177 LUF301A Hojas Cabrerizos Campo PYE 

178 LUF302 Hojas Cabrerizos Campo PYE 

179 LUF307 Hojas Salamanca Campo PYE 

180 LUF311 Hojas Salamanca Campo PYE 

181 LUF312 Hojas Salamanca Campo PYE 

182 LUF314 Hojas Salamanca Campo PYE 

183 LUF315 Hojas Salamanca Campo PYE 

184 LUF316 Hojas Salamanca Campo PYE 

185 LUF322 Hojas Salamanca Campo PYE 

186 LUF326 Hojas Salamanca Campo PYE 

187 LUF327 Hojas Salamanca Campo PYE 

188 LUF328 Hojas Salamanca Campo PYE 

189 LUF329 Hojas Salamanca Campo PYE 

190 LUF330 Hojas Salamanca Campo PYE 

191 LUF331 Hojas Salamanca Campo PYE 

192 LUF335 Hojas Salamanca Campo PYE 

193 LUF338 Hojas Salamanca Campo PYE 

194 LUF340 Hojas Salamanca Campo PYE 

195 LUF341 Hojas Salamanca Campo PYE 

196 LUF342 Hojas Salamanca Campo PYE 

197 LUF343 Hojas Salamanca Campo PYE 
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198 LUF344 Hojas Salamanca Campo PYE 

199 LUF345 Hojas Salamanca Campo PYE 

200 LUF346 Hojas Salamanca Campo PYE 

201 LUF347 Hojas Salamanca Campo PYE 

202 LUF350 Hojas Salamanca Campo PYE 

203 LUF351 Hojas Salamanca Campo PYE 

204 LUF352 Hojas Salamanca Campo PYE 

205 LUF353 Hojas Salamanca Campo PYE 

206 LUF356 Hojas Salamanca Campo PYE 

207 LUF360A Hojas Salamanca Campo PYE 

208 LUF360B Hojas Salamanca Campo PYE 

209 LUF362 Hojas Cabrerizos Campo SCA 

210 LUF365 Hojas Salamanca Campo SCA 

211 LUF369A Hojas Salamanca Campo SCA 

212 LUF369B Hojas Salamanca Campo SCA 

213 LUN1 Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

214 LUN3 Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

215 LUN4 Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

216 LUN5 Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

217 LUN6B Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

218 LUN7 Nódulos Cabrerizos Campo R2A 

219 LUN9A Nódulos Salamanca Campo R2A 

220 LUN10A Nódulos Salamanca Campo R2A 

221 LUN16A Nódulos Salamanca Campo R2A 

222 LUN16BA Nódulos Salamanca Campo R2A 

223 LUN18 Nódulos Salamanca Campo R2A 

224 LUN19A Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

225 LUN20 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

226 LUN22 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

227 LUN23 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

228 LUN27 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

229 LUN28 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

230 LUN30 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

231 LUN34 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 
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232 LUN35 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

233 LUN36A Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

234 LUN36B Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

235 LUN37 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

236 LUN38 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

237 LUN39A Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

238 LUN39B Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

239 LUN40 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

240 LUN45 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

241 LUN46 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

242 LUN47 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

243 LUN48 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

244 LUN49 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

245 LUN50 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

246 LUN51 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

247 LUN52 Nódulos Cabrerizos Campo YMA 

248 LUN55A Nódulos Salamanca Campo YMA 

249 LUN55B Nódulos Salamanca Campo YMA 

250 LUN56 Nódulos Salamanca Campo YMA 

251 LUN57 Nódulos Salamanca Campo YMA 

252 LUN58 Nódulos Salamanca Campo YMA 

253 LUN62 Nódulos Salamanca Campo YMA 

254 LUN64 Nódulos Salamanca Campo YMA 

255 LUN65A Nódulos Salamanca Campo YMA 

256 LUN65B Nódulos Salamanca Campo YMA 

257 LUN69 Nódulos Salamanca Campo YMA 

258 LUN70 Nódulos Salamanca Campo YMA 

259 LUN71 Nódulos Salamanca Campo YMA 

260 LUN74 Nódulos Salamanca Campo YMA 

261 LUN75 Nódulos Salamanca Campo YMA 

262 LUN76 Nódulos Salamanca Campo YMA 

263 LUN77 Nódulos Salamanca Campo YMA 

264 LUN79B Nódulos Salamanca Campo YMA 

265 LUN80 Nódulos Salamanca Campo YMA 



Anexo II | Página 259 

266 LUN87B Nódulos Salamanca Campo YMA 

267 LUN88 Nódulos Salamanca Campo YMA 

268 LUN90 Nódulos Salamanca Campo YMA 

269 LUN91 Nódulos Salamanca Campo YMA 

270 LUN92 Nódulos Salamanca Campo YMA 

271 LUN93 Nódulos Salamanca Campo YMA 

272 LUN94A Nódulos Salamanca Campo NA 

273 LUN95 Nódulos Salamanca Campo NA 

274 LUN97A Nódulos Salamanca Campo NA 

275 LUN97B Nódulos Salamanca Campo NA 

276 LUN98 Nódulos Salamanca Campo NA 

277 LUN101 Nódulos Salamanca Campo NA 

278 LUN6B Nódulos Salamanca Campo NA 

279 LUN102 Nódulos Salamanca Campo YMA 

280 LUN103 Nódulos Salamanca Campo YMA 

281 LUN104 Nódulos Salamanca Campo YMA 

282 LUN105 Nódulos Salamanca Campo YMA 

283 LUN106 Nódulos Salamanca Campo YMA 

284 LUN107 Nódulos Salamanca Campo YMA 

285 LUN108 Nódulos Salamanca Campo YMA 

286 LUN109 Nódulos Salamanca Campo YMA 

287 LUN110 Nódulos Salamanca Campo YMA 

288 LUR1 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

289 LUR2 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

290 LUR3 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

291 LUR4 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

292 LUR5 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

293 LUR6 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

294 LUR8 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

295 LUR11 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

296 LUR12 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

297 LUR13 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

298 LUR14 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

299 LUR15 Raíces Cabrerizos Campo R2A 
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300 LUR16 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

301 LUR17 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

302 LUR18 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

303 LUR21 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

304 LUR22 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

305 LUR24 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

306 LUR25 Raíces Cabrerizos Campo R2A 

307 LUR26 Raíces Salamanca Campo R2A 

308 LUR27 Raíces Salamanca Campo R2A 

309 LUR29 Raíces Salamanca Campo R2A 

310 LUR30 Raíces Salamanca Campo R2A 

311 LUR31 Raíces Salamanca Campo R2A 

312 LUR32 Raíces Salamanca Campo R2A 

313 LUR33 Raíces Salamanca Campo R2A 

314 LUR34 Raíces Salamanca Campo R2A 

315 LUR35 Raíces Salamanca Campo R2A 

316 LUR36 Raíces Salamanca Campo R2A 

317 LUR37 Raíces Salamanca Campo R2A 

318 LUR39 Raíces Salamanca Campo R2A 

319 LUR40 Raíces Salamanca Campo R2A 

320 LUR42 Raíces Salamanca Campo R2A 

321 LUR44 Raíces Salamanca Campo R2A 

322 LUR45 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

323 LUR47 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

324 LUR50 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

325 LUR51 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

326 LUR53 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

327 LUR54 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

328 LUR55 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

329 LUR56 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

330 LUR57 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

331 LUR58 Raíces Cabrerizos Campo SCA 

332 LUR59 Raíces Salamanca Campo SCA 

333 LUR60 Raíces Salamanca Campo SCA 
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334 LUR61 Raíces Salamanca Campo SCA 

335 LUR63 Raíces Salamanca Campo SCA 

336 LUR64 Raíces Salamanca Campo SCA 

337 LUR65 Raíces Salamanca Campo SCA 

338 LUR66 Raíces Salamanca Campo SCA 

339 LUR67 Raíces Salamanca Campo SCA 

340 LUR68 Raíces Salamanca Campo SCA 

341 LUR70 Raíces Salamanca Campo SCA 

342 LUR71 Raíces Salamanca Campo SCA 

343 LUR77 Raíces Salamanca Campo SCA 

344 LUR78 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

345 LUR85 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

346 LUR86 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

347 LUR87 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

348 LUR88 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

349 LUR89 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

350 LUR90 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

351 LUR91 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

352 LUR92 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

353 LUR93 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

354 LUR94 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

355 LUR95 Raíces Cabrerizos Campo YMA 

356 LUR96 Raíces Salamanca Campo YMA 

357 LUR97 Raíces Salamanca Campo YMA 

358 LUR98 Raíces Salamanca Campo YMA 

359 LUR99 Raíces Salamanca Campo YMA 

360 LUR100 Raíces Salamanca Campo YMA 

361 LUR102 Raíces Salamanca Campo YMA 

362 LUR103 Raíces Salamanca Campo YMA 

363 LUR105 Raíces Salamanca Campo YMA 

364 LUR106 Raíces Salamanca Campo YMA 

365 LUR107 Raíces Salamanca Campo YMA 

366 LUR108 Raíces Salamanca Campo YMA 

367 LUR109 Raíces Salamanca Campo YMA 



Página 262 | Anexo II 

368 LUR110 Raíces Salamanca Campo YMA 

369 LUR111 Raíces Salamanca Campo YMA 

370 LUR112 Raíces Salamanca Campo YMA 

371 LUR113 Raíces Cabrerizos Campo NA 

372 LUR114 Raíces Cabrerizos Campo NA 

373 LUR115 Raíces Cabrerizos Campo NA 

374 LUR116 Raíces Cabrerizos Campo NA 

375 LUR117 Raíces Cabrerizos Campo NA 

376 LUR118 Raíces Cabrerizos Campo NA 

377 LUR119 Raíces Cabrerizos Campo NA 

378 LUR120 Raíces Cabrerizos Campo NA 

379 LUR121 Raíces Cabrerizos Campo NA 

380 LUR122 Raíces Cabrerizos Campo NA 

381 LUR123 Raíces Cabrerizos Campo NA 

382 LUR124 Raíces Cabrerizos Campo NA 

383 LUR125 Raíces Cabrerizos Campo NA 

384 LUR126 Raíces Cabrerizos Campo NA 

385 LUR127 Raíces Cabrerizos Campo NA 

386 LUR128 Raíces Cabrerizos Campo NA 

387 LUR129 Raíces Cabrerizos Campo NA 

388 LUR130 Raíces Cabrerizos Campo NA 

389 LUR131 Raíces Cabrerizos Campo NA 

390 LUR132 Raíces Salamanca Campo NA 

391 LUR133 Raíces Salamanca Campo NA 

392 LUR134 Raíces Salamanca Campo NA 

393 LUR135 Raíces Salamanca Campo NA 

394 LUR136 Raíces Salamanca Campo NA 

395 LUR137 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

396 LUR143 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

397 LUR144 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

398 LUR145 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

399 LUR147 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

400 LUR148 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

401 LUR149 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 
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402 LUR150 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

403 LUR152 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

404 LUR153 Raíces Cabrerizos Campo ISP2 

405 LUR154 Raíces Salamanca Campo ISP2 

406 LUR155 Raíces Salamanca Campo ISP2 

407 LUR156 Raíces Salamanca Campo ISP2 

408 LUR157 Raíces Salamanca Campo PYE 

409 LUR158 Raíces Salamanca Campo PYE 

410 LUR159 Raíces Salamanca Campo PYE 

411 LUR160 Raíces Salamanca Campo PYE 

412 LUR161 Raíces Salamanca Campo PYE 

413 LUR162 Raíces Salamanca Campo PYE 

414 LUR163 Raíces Salamanca Campo PYE 

415 LUR165 Raíces Salamanca Campo PYE 

416 LUR167 Raíces Salamanca Campo PYE 

417 LUR169 Raíces Salamanca Campo PYE 

418 LUR170 Raíces Salamanca Campo PYE 

419 LUR171 Raíces Salamanca Campo PYE 

420 LUR172 Raíces Salamanca Campo PYE 

421 LUR173 Raíces Salamanca Campo PYE 

422 LUR174 Raíces Salamanca Campo PYE 

423 LUR175A Raíces Salamanca Campo PYE 

424 LUR175B Raíces Salamanca Campo PYE 

425 CRA1 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

426 CRA2 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

427 CRA3 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

428 CRA4 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

429 CRA5 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

430 CRA8 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

431 CRA11 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

432 CRA12 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

433 CRA13 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

434 CRA14 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

435 CRA15 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 
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436 CRA16A Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

437 CRA16B Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

438 CRA17 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

439 CRA20 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

440 CRA23 Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

441 CRA24B Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

442 CRA25A Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

443 CRA25BA Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

444 CRA26A Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

445 CRA26B Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

446 CRA27A Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

447 CRA27B Rizosfera Cabrerizos Invernadero PYE 

448 CRA31 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

449 CRA32 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

450 CRA33 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

451 CRA34 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

452 CRA35 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

453 CRA37 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

454 CRA38 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

455 CRA39 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

456 CRA40 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

457 CRA41 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

458 CRA42A Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

459 CRA43 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

460 CRA44A Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

461 CRA44BA Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

462 CRA45 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

463 CRA46 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

464 CRA47 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

465 CRA48 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

466 CRA49 Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

467 CRA50A Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

468 CRA50BA Rizosfera Cabrerizos Invernadero NA 

469 CRA51 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 
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470 CRA52 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

471 CRA53 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

472 CRA54A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

473 CRA54BA Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

474 CRA54BB Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

475 CRA55A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

476 CRA56A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

477 CRA56B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

478 CRA57A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

479 CRA57B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

480 CRA58A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

481 CRA58B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

482 CRA60A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

483 CRA60B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

484 CRA62A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

485 CRA62B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

486 CRA63 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

487 CRA64A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

488 CRA68 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

489 CRA69 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

490 CRA71 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

491 CRA72 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

492 CRA73 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

493 CRA76 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

494 CRA77 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

495 CRA79 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

496 CRA80 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

497 CRA82 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

498 CRA83 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

499 CRA84 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

500 CRA85 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

501 CRA86 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

502 CRA87 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

503 CRA88 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 
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504 CRA89 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

505 CRA90 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

506 CRA91 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

507 CRA92 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

508 CRA93 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

509 CRA94 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

510 CRA96 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

511 CRA98 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

512 CRA99 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

513 CRA100 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

514 CRA100B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

515 CRA101 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

516 CRA102 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

517 CRA103 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

518 CRA104 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

519 CRA105 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

520 CRA106 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

521 CRA107B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

522 CRA110 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

523 CRA112 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

524 CRA113 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

525 CRA114 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

526 CRA118 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

527 CRA119 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

528 CRA120 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

529 CRA121 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

530 CRA122 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

531 CRA123 Rizosfera Cabrerizos Invernadero YMA 

532 CRA124 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

533 CRA125 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

534 CRA126 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

535 CRA127B Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

536 CRA128 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

537 CRA129A Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 
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538 CRA129B Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

539 CRA130AA Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

540 CRA130AB Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

541 CRA131 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

542 CRA132 Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

543 CRA133AA Rizosfera Cabrerizos Invernadero SCA 

544 CRA133BA Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

545 CRA134A Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

546 CRA134B Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

547 CRA135 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

548 CRA138 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

549 CRA139 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

550 CRA140 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

551 CRA141 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

552 CRA143 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

553 CRA144 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

554 CRA145A Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

555 CRA145B Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

556 CRA146AB Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

557 CRA149 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

558 CRA150 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

559 CRA154 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

560 CRA155A Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

561 CRA155B Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

562 CRA156 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

563 CRA157 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

564 CRA158BB Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

565 CRA160 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

566 CRA162 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

567 CRA163 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

568 CRA164 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

569 CRA165 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

570 CRA190 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

571 CRAM1 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 
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572 CRAM2 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

573 CRAM3 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

574 CRAM4 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

575 CRAM5 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

576 CRAM6 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

577 CRAM7 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

578 CRAM8 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

579 CRAM10 Rizosfera Cabrerizos Invernadero ISP2 

580 RO1 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

581 RO2 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

582 RO3 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

583 RO4 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

584 RO5 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

585 RO6 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

586 RO7 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

587 RO8 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

588 RO9 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

589 RO10 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

590 RO11 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

591 RO12 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

592 RO13 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

593 RO14 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

594 RO15 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

595 RO17 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

596 RO18 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

597 RO19 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

598 RO20 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

599 RO21 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

600 RO22 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

601 RO23 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

602 RO25 Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

603 RO24A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

604 RO24B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

605 RO26A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 
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606 RO26B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

607 RO26C Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

608 RO27A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

609 RO27B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

610 RO28A Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

611 RO28B Rizosfera Cabrerizos Invernadero R2A 

612 RO30 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

613 RO31 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

614 RO32 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

615 RO33 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

616 RO34 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

617 RO35 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

618 RO36 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

619 RO37 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

620 RO38 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

621 RO39 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

622 RO40 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

623 RO41 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

624 RO42 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

625 RO43 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

626 RO44 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

627 RO45 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

628 RO46 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

629 RO47 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

630 RO48 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

631 RO49 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

632 RO51 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

633 SO3 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

634 SO4 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

635 SO5 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

636 SO6 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

637 SO8 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

638 SO9 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

639 SO10 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 
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640 SO12 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

641 SO14 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

642 SO17 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

643 SO18 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

644 SO19 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

645 SO22 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

646 SO23 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

647 SO26 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

648 SO27 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

649 SO29 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

650 SO30 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

651 SO32 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

652 SO33 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

653 SO34 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

654 SO37 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

655 SO44 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

656 SO45 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

657 SO48 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

658 SO47A Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

659 SO47B Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

660 SO47C Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

661 SOC13 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

662 SOC14 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

663 SOC16 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

664 SOC17 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

665 SOC37 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

666 SOC71 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

667 SOC73 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

668 SOC75 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

669 SOC82A Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

670 SOC82B Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

671 SOC83A Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

672 SOC83B Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

673 SOC84 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 
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674 SOC91 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

675 SOC95 Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

676 SOC14B Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

677 SOC72A Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

678 SOC72B Rizosfera Cabrerizos Campo ISP2 

679 SOHO25 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

680 SOHO28 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

681 SOHO38 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

682 SOHO49 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

683 SOHO50 Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

684 SOHO18B Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

685 SOHO30B Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

686 SOHO5A Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

687 SOHO5B Rizosfera Salamanca Campo ISP2 

688 SRA1 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

689 SRA2 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

690 SRA3 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

691 SRA4 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

692 SRA7 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

693 SRA12 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

694 SRA15 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

695 SRA17 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

696 SRA18 Rizosfera Salamanca Invernadero NA 

697 SRA20 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

698 SRA22 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

699 SRA24 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

700 SRA26 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

701 SRA27 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

702 SRA29 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

703 SRA31 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

704 SRA32 Rizosfera Salamanca Invernadero R2A 

705 SRA42 Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 

706 SRA51 Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 

707 SRA56A Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 
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708 SRA64 Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 

709 SRA74 Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 

710 SRA740 Rizosfera Salamanca Invernadero PYE 

711 SRA200 Rizosfera Salamanca Invernadero SCA 

712 SRA201 Rizosfera Salamanca Invernadero SCA 

713 SRA203 Rizosfera Salamanca Invernadero SCA 

714 SRA204 Rizosfera Salamanca Invernadero SCA 

715 SRAM1 Rizosfera Salamanca Invernadero YMA 

716 SRAM2 Rizosfera Salamanca Invernadero YMA 

717 SRAM3 Rizosfera Salamanca Invernadero YMA 

718 SRAM6 Rizosfera Salamanca Invernadero YMA 

719 SRAM7 Rizosfera Salamanca Invernadero YMA 

720 SRI1 Rizosfera Salamanca Invernadero ISP2 

721 SRI2 Rizosfera Salamanca Invernadero ISP2 

722 SRI3 Rizosfera Salamanca Invernadero ISP2 
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Tabla S 8. Listado de cepas bacterianas aisladas e identificadas genéticamente con la amplificación del 
gen ARNr 16S a nivel de género en este trabajo. En la tabla se muestra el código de los aislados, la 
identificación a nivel de género y la cepa tipo, el porcentaje de similitud, el tamaño de secuencia y la 
cobertura de integridad de la secuencia. 

 Código Identificación Cepa tipo 
Similitud 
(%) 

Tamaño 
secuencia 

Cobertura 
(%) 

1 LUF2 Pseudomonas abietaniphila ATCC 700689 98,35 1465 99,4 

2 LUF3 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1466 99,4 

3 LUF4 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1401 95,9 

4 LUF5 Microbacterium lemovicicum ViU22 98,68 1461 99,7 

5 LUF6 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 100 1458 100 

6 LUF7 Mammaliicoccus sciuri DSM 20345 99,93 1476 99,6 

7 LUF8 Pseudomonas congelans DSM 14939 100 1462 99,9 

8 LUF9 Microbacterium foliorum DSM 12966 100 1455 99,7 

9 LUF11 Microbacterium foliorum DSM 12966 100 1460 99,6 

10 LUF13 Paenibacillus lautus NBRC 15380 99,46 1485 99,5 

11 LUF17 Bacillus pumilus ATCC 7061 99,93 1474 99,5 

12 LUF18 Bacillus pumilus ATCC 7061 99,93 1486 99,7 

13 LUF21 Mammaliicoccus sciuri DSM 20345 97,68 1484 99,4 

14 LUF22 Streptomyces zaomyceticus NBRC 13348 99,93 1455 99,6 

15 LUF23 Streptomyces anulatus NRRL B-2000 99,86 1453 99,7 

16 LUF24 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,86 1401 99,5 

17 LUF26 Corynebacterium casei LMG S-19264 99,93 1444 99,5 

18 LUF27 Pseudomonas caspiana FBF102 99,72 1467 99,5 

19 LUF28 Pseudomonas lutea DSM 17257 99,93 1457 99,7 

20 LUF32 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,57 1381 93,9 

21 LUF34 Pseudomonas lutea DSM 17257 99,93 1450 99,4 

22 LUF35 Mammaliicoccus sciuri DSM 20345 99,93 1474 99,4 

23 LUF36 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1466 99,5 

24 LUF37 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 99,93 1452 99,7 

25 LUF39 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1479 99,5 

26 LUF40 Sphingomonas insulae DS-28 98,65 1422 99,7 

27 LUF41 Microbacterium hatanonis JCM 14558 99,51 1447 99,4 

28 LUF43 Streptomyces setonii NRRL ISP-5322 99,65 1457 99,4 

29 LUF44 Pseudomonas caspiana FBF102 97,92 675 46,6 

30 LUF46 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 99,93 1457 99,8 
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31 LUF47 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13469 99,93 1461 99,9 

32 LUF48 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,93 1454 98,8 

33 LUF49 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1436 99,6 

34 LUF52 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 98,96 1456 99,9 

35 LUF53 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1454 99,9 

36 LUF54 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1450 99,7 

37 LUF55 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1474 99,5 

38 LUF56 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1444 99,6 

39 LUF57 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1449 99,8 

40 LUF58 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1447 99,6 

41 LUF59 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1446 99,7 

42 LUF61 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,78 1392 96,1 

43 LUF62 Peribacillus simplex NBRC 15720 99,93 1475 99,6 

44 LUF63 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1450 99,9 

45 LUF64 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1443 99,6 

46 LUF65 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1440 99,6 

47 LUF66 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,72 1440 99,8 

48 LUF68 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1475 99,6 

49 LUF69 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,86 1450 99,7 

50 LUF70 Streptomyces cirratus NRRL B-3250 99,79 1412 97,6 

51 LUF71 Curtobacterium herbarum P 420/07 99,58 1444 99,7 

52 LUF72 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 100 1447 99,6 

53 LUF73 Plantibacter flavus VKM Ac-2504 100 1414 98 

54 LUF74 Microbacterium saperdae DSM 20169 99,44 1447 99,7 

55 LUF75 Microbacterium saperdae DSM 20169 99,44 1447 99,5 

56 LUF79 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1446 99,7 

57 LUF80 Streptomyces zaomyceticus NBRC 13348 99,93 1452 99,7 

58 LUF82 Microbacterium testaceum NBRC 12675 99,85 1375 95,2 

59 LUF83 Streptomyces canus DSM 40017 99,93 1446 99,2 

60 LUF85 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,3 1444 99,6 

61 LUF87B Microbacterium saperdae DSM 20169 99,44 1438 99,7 

62 LUF89 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1449 99,5 

63 LUF90 Frigoribacterium faeni NBRC 103066 98,81 1434 99,3 

64 LUF91 Sphingomonas glacialis C16y 99 1411 99,6 
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65 LUF92 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1436 99,4 

66 LUF93 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 100 1460 99,5 

67 LUF95 Frigoribacterium faeni NBRC 103066 98,89 1463 99,7 

68 LUF96 Streptomyces globisporus NBRC 12867 99,65 1450 99,8 

69 LUF98 Streptomyces asenjonii KNN 35.1b 99,78 1452 99,8 

70 LUF99 Streptomyces levis NBRC 15423 99,44 1447 99,4 

71 LUF100 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,65 1425 98,8 

72 LUF101 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,79 1434 98,9 

73 LUF102 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1440 99,6 

74 LUF104 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1446 99,5 

75 LUF111 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,77 1302 90,2 

76 LUF112 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,09 1424 98,6 

77 LUF113 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,58 1429 99 

78 LUF114 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1409 96,4 

79 LUF115 Pseudomonas piscium P50 99,03 1454 99,6 

80 LUF116 Cellulomonas pakistanensis JCM 18755 98,95 1427 98,9 

81 LUF117 Cellulomonas pakistanensis JCM 18755 99,03 1456 99,6 

82 LUF118 Pseudomonas congelans DSM 14939 99,66 1458 99,5 

83 LUF120 Cellulomonas pakistanensis JCM 18755 99,03 1458 99,8 

84 LUF121 Pseudomonas caspiana FBF102 99,66 1463 99,5 

85 LUF122 Pseudomonas lutea DSM 17257 99,93 1461 99,5 

86 LUF123 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,79 1458 99,7 

87 LUF124 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1460 99,5 

88 LUF125 Williamsia limnetica L1505 100 1446 100 

89 LUF126 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1440 99,6 

90 LUF127 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1441 99,6 

91 LUF128 Curtobacterium herbarum P 420/07 99,51 1443 99,6 

92 LUF129 Kocuria rhizophila TA68 99,86 1459 99,5 

93 LUF129B Kocuria rhizophila TA68 99,86 1468 99,8 

94 LUF130 Kineococcus radiotolerans SRS30216 99,56 1376 95,4 

95 LUF131 Pseudoclavibacter terrae THG-MD12 98,5 798 55,6 

96 LUF132 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1445 99,7 

97 LUF134 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1445 99,6 

98 LUF135 Microbacterium oxydans DSM 20578 99,51 1442 99,7 
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99 LUF137 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1461 99,7 

100 LUF139 Sphingomonas faeni MA-olki 99,78 1350 95,8 

101 LUF140 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1440 99,7 

102 LUF141 Frigoribacterium faeni NBRC 103066 99,09 1431 99,1 

103 LUF143 Plantibacter flavus VKM Ac-2504 99,93 1458 99,7 

104 LUF145 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1464 99,5 

105 LUF146 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1456 99,6 

106 LUF147 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1466 99,6 

107 LUF148 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1473 99,5 

108 LUF149 Pseudomonas avellanae BPIC 631 99,86 1400 95,8 

109 LUF151 Streptomyces cirratus NRRL B-3250 99,53 448 29,6 

110 LUF154 Cellulomonas pakistanensis JCM 18755 98,96 1455 99,7 

111 LUF158 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1449 99 

112 LUF161 Pseudomonas rhizosphaerae DSM 16299 98,97 1456 99,7 

113 LUF162 Agromyces terreus DS-10 98,68 1458 99,7 

114 LUF163 Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1445 99,8 

115 LUF164 Pseudomonas congelans DSM 14939 99,93 1465 99,6 

116 LUF165A Pseudomonas atacamensis M7D1 100 1394 99,5 

117 LUF165B Pseudomonas atacamensis M7D1 100 1456 99,5 

118 LUF167 Sanguibacter keddieii DSM 10542 99,01 1436 98,3 

119 LUF169 Pseudomonas syringae KCTC 12500 99,57 1390 95,1 

120 LUF170 Pseudomonas congelans DSM 14939 99,66 1462 99,6 

121 LUF172B Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,86 1449 99,2 

122 LUF173 Pseudomonas lutea DSM 17257 99,79 1459 99,9 

123 LUF175 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,86 1411 96,4 

124 LUF176 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1461 99,5 

125 LUF178 Flavobacterium bizetiae CIP 105534 98,68 1449 99,7 

126 LUF179 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1461 99,5 

127 LUF183B Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,79 1400 95,3 

128 LUF187B Cellulomonas denverensis W6929 99,01 1456 99,6 

129 LUF184 Pseudomonas meliae CFBP 3225 99,78 1352 92,5 

130 LUF185 Pseudomonas caspiana FBF102 99,72 1465 99,5 

131 LUF188 Sanguibacter keddieii DSM 10542 99,31 1456 99,6 

132 LUF189 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,93 1403 95,3 
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133 LUF190A Microvirga aerilata 5420S-16 98,79 1425 99,6 

134 LUF190B Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 99,79 1461 99,9 

135 LUF192 Clavibacter michiganensis  LPPA 982 100 1397 96,3 

136 LUF196 Pseudomonas congelans DSM 14939 100 1463 99,5 

137 LUF198 Pseudomonas caspiana FBF102 98,83 1466 99,6 

138 LUF201 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1468 99,7 

139 LUF202 Methylorubrum extorquens IAM 12631 100 1422 99,5 

140 LUF207 Lysinibacillus pakistanensis JCM 18776 99,43 1399 94,8 

141 LUF208 Agromyces salentinus 20-5 99,71 1464 99,6 

142 LUF210 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1469 99,5 

143 LUF213 Pseudomonas baetica a390 99,72 1464 99,6 

144 LUF216 Streptomyces finlayi NRRL B-12114 98,53 272 18,8 

145 LUF221 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 97,55 1464 99,5 

146 LUF223A Cellulomonas denverensis W6929 95,98 1433 99,3 

147 LUF223B Cellulomonas denverensis W6929 99,01 1441 99,7 

148 LUF227 Sphingomonas aerolata NW12 99,35 1419 99,4 

149 LUF240 Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 100 416 28,8 

150 LUF241 Microbacterium yannicii G72 95,69 1462 99,6 

151 LUF250 Lysobacter dokdonensis DS-58 98,97 1465 99,7 

152 LUF254 Pseudomonas caspiana FBF102 99,79 1471 99,5 

153 LUF256 Priestia aryabhattai B8W22 99,93 1425 96,7 

154 LUF260 Nocardioides cavernae YIM A1136 99,51 1450 99,7 

155 LUF263 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 98,71 1405 96,3 

156 LUF266 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,79 1451 98,6 

157 LUF271 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,79 1475 98,7 

158 LUF271B Streptomyces hawaiiensis NBRC 12784 99,79 1461 99,5 

159 LUF274 Pseudomonas avellanae BPIC 631 99,78 472 30,9 

160 LUF275 Streptomyces setonii NRRL ISP-5322 97,55 327 22,6 

161 LUF277 Microvirga makkahensis SV1470 98,5 1421 99,6 

162 LUF278 Massilia neuiana PTW21 97,42 1438 98,9 

163 LUF281 Bacillus mobilis 0711P9-1 99,93 1462 99,2 

164 LUF282 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 99,79 1433 99,2 

165 LUF283 Pseudoclavibacter terrae THG-MD12 99,79 1462 99,9 

166 LUF284 Bacillus mobilis 0711P9-1 100 1484 99,5 
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167 LUF285 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,93 1461 99,9 

168 LUF286 Cellulomonas xylanilytica XIL11 99,51 1445 99,6 

169 LUF288 Ureibacillus chungkukjangi 2RL3-2 99,37 1439 97,74 

170 LUF289 Microbacterium foliorum DSM 12966 99,65 1460 99,4 

171 LUF290 Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,74 1402 96,8 

172 LUF291 Bacillus albus N35-10-2 100 1485 99,5 

173 LUF292 Bacillus cereus ATCC 14579 88,22 628 42,29 

174 LUF293 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1462 99,9 

175 LUF295 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,72 1451 99,5 

176 LUF300 Pseudoclavibacter terrae THG-MD12 99,64 1442 98,6 

177 LUF301A Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 100 1467 99,3 

178 LUF302 Pseudomonas orientalis CFML 96-170 99,66 1471 99,5 

179 LUF307 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1412 97,9 

180 LUF311 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1455 99,6 

181 LUF312 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,2 251 17,3 

182 LUF314 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1453 99,4 

183 LUF315 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1455 99,6 

184 LUF316 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,86 1484 99,5 

185 LUF322 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,58 1453 99,4 

186 LUF326 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1478 99,5 

187 LUF327 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1455 99,6 

188 LUF328 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,16 1312 91,1 

189 LUF329 Bacillus mobilis 0711P9-1 99,93 1433 97,2 

190 LUF330 Bacillus mobilis 0711P9-1 99,86 1465 99,4 

191 LUF331 Bacillus mobilis 0711P9-1 100 1459 99 

192 LUF335 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1451 99,4 

193 LUF338 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1452 99,4 

194 LUF340 Cytobacillus oceanisediminis H2 99,43 1480 99,5 

195 LUF341 Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,93 1477 99,7 

196 LUF342 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 95,99 1421 98,6 

197 LUF343 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1470 99 

198 LUF344 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1480 99,6 

199 LUF345 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,58 1452 99,4 

200 LUF346 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1457 99,5 
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201 LUF347 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1458 99,8 

202 LUF350 Mammaliicoccus sciuri DSM 20345 99,86 1479 99,7 

203 LUF351 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1456 99,7 

204 LUF352 Pseudoclavibacter helvolus DSM 20419 99,79 1456 99,7 

205 LUF353 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,79 1469 99,5 

206 LUF356 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,66 1473 99,6 

207 LUF360A Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 99,93 1454 99,8 

208 LUF360B Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 100 1454 99,6 

209 LUF362 Microbacterium foliorum DSM 12966 99,65 1454 99,7 

210 LUF365 Pseudomonas avellanae BPIC 631 99,86 1473 99,7 

211 LUF369A Streptomyces flaveolus NBRC 3715 99,93 1459 99,4 

212 LUF369B Niallia taxi M5HDSG1-1 99,66 1482 99,4 

213 LUN1 Priestia aryabhattai B8W22 100 1478 99,5 

214 LUN3 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,86 1475 99,6 

215 LUN4 Bacillus tequilensis KCTC 13622 99,9 1483 99,9 

216 LUN5 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,78 1373 93,3 

217 LUN6B Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,93 1465 99,4 

218 LUN7 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,93 1466 99,6 

219 LUN9A Brevibacterium casei NCDO 2048 99,37 1463 99,7 

220 LUN10A Brevibacterium casei NCDO 2048 99,37 1465 99,9 

221 LUN16A Paenibacillus illinoisensis NRRL NRS-1356 99,36 1470 99,5 

222 LUN16BA Dermacoccus nishinomiyaensis DSM 20448 99,79 1453 99,4 

223 LUN18 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1373 93,2 

224 LUN19A Micromonospora vinacea GUI63 99,72 1451 99,7 

225 LUN20 Priestia megaterium NBRC 15308 99,66 1484 99,4 

226 LUN22 Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,93 1453 99,6 

227 LUN23 Micrococcus luteus NCTC 2665 99,72 1446 99,5 

228 LUN27 Mycolicibacterium arabiense YIM 121001 98,4 1462 99,7 

229 LUN28 Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,63 1345 93,5 

230 LUN30 Bacillus tequilensis KCTC 13622 99,93 1477 99,6 

231 LUN34 Micromonospora zamorensis DSM 45600 99,72 1452 99,5 

232 LUN35 Priestia aryabhattai B8W22 100 1483 99,9 

233 LUN36A Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,86 1447 99,7 

234 LUN36B Niallia taxi M5HDSG1-1 99,8 1473 99,5 
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235 LUN37 Niallia taxi M5HDSG1-1 99,8 1474 99,6 

236 LUN38 Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,86 1449 99,5 

237 LUN39A Micromonospora palomenae NEAU-CX1 99,58 1445 99,4 

238 LUN39B Micromonospora palomenae NEAU-CX1 99,65 1451 99,6 

239 LUN40 Microbispora clausenae CLES2 99,6 1003 68,9 

240 LUN45 Priestia megaterium NBRC 15308 99,93 1484 99,6 

241 LUN46 Micromonospora palomenae NEAU-CX1 99,16 1456 99,7 

242 LUN47 Micromonospora palomenae NEAU-CX1 99,1 1441 100 

243 LUN48 Priestia megaterium NBRC 15308 99,86 1470 99,6 

244 LUN49 Priestia megaterium NBRC 15308 99,86 1398 94,8 

245 LUN50 Priestia megaterium NBRC 15308 99,86 1463 99,3 

246 LUN51 Priestia megaterium NBRC 15308 99,93 1425 96,7 

247 LUN52 Priestia megaterium NBRC 15308 99,86 1471 99,5 

248 LUN55A Cytobacillus solani FJAT-18043 98,7 1312 89,1 

249 LUN55B Cytobacillus solani FJAT-18043 99,46 1304 88,5 

250 LUN56 Cytobacillus solani FJAT-18043 98,79 1320 89,6 

251 LUN57 Cohnella boryungensis BR-29 99,05 1477 99,6 

252 LUN58 Micromonospora zamorensis DSM 45600 100 1455 99,6 

253 LUN62 Micromonospora saelicesensis DSM 45600 100 1452 99,7 

254 LUN64 Cohnella boryungensis BR-29 98,78 1486 99,7 

255 LUN65A Paenibacillus illinoisensis NRRL NRS-1356 99,71 1427 96,7 

256 LUN65B Paenibacillus illinoisensis NRRL NRS-1356 99,41 1424 96,6 

257 LUN69 Priestia megaterium NBRC 15308 99,86 1486 99,3 

258 LUN70 Alkalihalobacillus plakortidis P203 100 1490 99,5 

259 LUN71 Priestia aryabhattai B8W22 99,66 1492 99,7 

260 LUN74 Starkeya novella DSM 506 98,64 1409 99,5 

261 LUN75 Phyllobacterium brassicacearum STM 196 99,86 1486 99,5 

262 LUN76 Bacillus tequilensis KCTC 13622 99,93 1462 99,3 

263 LUN77 Bacillus mojavensis RO-H-1 98,48 1320 90,1 

264 LUN79B Micromonospora arida LB32 99,79 1450 99,5 

265 LUN80 Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,86 1483 99,5 

266 LUN87B Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 99,93 1456 99,5 

267 LUN88 Micromonospora noduli GUI43 100 1451 99,4 

268 LUN90 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1488 99,6 
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269 LUN91 Terribacillus saccharophilus 002-048 99,43 1407 94,7 

270 LUN92 Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,72 1450 99,5 

271 LUN93 Micromonospora saelicesensis Lupac 09 99,86 1448 99,7 

272 LUN94A Neisseria perflava U15 99,7 1470 99,6 

273 LUN95 Oceanobacillus sojae Y27 100 1473 99,3 

274 LUN97A Priestia aryabhattai B8W22 100 1483 99,3 

275 LUN97B Priestia aryabhattai B8W22 100 1482 99,5 

276 LUN98 Priestia aryabhattai B8W22 99,93 1479 99,6 

277 LUN101 Metabacillus niabensis 4T19 99,73 1473 99,5 

278 LUN6B Bacillus halotolerans ATCC 25096 99,93 1465 99,4 

279 LUN102 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,72 1425 99,6 

280 LUN103 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,8 1412 99,5 

281 LUN104 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,65 1434 100 

282 LUN105 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,5 1436 100 

283 LUN106 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,37 1406 99,5 

284 LUN107 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,57 1434 100 

285 LUN108 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,7 1431 95,7 

286 LUN109 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,72 1426 99,9 

287 LUN110 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,72 1436 100 

288 LUR1 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1417 99,5 

289 LUR2 Pararhizobium herbae CCBAU 83011 99,17 1402 99,5 

290 LUR3 Pararhizobium herbae CCBAU 83011 99,39 1420 99,5 

291 LUR4 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 99,5 

292 LUR5 Pararhizobium giardinii H152 99,71 1408 99,5 

293 LUR6 Ensifer morelensis Lc04 99,93 1422 99,5 

294 LUR8 Rhizobium favelukesii LPU83 99,57 1416 99,5 

295 LUR11 Pseudomonas atacamensis M7D1 99,86 1474 99,5 

296 LUR12 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1418 99,5 

297 LUR13 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1410 99,5 

298 LUR14 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1461 99,5 

299 LUR15 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1468 99,5 

300 LUR16 Phyllobacterium zundukense Tri-48 96,49 1465 99,5 

301 LUR17 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1468 99,5 

302 LUR18 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1463 99,3 
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303 LUR21 Pseudomonas lactis DSM 29167 100 1454 99,5 

304 LUR22 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1462 99,5 

305 LUR24 Rhizobium grahamii CCGE 502 99,5 1398 99,5 

306 LUR25 Rhizobium grahamii CCGE 502 98,8 1386 98,8 

307 LUR26 Bosea eneae 34614 99,29 1413 99,5 

308 LUR27 Rhizobium grahamii CCGE 502 99,43 1397 99,5 

309 LUR29 Pseudomonas atacamensis M7D1 100 1464 99,5 

310 LUR30 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,93 1467 99,5 

311 LUR31 Pseudomonas atacamensis M7D1 100 1454 99,5 

312 LUR32 Neorhizobium alkalisoli CCBAU 01393 99,62 1407 99,5 

313 LUR33 Rhizobium sullae IS123 99,71 1404 99,5 

314 LUR34 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1455 99,2 

315 LUR35 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1406 99,5 

316 LUR36 Phyllobacterium brassicacearum STM 196 100 1403 99,5 

317 LUR37 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,93 1475 99,7 

318 LUR39 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1454 99,5 

319 LUR40 Neorhizobium alkalisoli CCBAU 01393 99,77 1407 99,5 

320 LUR42 Pseudomonas atacamensis M7D1 100 1454 99,5 

321 LUR44 Rhizobium sullae IS123 100 1397 99,5 

322 LUR45 Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7 100 1383 98,3 

323 LUR47 Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7 100 1408 99,5 

324 LUR50 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 99,5 

325 LUR51 Heyndrickxia sporothermodurans M215 99,18 1477 99,6 

326 LUR53 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 100 1475 99,6 

327 LUR54 Starkeya novella DSM 506 98,64 1422 99,5 

328 LUR55 Heyndrickxia sporothermodurans M215 99,17 1469 99,1 

329 LUR56 Starkeya novella DSM 506 98,64 1419 99,3 

330 LUR57 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1410 99,5 

331 LUR58 Bradyrhizobium canariense BTA-1 99,72 1426 99,5 

332 LUR59 Heyndrickxia sporothermodurans M215 98,95 1423 96,5 

333 LUR60 Pseudomonas atacamensis M7D1 99,93 1474 99,5 

334 LUR61 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1423 99,5 

335 LUR63 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1409 99,5 

336 LUR64 Lysinibacillus pakistanensis JCM 18776 99,52 1465 99,5 



Anexo II | Página 283 

337 LUR65 Inquilinus limosus DSM 16000 93,57 1356 96 

338 LUR66 Lysinibacillus capsici PB300 98,24 1418 96,1 

339 LUR67 Phyllobacterium brassicacearum STM 196 100 1351 96 

340 LUR68 Starkeya novella DSM 506 98,64 1422 99,5 

341 LUR70 Phyllobacterium brassicacearum STM 196 99,86 1491 99,5 

342 LUR71 Phyllobacterium brassicacearum STM 196 99,86 1498 99,5 

343 LUR77 Starkeya novella DSM 506 98,64 1408 99,5 

344 LUR78 Starkeya novella DSM 506 98,64 1417 99,5 

345 LUR85 Phyllobacterium zundukense Tri-48 98,29 1388 96,4 

346 LUR86 Phyllobacterium endophyticum PEPV15 100 1424 99,6 

347 LUR87 Pantoea agglomerans DSM 3493 99,79 1464 99,4 

348 LUR88 Pantoea agglomerans DSM 3493 99,5 1466 99,5 

349 LUR89 Pseudomonas marginalis ATCC 10844 99,85 1454 99,5 

350 LUR90 Pseudomonas cedrina  CFML 96-198 99,79 1454 99,5 

351 LUR91 Pseudomonas lactis DSM 29167 100 1455 99,5 

352 LUR92 Pseudomonas grimontii CFML 97-514 98,89 1467 99,2 

353 LUR93 Phyllobacterium bourgognense STM 201 99,78 1343 95,3 

354 LUR94 Phyllobacterium endophyticum PEPV15 97,85 1314 92,5 

355 LUR95 Pseudomonas cedrina  CFML 96-198 99,79 1454 99,5 

356 LUR96 Phyllobacterium bourgognense STM 201 99,93 1408 99,5 

357 LUR97 Phyllobacterium bourgognense STM 201 99,78 1353 96 

358 LUR98 Phyllobacterium zundukense Tri-48 98,29 1451 99,1 

359 LUR99 Phyllobacterium bourgognense STM 201 99,64 1493 99,5 

360 LUR100 Phyllobacterium bourgognense STM 201 99,93 1410 99,5 

361 LUR102 Pseudomonas atacamensis M7D1 99,93 1474 99,5 

362 LUR103 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1459 99,5 

363 LUR105 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1436 99,6 

364 LUR106 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 98,34 1420 99,5 

365 LUR107 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1457 99,5 

366 LUR108 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1458 99,5 

367 LUR109 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,65 1452 99,2 

368 LUR110 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1463 99,5 

369 LUR111 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1459 99,5 

370 LUR112 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1465 99,5 
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371 LUR113 Roseomonas pecuniae N75 99,35 1414 99,5 

372 LUR114 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1410 99,5 

373 LUR115 Heyndrickxia sporothermodurans M215 99,17 1443 97,8 

374 LUR116 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1456 99,5 

375 LUR117 Pseudomonas baetica a390 99,79 1466 99,5 

376 LUR118 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1471 99,3 

377 LUR119 Heyndrickxia sporothermodurans M215 99,18 1457 98,8 

378 LUR120 Bacillus paranthracis Mn5 99,93 1474 99,5 

379 LUR121 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408 99,31 1460 99,9 

380 LUR122 Streptomyces angustmyceticus NRRL B-2347 99,93 1453 99,6 

381 LUR123 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408 99,31 1453 99,6 

382 LUR124 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1416 99,5 

383 LUR125 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1424 99,5 

384 LUR126 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1424 99,5 

385 LUR127 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,86 1424 99,5 

386 LUR128 Pseudomonas baetica a390 99,79 1463 99,5 

387 LUR129 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1425 99,6 

388 LUR130 Pantoea agglomerans DSM 3493 99,86 1415 96,8 

389 LUR131 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1426 99,6 

390 LUR132 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1399 99,4 

391 LUR133 Pantoea agglomerans DSM 3493 99,79 1449 99,1 

392 LUR134 Pseudomonas atacamensis M7D1 99,93 1465 99,5 

393 LUR135 Pantoea agglomerans DSM 3493 99,79 1478 99,5 

394 LUR136 Pseudomonas baetica a390 99,72 1466 99,5 

395 LUR137 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1398 99,3 

396 LUR143 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1420 99,4 

397 LUR144 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,06 1414 99,5 

398 LUR145 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1413 99,6 

399 LUR147 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,86 1405 99,5 

400 LUR148 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1413 99,7 

401 LUR149 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,57 1410 99,6 

402 LUR150 Pseudomonas helmanticensis OHA11 99,93 1456 99,5 

403 LUR152 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1408 99,5 

404 LUR153 Streptomyces noursei ATCC 11455 99,1 1450 99,5 
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405 LUR154 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1408 99,8 

406 LUR155 Agrobacterium radiobacter ATCC 19359 100 1408 99,6 

407 LUR156 Pseudomonas baetica a390 99,79 1453 99,5 

408 LUR157 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 100 1453 99,6 

409 LUR158 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 100 1443 99,7 

410 LUR159 Bosea caraganae RCAM04680 99,35 1411 99,7 

411 LUR160 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1456 99,5 

412 LUR161 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,86 1460 99,1 

413 LUR162 Pseudomonas baetica a390 99,79 1460 99,5 

414 LUR163 Pseudomonas baetica a390 99,79 1453 99,5 

415 LUR165 Heyndrickxia sporothermodurans M215 99,18 1471 99,4 

416 LUR167 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 100 1401 97,2 

417 LUR169 Bosea eneae 34614 99,14 1418 99,4 

418 LUR170 Streptomyces noursei ATCC 11455 99,31 1470 99,9 

419 LUR171 Pseudomonas orientalis CFML 96-170 99,59 1463 99,7 

420 LUR172 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 99,93 1450 99,4 

421 LUR173 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 100 1436 99,4 

422 LUR174 Bosea caraganae RCAM04680 99,49 1407 99,6 

423 LUR175A Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042 100 1445 99,6 

424 LUR175B Pseudomonas ficuserectae JCM 2400 99,72 1476 99,5 

425 CRA1 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1467 99,5 

426 CRA2 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1468 99,6 

427 CRA3 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1476 99,7 

428 CRA4 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1417 99,4 

429 CRA5 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1465 99,8 

430 CRA8 Pseudomonas brassicacearum ATCC 49054 99,79 1467 99,5 

431 CRA11 Enterobacter ludwigii EN-119 99,07 1417 96,1 

432 CRA12 Mitsuaria noduli HZ7 99,79 1458 99,4 

433 CRA13 Enterobacter ludwigii EN-119 99,57 1388 94,9 

434 CRA14 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1464 99,5 

435 CRA15 Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1470 99,5 

436 CRA16A Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1465 99,5 

437 CRA16B Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1467 99,6 
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438 CRA17 Enterobacter ludwigii EN-119 98,9 1476 99,6 

439 CRA20 Pseudomonas moorei RW10 97,76 1443 99 

440 CRA23 Rhizobacter dauci H6 100 1450 99,1 

441 CRA24B Rhizobacter dauci H6 100 1457 99,5 

442 CRA25A Rhizobacter dauci H6 100 1454 99,4 

443 CRA25BA Bosea vestrisii 34635 99,79 1416 99,9 

444 CRA26A Rhizobium leguminosarum USDA 2370 99,78 1403 99,4 

445 CRA26B Streptomyces hiroshimensis NBRC 3839 97,18 1437 99,5 

446 CRA27A Starkeya novella DSM 506 98,71 1408 99,3 

447 CRA27B Polaromonas ginsengisoli Gsoil 115 100 1460 100 

448 CRA31 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1407 99,5 

449 CRA32 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1421 99,4 

450 CRA33 Agrobacterium nepotum 39/7 100 1422 99,5 

451 CRA34 Lysobacter soli DCY21 98,83 1466 99,4 

452 CRA35 Acidovorax radicis N35 98,96 1465 99,5 

453 CRA37 Enterobacter ludwigii EN-119 99,65 1445 98,8 

454 CRA38 Agrobacterium nepotum 39/7 99,93 1422 99,5 

455 CRA39 Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1463 99,5 

456 CRA40 Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1465 99,5 

457 CRA41 Xanthomonas translucens DSM 18974 99,93 1468 99,5 

458 CRA42A Pseudoxanthomonas sacheonensis BD-c54 99,59 1474 99,5 

459 CRA43 Rhizobacter dauci H6 100 1453 99,4 

460 CRA44A Acidovorax radicis N35 98,96 1452 99,5 

461 CRA44BA Acidovorax radicis N35 98,96 1450 99,4 

462 CRA45 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1471 99,9 

463 CRA46 Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1468 99,5 

464 CRA47 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1481 99,5 

465 CRA48 Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1463 99,5 

466 CRA49 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 95,7 1402 99,2 

467 CRA50A Xanthomonas translucens DSM 18974 99,93 1468 99,5 

468 CRA50BA Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1468 99,5 

469 CRA51 Pseudomonas brassicacearum  ATCC 49054 99,79 1472 99,4 

470 CRA52 Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28 99,66 1476 99,7 

471 CRA53 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1465 99,5 
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472 CRA54A Variovorax paradoxus NBRC 15149 99,86 1463 99,5 

473 CRA54BA Chitinophaga ginsengisegetis Gsoil 040 98,66 1439 98,6 

474 CRA54BB Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1485 99,8 

475 CRA55A Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1474 100 

476 CRA56A Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,79 1473 99,5 

477 CRA56B Caulobacter soli Ji-3-8 99,26 1417 99,5 

478 CRA57A Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1472 99,8 

479 CRA57B Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,79 1480 99,5 

480 CRA58A Pseudoxanthomonas indica P15 99,59 1465 99,6 

481 CRA58B Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1473 99,5 

482 CRA60A Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1465 99,5 

483 CRA60B Chitinophaga ginsengisegetis Gsoil 040 99,03 1462 99,5 

484 CRA62A Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1473 99,5 

485 CRA62B Enterobacter ludwigii EN-119 99,38 1476 99,6 

486 CRA63 Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,66 1464 99,5 

487 CRA64A Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,79 1467 99,5 

488 CRA68 Enterobacter ludwigii EN-119 99,72 1472 99,5 

489 CRA69 Pseudomonas lini CFBP 5737 99,93 1464 99,5 

490 CRA71 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1477 99,9 

491 CRA72 Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,8 1473 99,9 

492 CRA73 Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,73 1465 99,9 

493 CRA76 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1467 99,5 

494 CRA77 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1481 99,8 

495 CRA79 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1426 99,8 

496 CRA80 Sphingopyxis chilensis S37 99,29 1411 99,4 

497 CRA82 Ensifer morelensis Lc04 99,93 1405 99,8 

498 CRA83 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 99,6 

499 CRA84 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,79 1464 99,5 

500 CRA85 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1420 99,5 

501 CRA86 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1423 99,6 

502 CRA87 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1475 99,5 

503 CRA88 Pseudomonas brassicacearum  ATCC 49054 99,86 1466 99,9 

504 CRA89 Pseudoxanthomonas indica P15 99,66 1471 99,9 
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505 CRA90 Rhizobacter dauci H6 100 1448 99,1 

506 CRA91 Pararhizobium herbae CCBAU 83011 99,7 1419 99,4 

507 CRA92 Rhizobium azooxidifex Po 20/26 100 1422 99,5 

508 CRA93 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1480 99,6 

509 CRA94 
Rhizobium mongolense subsp. 
loessense 

CGMCC 1.3401 99,86 1413 100 

510 CRA96 Pseudomonas brassicacearum  ATCC 49054 99,78 1392 95,4 

511 CRA98 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1423 99,6 

512 CRA99 Rhizobacter dauci H6 99,93 1454 99,5 

513 CRA100 Mitsuaria noduli HZ7 99,79 1457 99,9 

514 CRA100B Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 99,5 

515 CRA101 Rhizobacter dauci H6 100 1453 99,4 

516 CRA102 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1427 99,7 

517 CRA103 Rhizobacter dauci H6 100 1454 99,5 

518 CRA104 Xanthomonas translucens DSM 18974 99,79 1467 99,5 

519 CRA105 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1471 99,5 

520 CRA106 Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1475 99,5 

521 CRA107B 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,66 1473 99,5 

522 CRA110 Inquilinus ginsengisoli Gsoil 080 99,49 1419 99,5 

523 CRA112 Xanthomonas translucens DSM 18974 99,78 1336 91,1 

524 CRA113 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1481 99,8 

525 CRA114 Pseudomonas brassicacearum ATCC 49054 99,86 1474 99,5 

526 CRA118 Enterobacter ludwigii EN-119 99,73 1469 99,5 

527 CRA119 Pseudomonas piscium P50 99,68 1478 99,9 

528 CRA120 Pseudomonas brassicacearum ATCC 49054 99,86 1472 99,5 

529 CRA121 Enterobacter ludwigii EN-119 99,66 1475 99,4 

530 CRA122 Xanthomonas translucens DSM 18974 99,93 1481 99,5 

531 CRA123 Xanthomonas translucens DSM 18974 99,93 1475 99,5 

532 CRA124 Rhizobium mongolense USDA 1844 99,93 1420 99,9 

533 CRA125 Neorhizobium tomejilense T17_20 99,5 1416 99,3 

534 CRA126 Neorhizobium tomejilense T17_20 100 1411 99,5 

535 CRA127B Methylobacterium marchantiae JT1 99,86 1418 99,4 

536 CRA128 Pseudoxanthomonas sacheonensis BD-c54 99,38 1469 99,5 



Anexo II | Página 289 

537 CRA129A Acidovorax radicis N35 98,27 1463 99,3 

538 CRA129B 
Pseudoxanthomonas 
arseniciresistens 

KAs 5-3 99,73 1481 99,6 

539 CRA130AA Methylobacterium marchantiae JT1 99,86 1419 99,5 

540 CRA130AB Pseudoxanthomonas mexicana AMX 26B 99,12 1039 70,1 

541 CRA131 Cupriavidus necator N-1 99,45 1470 99,6 

542 CRA132 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1421 99,4 

543 CRA133AA Cupriavidus necator N-1 99,45 1461 99,5 

544 CRA133BA Xanthomonas maliensis M97 99,5 1478 99,4 

545 CRA134A Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1421 100 

546 CRA134B Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1423 100 

547 CRA135 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1421 100 

548 CRA138 Pseudomonas lini CFBP 5737 100 1459 99,5 

549 CRA139 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,72 1460 99,5 

550 CRA140 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1423 100 

551 CRA141 
Pseudomonas brassicacearum 
subsp. neoaurantiaca 

ATCC 49054 99,86 1466 99,6 

552 CRA143 Methylobacterium marchantiae JT1 99,78 1425 99,7 

553 CRA144 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1419 99,5 

554 CRA145A Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 100 

555 CRA145B Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1422 100 

556 CRA146AB Stenotrophomonas nitritireducens DSM 12575 99,79 1477 99,4 

557 CRA149 Pseudoxanthomonas indica P15 99,52 1484 99,7 

558 CRA150 Bosea psychrotolerans 1131 99,41 1421 99,4 

559 CRA154 Caulobacter segnis ATCC 21756 99,07 1419 99,4 

560 CRA155A Chitinophaga ginsengisegetis Gsoil 040 99,03 1463 99,4 

561 CRA155B Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,86 1473 99,4 

562 CRA156 Agrobacterium nepotum 39/7 100 1421 99,4 

563 CRA157 Sphingomonas asaccharolytica NBRC 15499 98,22 1423 99,4 

564 CRA158BB Bosea psychrotolerans 1131 99,41 1424 99,5 

565 CRA160 Sphingopyxis chilensis S37 99,29 1421 99,3 

566 CRA162 
Rhizobium mongolense subsp. 
loessense 

CGMCC 1.3401 99,86 1416 99,5 

567 CRA163 Phyllobacterium endophyticum PEPV15 100 1423 99,4 

568 CRA164 Bosea caraganae RCAM04680 99,49 1423 99,6 

569 CRA165 Mesorhizobium cantuariense ICMP 19515 99,63 1420 99,5 
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570 CRA190 Pseudomonas brassicacearum  ATCC 49054 99,86 1474 99,5 

571 CRAM1 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1410 99,5 

572 CRAM2 Variovorax paradoxus NBRC 15149 99,45 1458 99,5 

573 CRAM3 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1416 99,5 

574 CRAM4 Caulobacter henricii ATCC 15253 99,36 1410 99,9 

575 CRAM5 Chryseobacterium aahli T68 97,52 1449 99,7 

576 CRAM6 Chryseobacterium aahli T68 97,52 1441 99,6 

577 CRAM7 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1411 99,4 

578 CRAM8 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1416 99,4 

579 CRAM10 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 100 1409 99,5 

580 RO1 Bacillus mobilis 0711P9-1 100 1486 99,3 

581 RO2 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,86 1475 99,6 

582 RO3 Bacillus albus N35-10-2 100 1490 99,6 

583 RO4 Bacillus mobilis 0711P9-1 100 1470 99,1 

584 RO5 Stenotrophomonas indicatrix WS40 99,86 1482 99,7 

585 RO6 Paenarthrobacter aurescens NBRC 12136 97,21 1442 99,3 

586 RO7 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1473 99,5 

587 RO8 Bacillus albus N35-10-2 100 1488 99,5 

588 RO9 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 99,93 1473 99,7 

589 RO10 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 100 1459 99,8 

590 RO11 Bacillus mobilis 0711P9-1 99,93 1489 99,7 

591 RO12 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,86 1474 99,7 

592 RO13 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 100 1448 99,9 

593 RO14 Bacillus albus N35-10-2 100 1486 99,3 

594 RO15 Paenibacillus peoriae DSM 8320 99,66 1493 99,3 

595 RO17 Priestia megaterium NBRC 15308 99,93 1486 99,3 

596 RO18 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1481 99,3 

597 RO19 Pseudarthrobacter oxydans DSM 20119 99,24 1451 99,5 

598 RO20 Bacillus mobilis 0711P9-1 99,93 1489 99,5 

599 RO21 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 100 1460 100 

600 RO22 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 100 1453 99,5 

601 RO23 Pseudomonas brassicacearum ATCC 49054 99,86 1474 99,5 

602 RO25 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,66 1485 99,6 

603 RO24A Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 99,28 1392 96,6 
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604 RO24B Paenibacillus lautus NBRC 15380 99,39 1494 99,6 

605 RO26A Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1485 99,6 

606 RO26B Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1483 99,6 

607 RO26C Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1484 99,7 

608 RO27A Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,73 1484 99,5 

609 RO27B Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,79 1482 99,4 

610 RO28A Achromobacter marplatensis B2 99,85 1469 99,6 

611 RO28B Achromobacter marplatensis B2 99,85 1428 99,5 

612 RO30 Bacillus albus N35-10-2 99,93 1466 99,4 

613 RO31 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,59 1475 99,7 

614 RO32 Agrobacterium radiobacter ATCC 19358 98,36 1422 99,6 

615 RO33 Ensifer morelensis Lc04 99,63 1346 95,5 

616 RO34 Achromobacter marplatensis B2 99,49 1449 94,8 

617 RO35 Pseudomonas thivervalensis DSM 13194 99,86 1474 100 

618 RO36 Pseudomonas piscium P50 99,76 1452 98,8 

619 RO37 Achromobacter marplatensis B2 99,35 1447 94,8 

620 RO38 Pseudomonas juntendi BML3 99,32 1457 100 

621 RO39 Paenibacillus profundus SI 79 99,31 1470 99,9 

622 RO40 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 99,86 1467 99,5 

623 RO41 Pseudomonas marginalis ATCC 10844 94,76 1440 92,7 

624 RO42 Ensifer morelensis Lc04 99,86 1416 100 

625 RO43 Paenarthrobacter nitroguajacolicus G2-1 100 1452 99,9 

626 RO44 Stenotrophomonas lactitubi M15 99,73 1467 100 

627 RO45 Rhodococcus erythropolis NBRC 15567 100 1445 99,3 

628 RO46 Streptomyces drozdowiczii NBRC 101007 99,38 1459 99,9 

629 RO47 Rhodococcus qingshengii JCM 15477 100 1453 100 

630 RO48 Paenarthrobacter nitroguajacolicus G2-1 98,8 1443 99,3 

631 RO49 Streptomyces anulatus NRRL B-2000 99,86 1457 99,7 

632 RO51 Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 98,49 1481 100 

633 SO3 Pseudomonas lini CFBP 5737 99,66 1479 99,7 

634 SO4 Bacillus nakamurai NRRL B-41091 99,93 1468 99 

635 SO5 Arthrobacter pascens DSM 20545 99,38 1451 99,9 

636 SO6 Agromyces albus VKM Ac-1800 99,31 1461 99,9 

637 SO8 Pseudomonas lini CFBP 5737 99,93 1455 99,6 
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638 SO9 Flavobacterium piscis CCUG 60099 99,02 1448 99,5 

639 SO10 Mesorhizobium tamadayense DSM 28320 99,93 1422 99,7 

640 SO12 Pseudoxanthomonas sacheonensis BD-c54 99,57 1410 95,9 

641 SO14 Streptomyces staurosporininus BK179 99,44 1467 99,9 

642 SO17 Janthinobacterium lividum FT58W 99,58 1426 99,9 

643 SO18 Streptomyces lunaelactis MM109 99,15 1460 99,9 

644 SO19 Pseudomonas avellanae BPIC 63 95,45 1485 99,7 

645 SO22 Aeromonas hydrophila  ATCC 7966 98,34 1382 94,12 

646 SO23 Pseudomonas silesiensis A3 98,27 1447 98,8 

647 SO26 Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3_16 99,66 1445 99,7 

648 SO27 Terrabacter tumescens DSM 20308 99,51 1450 99,4 

649 SO29 Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3_16 99,79 1471 99,6 

650 SO30 Pararhizobium giardinii H152 98,93 1422 99,5 

651 SO32 Pseudarthrobacter oxydans DSM 20119 99,23 1446 99,3 

652 SO33 Pseudomonas laurylsulfatiphila AP3_16 99,79 1462 99,5 

653 SO34 Pseudomonas lini CFBP 5737 98,94 1418 97,1 

654 SO37 Streptomyces lasiicapitis 3H-HV17(2) 97,76 1476 99,7 

655 SO44 Arthrobacter pascens DSM 20545 98,96 1459 99,6 

656 SO45 Variovorax ureilyticus UCM-2 99,52 1453 99,6 

657 SO48 Kocuria indica NIO-1021 100 1029 69,8 

658 SO47A Pseudomonas oryzihabitans NBRC 102199 99,66 1468 99,5 

659 SO47B Sphingomonas aerolata NW12 99,71 1424 99,6 

660 SO47C Streptomyces staurosporininus BK179 99,3 1462 99,9 

661 SOC13 Streptomyces ureilyticus YC419 99,56 1372 93,5 

662 SOC14 Streptomyces violaceus NRRL B-2867 99,76 1399 96,1 

663 SOC16 Streptomyces aureus NBRC 100912 99,72 1453 99,4 

664 SOC17 Micromonospora halotolerans CR18 99,76 1443 99,4 

665 SOC37 Microlunatus parietis 12-Be-011 99,63 1449 99,7 

666 SOC71 Streptomyces albicerus TRM68295 99,16 1450 99,3 

667 SOC73 Streptomyces turgidiscabies ATCC 700248 99,03 1456 99,4 

668 SOC75 Streptomyces albicerus TRM68295 97,77 1454 99,3 

669 SOC82A Streptomyces turgidiscabies ATCC 700248 99,03 1454 99,4 

670 SOC82B Streptomyces turgidiscabies ATCC 700248 99,03 1455 99,4 

671 SOC83A Streptomyces seymenliensis  B1041 98,47 1448 99,4 
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672 SOC83B Priestia megaterium NBRC 15308 99,93 1485 99,5 

673 SOC84 Streptomyces xanthophaeus NRRL B-5414 99,86 1451 99,4 

674 SOC91 Kribbella italica BC637 99,51 1447 99,9 

675 SOC95 Streptomyces albospinus NBRC 13846 99,51 1451 99,4 

676 SOC14B Streptomyces violaceus NRRL B-2867 99,93 1399 96,1 

677 SOC72A Streptomyces seymenliensis B1041 98,89 1455 99,5 

678 SOC72B Streptomyces seymenliensis B1041 98,89 1454 99,4 

679 SOHO25 Streptomyces lasiicapitis 3H-HV17(2) 99,79 1451 99,4 

680 SOHO28 Streptomyces cinnabarinus NRRL B-12382 98,41 1460 99,9 

681 SOHO38 Rhodococcus qingshengii JCM 15477 100 1449 99,4 

682 SOHO49 Streptomyces ureilyticus YC419 99,49 1452 99,3 

683 SOHO50 Micromonospora chaiyaphumensis DSM 45246 99,72 1438 99,4 

684 SOHO18B Janthinobacterium lividum DSM 1522 99,86 1453 99,4 

685 SOHO30B Micromonospora orduensis S2509 99,65 1435 99,4 

686 SOHO5A Streptomyces lasiicapitis 3H-HV17(2) 99,79 1452 99,4 

687 SOHO5B Streptomyces lasiicapitis 3H-HV17(2) 99,79 1454 99,4 

688 SRA1 Herbaspirillum aquaticum IEH 4430 100 1448 99,5 

689 SRA2 Tardiphaga robiniae LMG 26467 99,93 1376 96,2 

690 SRA3 Chitinophaga silvisoli K20C18050901 98,68 1458 99,4 

691 SRA4 Paraburkholderia graminis C4D1M 99,72 1464 99,5 

692 SRA7 Allorhizobium taibaishanense ATCC 14971 100 1410 99,6 

693 SRA12 Caulobacter segnis ATCC 21756 99,07 1411 99,4 

694 SRA15 Paraburkholderia terricola LMG 20594 99,93 1455 99,4 

695 SRA17 Streptomyces netropsis NBRC 3723 99,93 1455 100 

696 SRA18 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1471 99,4 

697 SRA20 Streptomyces netropsis NBRC 3723 99,93 1450 99,4 

698 SRA22 Caulobacter soli Ji-3-8 99,19 1414 99,9 

699 SRA24 Rhizobium leguminosarum USDA 2370 99,79 1409 100 

700 SRA26 Paraburkholderia graminis C4D1M 99,72 1469 99,5 

701 SRA27 Luteibacter jiangsuensis JW-64-1 99,73 1482 99,5 

702 SRA29 Paraburkholderia terricola LMG 20594 99,93 1467 99,7 

703 SRA31 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1470 99,5 

704 SRA32 Paraburkholderia terricola LMG 20594 99,93 1451 99,5 

705 SRA42 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,86 1473 99,5 
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706 SRA51 Rhizobium rhizogenes NBRC 13257 99,79 1416 99,5 

707 SRA56A Paraburkholderia terricola LMG 20594 99,93 1450 99,5 

708 SRA64 Mitsuaria noduli HZ7 99,79 1465 99,4 

709 SRA74 Streptomyces netropsis NBRC 3723 99,93 1451 99,8 

710 SRA740 Streptomyces netropsis NBRC 3723 99,93 1451 99,7 

711 SRA200 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1472 99,4 

712 SRA201 Streptomyces tunisialbus S2 99,93 1463 99,7 

713 SRA203 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1470 99,5 

714 SRA204 Luteibacter rhizovicinus LJ96 98,97 1469 99,6 

715 SRAM1 Paraburkholderia graminis C4D1M 99,2 1467 99,3 

716 SRAM2 Paraburkholderia graminis C4D1M 99,72 1471 99,6 

717 SRAM3 Streptomyces canus DSM 40017 100 1467 100 

718 SRAM6 Streptomyces kronopolitis NEAU-ML8 99,24 1453 99,4 

719 SRAM7 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,93 1475 99,6 

720 SRI1 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,93 1469 99,3 

721 SRI2 Rhizobium rhizogenes NBRC 13257 99,79 1419 99,6 

722 SRI3 Pseudomonas bijieensis L22-9 99,93 1472 99,4 
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Tabla S 9. Listado de los géneros bacterianos aislados en este trabajo.  

Género Número de cepas 

Pseudomonas 120 

Streptomyces 69 

Agrobacterium 36 

Bacillus 31 

Pseudoclavibacter 31 

Enterobacter 24 

Microbacterium 24 

Pseudoxanthomonas 23 

Stenotrophomonas 22 

Micromonospora 19 

Peribacillus 17 

Priestia 17 

Curtobacterium 16 

Phyllobacterium 16 

Rhizobium 14 

Tardiphaga 13 

Luteibacter 12 

Inquilinus 10 

Bradyrhizobium 10 

Bosea 8 

Cellulomonas 8 

Paraburkholderia 8 

Rhizobacter 8 

Rhodococcus 8 

Paenibacillus 7 

Starkeya 7 

Xanthomonas 7 

Heyndrickxia 6 

Sphingomonas 6 

Caulobacter 5 

Pantoea 5 

Pararhizobium 5 
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Achromobacter 4 

Acidovorax 4 

Chitinophaga 4 

Cytobacillus 4 

Ensifer 4 

Mammaliicoccus 4 

Mesorhizobium 4 

Neorhizobium 4 

Agromyces 3 

Frigoribacterium 3 

Kocuria 3 

Lysinibacillus 3 

Methylobacterium 3 

Mitsuaria 3 

Niallia 3 

Paenarthrobacter 3 

Variovorax 3 

Arthrobacter 2 

Brevibacterium 2 

Chryseobacterium 2 

Cohnella 2 

Cupriavidus 2 

Flavobacterium 2 

Janthinobacterium 2 

Lysobacter 2 

Microvirga 2 

Plantibacter 2 

Pseudarthrobacter 2 

Sanguibacter 2 

Sphingopyxis 2 

Aeromonas 1 

Alkalihalobacillus 1 

Allorhizobium 1 

Clavibacter 1 
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Corynebacterium 1 

Dermacoccus 1 

Herbaspirillum 1 

Kineococcus 1 

Kribbella 1 

Massilia 1 

Metabacillus 1 

Methylorubrum 1 

Microbispora 1 

Micrococcus 1 

Microlunatus 1 

Mycolicibacterium 1 

Neisseria 1 

Nocardioides 1 

Oceanobacillus 1 

Polaromonas 1 

Roseomonas 1 

Terrabacter 1 

Terribacillus 1 

Ureibacillus 1 

Williamsia 1 
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ANEXO III 
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La tabla de recuento de genes para cada uno de los genomas analizados puede verse 

en el siguiente enlace: https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-

S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing 

 

 

Tabla S 10. Abundancia relativa de las SynComs detectadas mediante el perfilado del gen ARNr 16S en 
las muestras de rizosfera y raíces en el experimento de ensamblaje del microbioma asociado a la raíz 
(sistema gnotobiótico, condiciones controladas y soporte estéril).  

 Rizosfera Raíces 

Cepas SynCom_4 SynCom_5 SynCom_6 SynCom_7 SynCom_4 SynCom_5 SynCom_6 SynCom_7 

CAR08 0,00 0,04 0,10 0,22 0,04 0,03 2,36 3,91 

Lupac 08 0,00 0,01 0,26 0,35 0,00 0,00 0,55 0,61 

SRA22 6,06 8,41 9,17 8,55 3,14 7,67 7,75 8,11 

CRA141 76,04 61,21 62,64 65,33 91,05 73,75 74,37 69,15 

CRA71 2,55 3,77 4,77 4,29 0,27 1,16 1,87 2,30 

SRA24 0,64 0,92 0,74 0,59 2,55 7,01 3,32 4,76 

CRA80 7,82 16,13 12,71 13,39 0,89 4,67 3,38 3,07 

CRA73 2,80 3,41 3,32 2,70 0,81 2,27 1,90 3,41 

SOC91 0,66 0,80 0,93 0,50 0,64 0,47 1,29 1,04 

SOC84 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 

SO45 3,43 5,26 5,33 4,04 0,98 2,70 3,13 3,64 

SOC14B 0,01 0,01 0,00 0,02 0,04 0,00 0,07 0,00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1AEsGu_2d-S3D35K9EyyMCYBuiyDp1Cw9?usp=sharing
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ANEXO IV 
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I. SOLUCIONES TAMPÓN  

 

Tampón fosfato (PBS)  

Reactivo Concentración (g/l) 

NaCl 8 

KCl 0,20 

Na2HPO4 1,44 

KH2PO4 0,24 

Disolver las sales en 800 ml de agua destilada estéril, ajustar el pH a 7,4 y añadir agua 

hasta completar 1 l. 

 

Tampón TBE (Tris-Borato-EDTA) 

Reactivo Concentración (mM) 

Tris-base  100 

H3BO3 83 

EDTA 1 

 

Tampón TAE (Tris-Acetato-EDTA) 

Reactivo Concentración (mM) 

Tris-acetato 40 

EDTA 1 
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Tampón MES  

Para preparar el MES a 0,5 M, se disuelven 97,62 g de MES (ácido 2-(N-morfolino) 

etanosulfónico) en agua destilada. Ajustar el pH a 6 con NaOH 10N. Añadir agua 

destilada hasta completar un volumen de 1 l.  

 

II. MEDIOS DE CULTIVO 

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave húmedo 121ºC y 1 atm, 

durante 20 minutos.  

Reasoner’s R2 agar (R2A) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Extracto de levadura 0,5 

Peptona 0,5 

Cas-aminoácidos 0,5 

Glucosa 0,5 

Almidón 0,5 

Piruvato de sodio 0,3 

K2HPO4 0,3 

MgSO4 · 7H2O 0,05 

Agar 15 
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Yeast extract mannitol agar (YMA) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Manitol 10 

Extracto de levadura 0,3 

NaCl 0,05 

K2HPO4 0,2 

MgSO4 · 7H2O 0,2 

Agar 18 

 

International Streptomyces Project 2 (ISP2) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Extracto de levadura 4 

Extracto de malta 10 

Glucosa 4 

Agar 18 
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Peptone yeast extract agar (PYE) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Extracto de levadura 3 

Peptona de caseína 3 

Agar 15 

 

Starch casein agar (SCA) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Caseina 0,3 

Almidón 10 

NaCl 2 

KNO3 2 

K2HPO4 10 ml* 

MgSO4 · 7H2O 0,05 

FeSO4 · 7H2O 0,01 

CaCO3 0,02 

Agar 15 

*Preparar una solución stock de K2HPO4 al 20% (p/v).  
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Agar nutritivo (NA) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Peptona 5 

Extracto de carne 3 

Agar 15 

 

Trypticase Soy Broth (TSB) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Digerido pancreático de caseína 17 

Digerido papínico de soja 3 

NaCl 5 

K2HPO4 2,5 

Glucosa 2,5 

En este caso, se utiliza el medio BBL™ Trypticase™ Soy Broth (BD® Becton, 

Dickinson and Company). En caso necesario suplementar con 15 g/l de agar.  

 

Tryptone Yeast extract (TY) 

Reactivo Concentración (g/l) 

Triptona 5 

Extracto de levadura 3 

CaCl2 0,5 

En caso necesario suplementar con 15 g/l de agar. 
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Murashige y Skoog (MS) 

Reactivo Concentración (mg/l) 

NH4NO3 1650 

CaCl2 · H2O 440 

MgSO4 · 7H20 370 

K2HPO4 170 

KNO3 1900 

H3BO3 6,54 

CoCl2 · 6H2O 0,025 

FeSO4 · 7H2O 27,8 

MnSO4 ·4H2O 22,3 

KI 0,83 

Na2MoO4 · 2H2O 0,25 

ZnSO4 · 7H2O 8,6 

CuSO4 · 5H2O 0,025 

Na Fe-EDTA 5 ml/l* 

Vitaminas 1 ml* 

*Preparar una solución de: 5,57 g/l FeSO4·7H2O y 7,45 g/l Na2EDTA.  
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Vitaminas 

Reactivo Concentración (mg/l) 

Mioinositol 100 

Ácido nicotínico 0,5 

Piridoxina-HCl 0,5 

Tiamina-HCl 0,1 

Glicina 2 

Hidrolizado de lactoalbúmina 1000 

Ácido indol acético 20 

Kinetina 1 

La solución de vitaminas se prepara a una concentración 100X y se esteriliza por 

filtración. Se añade al medio una vez que ya se haya esterilizado.  

El medio MS se suplementa en ocasiones (indicado en el manuscrito) con 500 mg/l de 

MES buffer, 1% sacarosa y 1% agar.  
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Broughton & Dilworth (B&D) 

Reactivo Concentración (mM) 

CaCl2 1 

MgSO4 0,25 

KH2PO4 0,5 

Citrato Fe 0,01 

H3BO3 0,002 

CoSO4  0,0001 

K2SO4 0,25 

ZnSO4 0,0005 

Na2MoO4  0,0001 

MnSO4 0,001 

CuSO4  0,0002 
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III. PRIMERS 

Nombre primer Secuencia (5’ – 3’)  

341F CCTACGGGNGGCWGCAG 

805R GACTACHVGGGTATCTAATCC 

ITS3F GCATCGATGAAGAACGCAGC 

ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC 

799F AACMGGATTAGATACCCKG 

1192R ACGTCATCCCCACCTTCC 

SF1 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

SR2  GWATTACCGCGGCKGCTG 

SR3 CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 

SR4 GGGTTGCGCTCGTTG 

1522R AAGGAGGTGWTCCARCC 
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Barcodes PCR2 CJ Biosciences 

Reverse Secuencia Forward Secuencia 

N701 TCGCCTTA S502 CTCTCTAT 

N702 CTAGTACG S503 TATCCTCT 

N703 TTCTGCCT S505 GTAAGGAG 

N704 GCTCAGGA S506 ACTGCATA 

N705 AGGAGTCC S507 AAGGAGTA 

N706 CATGCCTA S508 CTAAGCCT 

N707 GTAGAGAG S510 CGTCTAAT 

N710 CAGCCTCG S511 TCTCTCCG 

N711 TGCCTCTT S513 TCGACTAG 

N712 TCCTCTAC S515 TTCTAGCT 

N714 TCATGAGC S516 CCTAGAGT 

N715 CCTGAGAT S517 GCGTAAGA 

N716 TAGCGAGT S518 CTATTAAG 

N718 GTAGCTCC S520 AAGGCTAT 

N719 TACTACGC S521 GAGCCTTA 

N720 AGGCTCCG S522 TTATGCGA 

N721 GCAGCGTA   

N722 CTGCGCAT   

N723 GAGCGCTA   

N724 CGCTCAGT   

N726 GTCTTAGG   

N727 ACTGATCG   

N728 TAGCTGCA   

N729 GACGTCGA   
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Barcodes PCR2 Max Planck Genome Center (Durán et al., 2018) 

 

Forward Secuencia 

B5-F-01 GATTTAGAGGCT 

B5-F-02 CTGGCATCTAGC 

B5-F-03 GTTCCCAACGGT 

B5-F-04 TTCCCTTCTCCG 

B5-F-05 ACAGGAGGGTGT 

B5-F-06 CGCTCTTAACGG 

 

Reverse Secuencia Reverse Secuencia 

B5-1 TCCCTTGTCTCC B5-49 CGGATCTAGTGT 

B5-2 ACGAGACTGATT B5-50 TTCTCCATCACA 

B5-3 ACCGGTATGTAC B5-51 ATTTAGGACGAC 

B5-4 TGCATACACTGG B5-52 GGTTTAACACGC 

B5-5 TGGTCAACGATA B5-53 AGACAGTAGGAG 

B5-6 ATCGCACAGTAA B5-54 GCAGATTTCCAG 

B5-7 GTCGTGTAGCCT B5-55 AGATGATCAGTC 

B5-8 TACAGCGCATAC B5-56 TATCACCGGCAC 

B5-9 ATCCTTTGGTTC B5-57 CCAGATATAGCA 
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B5-10 AGTCGAACGAGG B5-58 GGTCTCCTACAG 

B5-11 ACCAGTGACTCA B5-59 ACAGCTCAAACA 

B5-12 CCAATACGCCTG B5-60 ATAGCGAACTCA 

B5-13 GCAACACCATCC B5-61 AACCGCATAAGT 

B5-14 AGTCGTGCACAT B5-62 CTTGAGAAATCG 

B5-15 AGTTACGAGCTA B5-63 CAGTCGTTAAGA 

B5-16 TTGCGTTAGCAG B5-64 CTTCCAACTCAT 

B5-17 TACGAGCCCTAA B5-65 AATAGCATGTCG 

B5-18 TGTCGCAAATAG B5-66 AAGTCACACACA 

B5-19 ACAATAGACACC B5-67 CACACAAAGTCA 

B5-20 TCTCTACCACTC B5-68 GTTCCTCCATTA 

B5-21 CGATCGAACACT B5-69 CATCAAGCATAG 

B5-22 ATTGCAAGCAAC B5-70 CAAGCCCTAGTA 

B5-23 AGCGCTCACATC B5-71 CCTCTGAGAGCT 

B5-24 TCGACCAAACAC B5-72 ACAAGAACCTTG 

B5-25 TGTGTTACTCCT B5-73 TCATTCCACTCA 

B5-26 TGCACAGTCGCT B5-74 ACCATCCAACGA 

B5-27 TTCTAGAGTGCG B5-75 ATGCCGGTAATA 

B5-28 ACACCTGCGATC B5-76 TCAACCCGTGAA 

B5-29 ATTCCTCTCCAC B5-77 TCTGTAGAGCCA 
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B5-30 CATCGACGAGTT B5-78 TCGGATCTGTGA 

B5-31 CACCACAGAATC B5-79 ACTACCTCTTCA 

B5-32 GGTCTTAGCACC B5-80 CTATCCAAGTGG 

B5-33 TATCGCGCGATA B5-81 AGCCAGTCATAC 

B5-34 CTCTACGAACAG B5-82 GAGTTAGCATCA 

B5-35 CTCCTCCCTTAC B5-83 TAAGACTACTGG 

B5-36 CGTGTTATGTGG B5-84 GTCTCCTCCCTT 

B5-37 ATTAGCAGCGTA B5-85 CTTAGCTACTCT 

B5-38 CAAGTTTCCGCG B5-86 ATCGAATCGAGT 

B5-39 CCTTGTTCACCT B5-87 CGCGTCAAACTA 

B5-40 AACCAGCAGATT B5-88 GATCAACCCACA 

B5-41 CTAGAGCTCCCA B5-89 AGTGTCGATTCG 

B5-42 CACGCAGTCTAC B5-90 TCCGAGTCACCA 

B5-43 ACAAACATGGTC B5-91 AGTCTGTCTGCG 

B5-44 TCGAAACATGCA B5-92 AGACAAGCTTCC 

B5-45 TTCCCACCCATT B5-93 GATCTAATCGAG 

B5-46 AGCAGAACATCT B5-94 TAAACGCGACTC 

B5-47 GAAACATCCCAC B5-95 TCACGAGTCACA 

B5-48 CTGTCAGTGACC B5-96 TTGAACAAGCCA 
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