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RESUMEN 

El cambio climático es un hecho constatado e incuestionable. Además de los procesos de tipo industrial
existen factores «naturales», como los incendios forestales, que también contribuyen al calentamiento
global dada la alta emisión de CO2 que se produce. Disminuir la concentración de CO2 atmosférico, evi-
tar su incremento o ayudar a su acumulación en la materia orgánica del suelo, se puede ver benefi-
ciado por un correcto manejo de los bosques. Una rápida re-vegetación o recuperación de las
formaciones autóctonas como son los encinares y robledales (Quercus ilex sp. ballota y Q. pyrenaica Wild.)
pueden ayudar en este sentido. Los microorganismos del suelo son los responsables del cierre del ciclo
biogeoquímico del carbono, contribuyendo además a la fertilidad del suelo y a la promoción del creci-
miento vegetal. Por ello, en este proyecto se ha estudiado, por primera vez, la diversidad procariótica
asociada a estos árboles con objeto de identificar bioindicadores que nos ayuden a evaluar la recupe-
ración después de un incendio y la transición robledal-encinar, en el Parque Nacional de Sierra Ne-
vada, como medida del cambio climático. Así se ha analizado el ADN extraído de la rizosfera de estas
quercíneas mediante distintas técnicas y aproximaciones. En primer lugar se analizó el fingerprint ge-
nético de la rizosfera de los distintos árboles muestreados mediante TGGE. Posteriormente, se realiza-
ron librerías génicas, mediante la amplificación con cebadores específicos de los genes 16S rRNA y nifH,
para determinar la diversidad y riqueza tanto procariótica como de fijación de nitrógeno. Estos estu-
dios se complementaron con la ultrasecuenciación, mediante el sistema GS FLX Titanium de Roche, de
amplicones del gen 16S rRNA lo que nos permitió obtener más de 10.000 secuencias por ecosistema re-
sultando en una cobertura de la diversidad cercana al 90%. Finalmente se construyeron librerías me-
tagenómicas a partir del ADN ambiental para analizar las rutas metabólicas presentes en cada rizosfera
y poder conservar el «germoplasma» presente. 

Palabras clave: diversidad procariótica, metagenoma, rizosfera de quercíneas, incendio forestal, cam-
bio climático, ultra-secuenciación.
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SUMMARY 

The climate change is a global ongoing process which alters earth ecosystems. Not only the industry
derived processes but also other «natural» factors, such as the forest burning, contribute to the increase
of atmospheric CO2 levels and, consequently to the global warming. Adequate forest management
could prevent CO2 emission and/or favour its incorporation into the soil organic matter, thus con-
tributing to the overall decrease of CO2 concentrations. In particular, a rapid re-vegetation or restora-
tion strategies with autochthonous formations such as holm-oak wood (Quercus ilex sp. ballota) or
oakwood (Q. pyrenaica Wild.) are desirable practices. Soil microorganisms are key elements in carbon
cycle completion and positively influence soil fertility and plant growth. In this research project it was
studied the prokaryotic diversity associated to the above mentioned trees to identify potential biolog-
ical markers to asses both, the forest restoration after a burn and the transition from holm-oak wood to
oakwood at the Sierra Nevada Natural Park, as processes contributing to the climate change. Thus total
DNA extracted from Quercus rhizosphere was analyzed by different approaches and techniques. First
the genetic fingerprint of the rhizosphere from different trees was analyzed by TGGE. Later genetic li-
braries, of the 16S rRNA and nifH genes, were constructed in order to determine the diversity and rich-
ness of microorganisms and nitrogen-fixation at the rhizospere. Moreover a deep-sequencing analysis
was performed with the GS FLX Titanium system of Roche. In this way, more than 10.000 sequences of
16S rRNA amplicons per ecosystem were analyzed which allowed us to obtain a coverage of circa 90%
of the total diversity. Finally metagenomic libraries were constructed with environmental DNA in order
to analyze the metabolic pathways of each rhizosphere and to conserve the microbial «germoplasm». 

Key words: prokaryotic diversity, metagenome, Quercus rhizosphere, forest fire, climate change,
deep-sequencing.

INTRODUCCIÓN 

En los ecosistemas de tipo mediterráneo las co-
munidades vegetales están expuestas a unas con-
diciones climáticas que pueden considerarse
como extremas ya que alternan periodos de se-
quía y alta temperatura estival, heladas inverna-
les, y ocasionales lluvias torrenciales. Estas
condiciones adversas afectan negativamente
tanto al desarrollo como a la supervivencia de las
plantas, así como a la pérdida de materia orgánica
del suelo y a su compactación, por lo que la abun-
dancia y diversidad de microorganismos también
puede verse afectada. Además, las altas tempera-
turas estivales y los periodos de sequía favorecen
la aparición y propagación de incendios foresta-
les. Estos incendios son un problema que puede
afectar gravemente al Parque Nacional de Sierra
Nevada dada su localización geográfica al sur de
Europa. El último gran incendio en este parque se
originó en el término municipal de Lanjarón en
septiembre del año 2005 y ha sido uno de los pe-
ores incendios que han arrasado Sierra Nevada

ya que la superficie afectada fue de 3.416,74 ha
(GÓMEZ-ZOTANO et al. 2005). Aunque la cu-
bierta vegetal más afectada en este incendio fue
la de matorral, hay que señalar que la quema de
vegetación forestal constituyó casi el 21% del
total. El encinar afectado supuso el 1,56% del total
de la vegetación, con una superficie de 53,41 ha;
pero si sumamos los distintos tipos de cubiertas
vegetales afectadas (tomillar, espinal, piornal,…)
que presentaban encinas en su composición, este
porcentaje se elevó al 12,06% lo que se traduce en
una superficie de 412 ha quemadas (GÓMEZ-ZO-
TANO et al. 2005). El efecto más visible de estos
desastres es la desaparición de la cubierta vege-
tal, pero también hay que tener en cuenta los pro-
cesos de erosión del suelo agravados por las
fuertes pendientes que se dan en Sierra Nevada y
la exposición a las lluvias torrenciales. Un efecto
menos apreciable, pero igualmente importante, es
el que ocurre sobre la microbiota del suelo ya que
las altas temperaturas pueden hacer disminuir su
diversidad y con seguridad la pérdida de suelo
afectará además a su biomasa total. 
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El fuego, como fenómeno ocasional si su origen
es natural, ha influenciado la vegetación de la
cuenca mediterránea probablemente desde antes
de la aparición del hombre en la zona. Esta in-
fluencia de miles de años y su asociación con
otros factores, como el pastoreo, hacen que la
evaluación del efecto del fuego sobre la vegeta-
ción sea difícil si no se hace en un periodo de
pocos años después del incendio (CLARK 1996).
Por otra parte, un incendio forestal contribuye
de dos formas distintas al proceso de cambio cli-
mático, ya que por una parte se produce la emi-
sión de CO2 de la materia orgánica quemada, y
por otra parte la desaparición del bosque hace
que, hasta su recuperación, deje de ser un sumi-
dero de CO2. Así es importante fomentar una rá-
pida recuperación del ecosistema, y es posible
que en este proceso los microorganismos puedan
jugar un papel importante. Muchos estudios de
campo han puesto de manifiesto que un au-
mento del CO2 atmosférico hace que las plantas
asimilen mayor cantidad de carbono (AINS-
WORTH & LONG 2005; DRAKE et al. 1997).
Otros autores han sugerido que también se pro-
duciría un mayor acúmulo de carbono en el
suelo, que es el mayor conjunto de carbono del
planeta y el más estable (JASTROW et al. 2005).
Sin embargo, trabajos realizados en el suelo de
quercíneas arbustivas (Quercus myrtifolia Wild.,
Q. chapmanii Sargent, y Q. geminata Small) con-
cluyen que una mayor cantidad de CO2 atmos-
férico produce una alteración en las
comunidades microbianas que se traduce en un
incremento en la utilización de la materia orgá-
nica del suelo y la pérdida de una cantidad de
carbono de ≈52% del extra asimilado por las
plantas (CARNEY et al. 2007), por lo que un teó-
rico sumidero de carbono se convierte en una
fuente. Como consecuencia del cambio climático,
en la Península Ibérica se producirá una dismi-
nución de las precipitaciones y un incremento de
las temperaturas, según las previsiones de los
paneles de expertos. En esta situación se podría
producir una migración altitudinal de los enci-
nares a costa de otras formaciones boscosas
como los melojares (Quercus pyrenaica Wild.). Es
interesante estudiar esta sucesión de la flora,
como indicador del calentamiento global, tanto
en el momento actual como en un futuro pró-
ximo ya que nos permitiría ver la adaptación de

los sistemas al cambio. Pero además hay que
plantearse el estudio de la microbiota asociada a
su rizosfera, porque aunque un bosque puede
sobrevivir durante decenas de años en una mala
situación ambiental, sus microorganismos aso-
ciados pueden ser indicadores más sensibles. Así
en este trabajo se ha estudiado la diversidad de
la microbiota del suelo de un encinar quemado,
frente a la de un encinar no quemado y se ha
comparado con la diversidad bacteriana que pre-
senta el suelo bajo el robledal. Para tener el má-
ximo de variables, y poder determinar posibles
efectos del cambio climático o identificar micro-
organismos indicadores del mismo (bioindica-
dores), también se ha estudiado el robledal a
distintas altitudes, así como en la vertiente Norte
de Sierra Nevada (Dehesa del Camarate) y en la
vertiente Sur (melojar de Cañar y encinares que-
mados y no quemados del término municipal de
Lanjarón). El estudio de estos microorganismos
rizosféricos se ha realizado empleando técnicas
de biología molecular, ya que gracias a este tipo
de técnicas se ha demostrado que el número de
microorganismos no cultivables presentes en dis-
tintos ambientes naturales, puede llegar a ser
hasta el 99% del total (AMANN et al. 1995). Por
tanto el que un microorganismo pueda ser culti-
vado es más una excepción que la regla. La ob-
tención de ADN del suelo ha permitido el
análisis de comunidades microbianas mediante
la determinación de las secuencias ribosomales
16S y 23S rRNA (HUGENHOLTZ et al. 1998;
KIRK et al. 2004). Así a partir del ADN de la ri-
zosfera de robles y encinas, y mediante el empleo
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
se han abordado los siguientes objetivos: 1) Aná-
lisis del fingerprint genético mediante TGGE de
la diversidad microbiana en los suelos de quer-
cíneas quemadas y controles. 2) Construcción y
análisis de genotecas de los genes 16S rRNA y
nifH de los suelos de encinar quemado y de
quercíneas controles para la selección de bioin-
dicadores. 3) Ultra-secuenciación de amplicones
del gen 16S rRNA para profundizar en el análisis
de la diversidad y confirmar los bioindicadores
seleccionados. 4) Construcción de librerías me-
tagenómicas de los suelos rizosféricos del enci-
nar y del robledal. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Área de estudio, vegetación acompañante y
toma de muestras. 

El presente estudio se centró en las comunidades
microbianas de suelos bajo la influencia de raíces
de diferentes especies arbóreas del Parque Nacio-
nal de Sierra Nevada. Las zonas muestreadas fue-
ron la Dehesa del Camarate, en la cara Norte,
donde se han muestreado tanto suelos bajo el
dosel de robles (CTR), como de encinas (CTE). La
segunda zona muestreada se sitúa en la cara Sur
de Sierra Nevada, en el robledal de Cañar, con 2
localizaciones: CNA a mayor altura, y CNB en la
zona baja de la ladera. La última zona de mues-
treo, también en la cara Sur, se situó en el encinar

del barranco del río Lanjarón con 2 localizaciones:
una en la zona afectada por el incendio de sep-
tiembre de 2005 (LJQ) y la segunda próxima a la
anterior pero que no se vio afectada por dicho in-
cendio (LJN). En cada zona de estudio (LJN, LJQ,
CNA, CNB, CTE y CTR) se seleccionaron 3 sitios
y en éstos se muestrearon 3 árboles separados
entre sí un mínimo de 5 metros, con tamaño y es-
tructura de árboles maduros. De esta forma tene-
mos 9 muestras de cada zona. Todos los sitios de
muestreo están geo-referenciados y son fácilmente
localizables mediante GPS. Los sitios de muestreo
se escogieron respetando la línea altitudinal y to-
mando como referencia un transecto de una lon-
gitud de unos 2,5 km. La localización y altitud de
cada uno de estos sitios, junto con su vegetación
acompañante, es la que se expresa en la tabla 1. 

Vegetación acompañante 

Festuca scariosa (6); Silene latifolia (4); Dactylis glomerata (3); Euphorbia characias (3);
Cambre filiformis (2); Crategus monogyna (2); Umbilicus rupestris (2); Arabis parvula (2); Vicia
lathyroides; Adenocarpus decorticans; Thapsia villosa; Crepis veiscaria; Eryngium campestre;
Veronica hederifolia 

Lathyrus setifolius (2); Vicia disperma (2); Bituminaria bituminosa; Medicago sp.; Lathyrus sp.;
Bromus tectorum (4); Cambre filiformis (3); Salomus valerandi (2); Cynosorus echinatus (2);
Avena barbata; Rubia peregrina; Silene nicaeensis; Geranium lucidum; Andryala integrifolia;
Fumaria capreolata; Petrorhagia prolifera; Cupressus arizonica 

Lathyrus cicera (4); Bituminaria bituminosa (2); Cytisus grandiflorus; Dactilys glomerata (6);
Alyssum minutum (3); Rubia peregrina (2); Geranium purpureum (2); Cambre filiformis; Silene
vulgaris; Avena barbata; Valantia muralis; Stellaria media; Cardamine resedifolia; Leontodon
taraxacoides; Asphodelus albus 

Adenocarpus decorticans; Festuca elegans (7); Festuca scariosa (2); Alyssum minutum; Bromus
sterilis 

Ulex parviflorus (5); Adenocarpus decorticans; Euphorbia characias (2); Festuca scariosa; Rubia
peregrina; Rosa canina; Thymus zygis; Helichrysum italicum 

Vicia onobrychoides (5); Vicia sativa; Vicia peregrina; Vicia lutea; Bromus sterilis (4);
Myrrhoides nodosa (2); Dactylis glomerata (3); Bromus sp. (2); Gallium sp. (2); Cynosurus
echinatus; Geranium molle; Lepidium heterophyllum; Asphodelus albus; Berberis hispanica;
Silene latifolia 

Tabla 1. Altitud de los sitios de muestreo y vegetación presente en cada una de las zonas de estudio. Entre paréntesis se indica el
número de ejemplares determinados. 

Table 1. Altitude of the sampling sites and detected plants of each studied zone. Between brackets is indicated the number of de-
termined specimens.  

1.790 m

1.566 m

1520 m

1823 m. 

1482 m. 

1717 m.

Sitio Altitud 

LJN1 1.767 m

LJN2 1.794 m

LJN3 1.811 m

LJQ1 1.557 m

LJQ2 1.553 m

LJQ3 1.587 m

CTE1 1.437 m

CTE2 1.541 m

CTE3 1.582 m

CNA1 1.778 m

CNA2 1.796 m

CNA3 1.894 m

CNB1 1.556 m

CNB2 1.530 m

CNB3 1.360 m

CTR1 1.642 m

CTR2 1.705 m

CTR3 1.804 m
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Los muestreos se realizaron en la primavera del
año 2008. En cada uno de los puntos de muestreo
seleccionados se llevó a cabo el inventario de la
flora presente. Éste se acotó a la zona situada en
la base de los pies de los árboles de Q. ilex subsp.
ballota y Q. pyrenaica muestreados en cada sitio.
Para cada árbol se herborizaron los ejemplares y
se llevaron a laboratorio para su posterior pren-
sado, siguiendo el procedimiento habitual para
las muestras botánicas: recolección, prensado con
almohadillas para secado, mantenimiento en
prensa hasta su completa desecación y prepara-
ción de los pliegos de cada especie. Las especies
vegetales se determinaron siguiendo las claves
de determinación de Flora de Andalucía Oriental
(BLANCA et al. 2009). En el momento de los
muestreos algunos de los ejemplares estaban
poco desarrollados por lo que fue difícil deter-
minarlos a nivel de especie. 

Para la toma de muestras de suelo, en primer
lugar se eliminó la vegetación herbácea en un
radio de unos 10 cm alrededor del punto de toma
de muestra y se descartó el suelo de los primeros
5 cm de profundidad. La muestra consistió en
unos gramos de suelo cogido a una profundidad
de 5-25 cm y a unos 50 cm del tronco del árbol.
Las muestras se mantuvieron refrigeradas du-
rante el transporte en una nevera portátil. Una
vez en el laboratorio las muestras se pasaron por
un tamiz de 2 mm de malla y se hicieron alícuo-
tas de 0,25 gramos de suelo para extraer el ADN. 

Extracción de ADN

La extracción se realizó en las 24 horas posterio-
res al muestreo. Para obtener el ADN de suelo se
utilizó el Kit comercial PowerSoilTM DNA Isola-
tion Kit de MoBio Laboratories, Inc. Básicamente
el procedimiento consiste en mezclar 0,25 g de
muestra de suelo suavemente con unas bolitas de
cristal. Un tampón específico ayuda a dispersar
las partículas de suelo, comienza a disolver los
ácidos húmicos y protege a los ácidos nucleicos
de la degradación. La adición de SDS y otros
agentes químicos facilitan la lisis celular. Tras
unos pasos de limpieza y eliminación de las sus-
tancias inorgánicas y orgánicas como ácidos hú-
micos, restos celulares y proteínas, obtendremos

ADN de alta calidad del suelo. El ADN así ex-
traído se guardó a –20º C hasta el momento de
ser usado, tras comprobar su concentración y pu-
reza tanto mediante el visionado de una alícuota
en gel de agarosa al 0,8% teñido con bromuro de
etídio, como mediante el uso de un Nanodrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). Este
ADN corresponde tanto al extraído de células
vivas como al que se encuentra libre entre las
partículas del suelo y es un reflejo de la biota del
suelo sobre el que se sustentan las encinas o los
robles, según el caso. 

Análisis del fingerprint génico mediante
TGGE

Este análisis se realizó a partir de amplicones del
gen 16S rRNA obtenidos mediante amplificación
con oligonucleótidos cebadores específicos. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Ter-
mociclador Mastercycler de Eppendorf. Para el
estudio de la clase α-Proteobacteria, la más abun-
dante en suelos, en primer lugar se utilizaron los
cebadores específicos F203α y 1512Ur (VAN DI-
LLEWIJN et al. 2002). Después se hizo una PCR
anidada con una pareja de cebadores interiores
al amplicón obtenido, para lo que se utilizaron
los cebadores universales F984GC y R1378. Las
condiciones de PCR han sido descritas previa-
mente (VAN DILLEWIJN et al. 2002). Tras el nes-
ted PCR se comprobaron los productos obtenidos
en un gel de agarosa al 2% para determinar que
la amplificación era correcta, y que se obtenían
los fragmentos del tamaño esperado de 475 pb. 

Los geles de TGGE tienen como matriz poliacri-
lamida al 5% polimerizada en 1% TAE, 8 M urea,
20% de formamida desionizada con resina AG
501-X8 (BioRad) según las instrucciones del pro-
veedor, y 2% de glicerol. Las electroforesis de
TGGE se realizaron utilizando el Maxi TGGE
System (Whatman-Biometra, Göttingen, Alema-
nia), siguiendo las instrucciones del fabricante.
En cada pocillo se cargaron 5 μl de cada una de
las mezclas de amplicones obtenidos en la PCR
anidada. Estas electroforesis se llevaron a cabo
aplicando un gradiente de temperatura de 42-
53º C, a 130 voltios constantes durante 18 h en
tampón TAE 1X. 
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Una vez concluida la electroforesis, el gel resul-
tante se tiñó con nitrato de plata. Para desecar y
guardar los geles, estos se deshidrataron con una
solución 25% etanol-10% glicerol, durante 10-15
minutos. Se cubrieron con papel de celofán trans-
parente humedecido en esta misma solución evi-
tando la formación de burbujas y se secaron
durante 1 ó 2 días en estufa a 37º C. Después de
secar, los geles se fotografiaron y la imagen se
trató con el programa Adobe Photoshop CS2 para
mejorar su resolución. Las imágenes mejoradas se
analizaron con la aplicación informática Info-
Quest FP Software de BioRad. Los patrones de
bandas normalizados se usaron para generar den-
drogramas aplicando el coeficiente de correlación
de Pearson y el agrupamiento UPGMA, con lo
que se consiguió comparar los perfiles de bandas
de los distintos carriles basándonos tanto en la
posición como en la intensidad de las mismas. 

Construcción de librerías de los genes 
16S rRNA y nifH

Las librerías génicas se realizaron a partir de los
suelos rizosféricos de LJQ, LJN, CNB y CNA. La
construcción de estas librerías se llevó a cabo me-
diante la amplificación de fragmentos de ADN
utilizando la pareja de cebadores universales
para procariotas 9f y U1510r (BAKER et al. 2003)
del gen 16S rRNA, y una PCR anidada para el
gen nifH usando los primers degenerados
nifH(forA) y nifH(rev), y nifH(forB) y nifH(rev)
(WIDMER et al. 1999). Tras las reacciones de PCR,
se comprobó en geles de agarosa al 0,8% si las
amplificaciones eran correctas y si se obtenían los
amplicones del tamaño esperado, 1500 pb para el
gen 16S rRNA y 370 pb para el gen nifH. Poste-
riormente se purificaron parcialmente 50 μl del
producto de PCR con las columnas Illustra Mi-
croSpinTM S-300 HR de GE Healthcare, siguiendo
las indicaciones del fabricante. El ADN purifi-
cado se ligó en el vector de clonación pGEM®-T
Easy de Promega y el producto de ligación se usó
para transformar la cepa Escherichia coli DH5α.
(VILLADAS et al. 2007). Para generar las genote-
cas se realizó un paso previo consistente en unir
las muestras de cada árbol por sitio, es decir,
mezclar el producto de PCR de los 3 árboles de
un mismo sitio, realizando 3 librerías por cada

zona para después unir los resultados de la se-
cuenciación. De este modo se obtuvo una mues-
tra representativa de cada zona, minimizando el
sesgo que produciría tomar una única muestra
de un solo árbol. 

Tras el crecimiento de las colonias en placas de
LB con 200 μg de ampicilina por ml y 0,04 μg de
X-Gal por ml, se seleccionaron 61 colonias de
clones del gen 16S rRNA y 50 colonias de clones
del gen nifH de cada zona de muestreo. El ta-
maño de inserto de los clones se comprobó me-
diante PCR directa de las colonias con los
cebadores T7 y SP6 que anillan sobre el vector
de clonación. En el caso del gen nifH, se mandó
a secuenciar el producto de esta PCR tras purifi-
carlo parcialmente como se ha descrito anterior-
mente. Para los amplicones del gen 16S rRNA se
procedió a purificar los plásmidos de las colo-
nias de cada librería utilizando el protocolo de
precipitación de ADN plasmídico con sales de
magnesio de STUDIER (1991). Para confirmar el
tamaño de inserto se realizó una digestión con
la enzima de restricción EcoRI de New England
Biolabs: usando en un volumen total de 15 μl, 3
μl de plásmido, 1,5 μl de Buffer 10X y 10 unida-
des de enzima. 

Todas las comprobaciones de integridad, tamaño
y cantidad de ADN se realizaron mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 0,8% en tampón
Tris-Acético-EDTA (TAE). La electroforesis se
llevó a cabo durante aproximadamente 30 minu-
tos a 120 voltios. La secuenciación de los clones
se realizó mediante el método Sanger con el se-
cuenciador ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer
siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Secuenciación masiva de amplicones del gen
16S rRNA mediante el sistema 454 GS FLX

Los amplicones del gen 16S rRNA para pirose-
cuenciación 454 se generaron a partir del ADN
extraído de los suelos rizosféricos de CNA y
CNB. La amplificación se llevó a cabo en el ter-
mociclador descrito anteriormente. La reacción
de PCR amplificó un fragmento de dicho gen de
408 pb que contenía las regiones hipervariables
V4 y V5. Los cebadores universales selecciona-
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dos para amplificar esta región fueron U519F y
U926R (BAKER et al. 2003) que sirven tanto para
el Dominio Bacteria como para el Archaea. A esta
pareja de cebadores específicos se le unió un có-
digo de barras para distinguir entre muestras
(modificado de PARAMESWARAN et al. 2007) y
un adaptador específico para pirosecuenciación
GS FLX (Titanium) de Roche. Con el fin de obte-
ner aproximadamente 15.000 secuencias de cada
una de las muestras, los amplicones se pirose-
cuenciaron en este equipo de Roche en la em-
presa LifeSequencing S.L. (Valencia, España). El
producto de PCR de las muestras fue cuantifi-
cado tras electroforesis en gel de agarosa 0,8%,
mediante captura de imagen y análisis con el pro-
grama informático Quantity One (BioRad) y ade-
más comprobado mediante medida en
Nanodrop 1000 Spectrophotometer. Tras la cuan-
tificación, los productos de PCR fueron mezcla-
dos equimolecularmente y limpiados con el kit
Amicon Ultra – 0,5 mL 100K Ultracel (Millipore),
para eliminar el exceso de cebadores, ya que
éstos disminuyen notablemente el rendimiento
del la pirosecuenciación, y concentrar la muestra
en un volumen final de 20 μl. La mezcla de am-
plicones así preparada se envió para someterla a
secuenciación masiva. 

Análisis bioinformático de las secuencias

En el caso de las genotecas del gen 16S rRNA, la
comprobación de la existencia de quimeras (se-
cuencias que pertenecen a más de un individuo
que son amplificadas como un solo contig, dando
lugar a un amplicón de individuos diferentes) se
realizó con el software Pintail, poniendo como re-
ferencia la cepa ATCC 8739 de E. coli. En el caso
de los amplicones obtenidos por pirosecuencia-
ción 454, el filtro de secuencias por calidad de la
secuenciación, la eliminación de los cebadores y
la separación de las secuencias por muestra de
origen se llevó a cabo con un proceso secuencial
denominado «Pipeline Initial Process» del Ribo-
somal DataBase Project (RDP 10) de la Universi-
dad de Michigan (EE.UU.). Para cada muestra de
16S rRNA, tanto las obtenidas por pirosecuencia-
ción como las de las librerías, se realizó el aline-
amiento de las secuencias, el clustering, la
clasificación, la obtención de las curvas de rare-

facción y los índices de Shannon-Wiener y Chao1
a través del mismo proceso secuencial. 

La clasificación filogenética de las secuencias del
gen nifH se realizó mediante el software Blastx
aplicado a cada una de éstas. El alineamiento de
secuencias se llevó a cabo en el servidor MAFFT
versión 6. Con los alineamientos se procedió a re-
alizar la correspondiente matriz de distancia em-
pleando el programa Phylip-3.68. Esta matriz de
distancia se aplicó al programa MOTHUR
(SCHLOSS et al. 2009) para estudiar la diversi-
dad, riqueza y estructura de las comunidades mi-
crobianas de cada lugar, mediante la obtención
de las curvas de rarefacción y los índices de
Chao1 y de Shannon-Wiener. 

Todos los análisis comparativos se llevaron a
cabo con los datos normalizados. La normaliza-
ción de los datos de los amplicones pirosecuen-
ciados con el sistema 454 se realizó seleccionando
al azar el mismo número de secuencias para las 2
muestras, correspondiendo dicho número con la
cantidad de secuencias obtenida en la muestra
más pequeña. Dicha normalización se consiguió
utilizando un script de Perl llamado «selector.pl»
del análisis secuencial PANGEA (GIONGO et al.
2010). 

La comparación de las comunidades microbianas
de las diferentes muestras, con el fin de conocer
si se trata de comunidades diferentes o si alguna
es un subgrupo de otra, se llevó a cabo mediante
el análisis de ∫-LIBSHUFF del programa MO-
THUR. Para obtener la relación de parentesco
(parecido) entre las muestras se realizó un análi-
sis de agrupamiento jerárquico aglomerativo
(empleando el programa GINKGO desarrollado
por DE CÁCERES et al. 2007) de las matrices de
distancia euclídea obtenidas a partir de las ma-
trices de abundancia de unidades taxonómicas
operativas (OTUs). Éstas se obtuvieron a partir
de archivos generados por MOTHUR (en el caso
del gen nifH) o por el COMPLETE LINKAGE
CLUSTERING del análisis secuencial de RDP (en
el caso del gen 16S rRNA), mediante la utiliza-
ción de un programa en Ruby de diseño propio.
Para los amplicones de 16S rRNA obtenidos por
pirosecuenciación 454 también se empleó LIB
COMPARE con el fin de observar qué géneros di-
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fieren entre la zona alta y la baja del robledal de
Cañar. Posteriormente se unificaron los datos en
el programa Excel de Microsoft para comparar
los géneros bacterianos de ambas muestras. 

Construcción de genotecas metagenómicas

Las librerías metagenómicas se construyeron tanto
con ADN de la rizosfera de encinas como de ro-
bles. Este proceso se hizo por duplicado ya que
para cada caso se construyó una librería de expre-
sión utilizando el sistema Lambda-ZAP y otra de
clonación utilizando fósmidos como vector. 

Librerías metagenómicas en fagos

Para la construcción de librerías metagenómicas
de expresión en fagos se empleó ADN del suelo
digerido parcialmente con la enzima de restric-
ción Sau3AI. Este ADN se corrió en un gel de
agarosa de bajo punto de fusión a 4º C durante
toda una noche, y se cortó la banda adecuada
para extraer el ADN de un tamaño de entre 9 y 10
Kb. La extracción del ADN del gel se realizó con
gelasa siguiendo las recomendaciones del prove-
edor (Epicenter Tech) y se concentró con las co-
lumnas Microcon YM-100 (Millipore). 

Como vector para la construcción de las genote-
cas se utilizó el sistema ZAP Express® Prediges-
ted Vector Kit, el cual proporciona el genoma
parcial del fago lambda digerido con BamH1.
Todo el proceso se realizó siguiendo las indica-
ciones del fabricante. 

Librerías metagenómicas en fósmidos

Para la construcción de librerías metagenómicas
en fósmidos se partió de 1 kg de suelo de cada
muestra para obtener ADN microbiano de un ta-
maño aproximado de 40 Kb, mediante la técnica
del colchón de Nycodenz para obtención de célu-
las microbianas y la técnica de extracción de ADN
de alto peso molecular (BERTRAND et al. 2005). 

Para la construcción de las genotecas se utilizó
el sistema CopyControlTM Fosmid Library Pro-

duction Kit, con el plásmido pCC2FOSTM Vector
y las células competentes Phage T1-Resistant
EPI300TM-T1R E. coli Plating Strain, siguiendo las
indicaciones del fabricante. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Vegetación asociada a quercíneas en las zonas
de estudio

En el estudio botánico de las comunidades vege-
tales seleccionadas en este proyecto (encinares y
robledales) han sido inventariadas 57 especies y
18 familias (Tabla 1). Se observa que las familias
dominantes son gramíneas (31,43%) y legumino-
sas (24,29%), que entre ambas superan el 50% de
las especies inventariadas. Estas familias son ca-
racterísticas de las comunidades del sotobosque
(pastos y matorral) de la montaña mediterránea.
Se observan dos excepciones: el encinar silvestre
de Lanjarón (LJN), con una menor proporción de
leguminosas (6,67%), frente a las crucíferas
(13,33%) y cariofiláceas (13,33%), y la zona baja
del robledal de Cañar que muestran mayor pro-
porción de leguminosas (46,15%), seguido de las
euforbiáceas (15,38%). En relación a la composi-
ción florística, parece más relevante la localidad
de muestreo (Lanjarón, Cañar o Dehesa del Ca-
marate) que el tipo de formación vegetal (enci-
nar o robledal) o el tipo de tratamiento. La
riqueza florística es similar en las localizaciones
de Lanjarón y de la Dehesa del Camarate, inde-
pendientemente del tipo de tratamiento, e infe-
rior en los robledales de Cañar. En esta última
localización, en la zona alta de robledal (CNA) la
menor diversidad puede deberse al dominio de
las gramíneas perennes, principalmente Festuca
elegans. En cambio, en la zona baja del robledal la
menor diversidad puede deberse al dominio de
Ulex parviflorus, leguminosa arbustiva que podría
afectar a la actividad microbiana del suelo. Hay
que destacar la alta frecuencia de las leguminosas
en el robledal de la Dehesa del Camarate, debido
principalmente a las especies Vicia onobrycoides
(16,67%) y Vicia peregrina (13,33%). No obstante,
en el conjunto de todos los tratamientos, las es-
pecies más frecuentes son las gramíneas Festuca
scariosa y Dactylis glomerata, que aparecen, en 3
de las 6 zonas estudiadas. Respecto a los tipos
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biológicos, en todos los casos domina el biotipo
herbáceo, con una contribución alrededor del
90%, y son muy escasos los arbustos, no supe-
rando el 11%. Entre estas herbáceas, en general
dominan las anuales, si bien de la zona alta del
robledal de Cáñar (CNA), presenta un 75% de
herbáceas perennes, debido al dominio de la gra-
míneas, Festuca elegans (58,33%), especie caracte-
rística de robledales, seguida de F. scariosa
(16,67%). El dominio de herbáceas perennes
puede deberse a la posición altitudinal que ocupa
este tratamiento, un piso de montaña alto (piso
oromediterráneo) en el cual los pastos del soto-
bosque suelen estar dominados por gramíneas
perennes. Sin embargo, en el robledal de la De-
hesa del Camarate (CTR), con situación altitudi-
nal similar al anterior, dominan las herbáceas
anuales de la familia leguminosas, probable-
mente debido al uso ganadero ancestral de la
zona, lo que favorece el desarrollo de legumino-
sas anuales como son las dos especies anterior-
mente mencionadas del género Vicia. 

Huella genética microbiana de la rizosfera
de quercíneas

La huella genética o fingerprint microbiano de la
rizosfera de encinas se realizó a partir de las
muestras tomadas bajo 27 árboles distintos, en 3
zonas diferentes con 3 sitios de muestreo cada
una. En los geles de TGGE se presentan los 3 si-
tios de cada zona, obtenidos después de mezclar
los productos de PCR, amplificados con cebado-
res de α-Proteobacteria, para cargar un solo po-
cillo. Como se puede apreciar en la Fig. 1A las
huellas genéticas de la rizosfera de las encinas de
la Dehesa del Camarate, cara Norte de Sierra Ne-
vada, agrupan juntas con un valor de similaridad
de 95. A estas muestras se les unen las proceden-
tes de la rizosfera del encinar silvestre de Lanja-
rón, cara Sur de Sierra Nevada, con un valor de
similaridad de 91. Aunque las muestras se agru-
pan en primer lugar por su procedencia, es sig-
nificativo que a continuación se agrupen las
zonas de encinares silvestres o no afectados por
desastres como el incendio forestal, lo que nos re-
fleja que no hay grandes diferencias en la micro-
biota de estas formaciones. Las pequeñas
diferencias que hacen que en primer lugar agru-

pen de forma independiente, pueden deberse a
factores tales como las condiciones climáticas de
humedad y temperatura de ambas caras de la sie-
rra, o la presencia de ganadería, sobre todo va-
cuna, en la Dehesa del Camarate, que hasta hace
muy poco ha tenido una importancia relevante
en la zona (PRIETO, 1975). En un grupo aparte
quedan las muestras procedentes del encinar
quemado, lo que refleja el efecto del incendio
sobre la microbiota de forma paralela al que su-
fren las formaciones vegetales. Este resultado
hace que a la hora de estudiar la evolución de las
comunidades microbianas del encinar quemado,
sea conveniente establecer como encinar control
el más próximo, el de Lanjarón, ya que las varia-
bles que influirán sobre los resultados son me-
nores. 

El fingerprint de la rizosfera de los robledales es-
tudiados se muestra en la Fig. 1B, habiéndose re-
alizado este análisis de forma similar al de los
encinares. En la figura se puede observar la pre-
sencia de un único grupo entremezclado y com-
pacto (similaridad igual a 89) donde aparecen las
muestras procedentes de la rizosfera del robledal
de la Dehesa del Camarate y de la zona baja
(1.482 m sobre el nivel del mar) del melojar de
Cañar. Posteriormente y con un valor de simila-
ridad de 76 se unen las muestras procedentes de
la zona alta (1.823 m sobre el nivel del mar, ver
Tabla 1) del robledal de la cara Sur en Cañar. En
este caso, la formación del primer grupo puede
ser un reflejo del efecto antrópico tanto sobre el
robledal de la Dehesa del Camarate como sobre
la zona baja del melojar de Cañar. En el caso de la
Dehesa del Camarate ya se ha expuesto la im-
portancia de la ganadería en la zona, que ejerce-
ría un efecto similar a la reciente ocupación con
cortijos y actividades turísticas de la zona baja
del robledal de Cañar, que además profundiza en
unas actividades agrícolas más antiguas. Sin em-
bargo la parte alta del robledal de Cañar se ha
visto libre de esta influencia del hombre debido
a unas condiciones climáticas menos propicias,
que hacen que caminos y pistas se vean bloquea-
dos por la nieve durante parte del año. De esta
forma, es pertinente buscar bioindicadores de
cambio climático y/o debidos a efectos antrópi-
cos entre las zonas alta y baja del melojar de
Cañar, situado en la cara Sur de Sierra Nevada.
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Esta comparación es particularmente interesante
ya que sigue el patrón de migración altitudinal
de las formaciones vegetales ante un aumento de
la temperatura o una disminución de la precipi-
tación. Por tanto en adelante se presentarán los
resultados que profundizan en el análisis de las
comunidades microbianas en la cara Sur de Sie-
rra Nevada tanto en la rizosfera de encinares
como de robledales. 

Diversidad de la fijación de Nitrógeno (N2)

La utilización de los oligonucleótidos cebadores
descritos por WIDMER et al. (1999) para la am-
plificación del gen nifH resulta en la obtención de
un fragmento de 370 pb que se traducen en 123
aminoácidos. El análisis de estos fragmentos se
realizó en su forma proteica, para las genotecas
de las zonas LJQ, LJN, CNB y CNA, construyén-

Figura 1. Análisis de la similaridad y agrupamiento de los perfiles genéticos de TGGE de encinas (A) y de robles (B). El análisis se
realizó con el método UPGMA utilizando el algoritmo de Pearson. La nomenclatura de las muestras se inicia con CT para las mues-
tras de la Dehesa del Camarate, seguidas de E para encinas o R para robles. Las muestras de encinas de Lanjarón se marcan como
LJ seguidas de Q para las quemadas o N para las no quemadas. Las muestras de robles de Cañar se indican como CN seguidas de
A para la zona alta o B para la baja.

Figure 1. Similarity analysis and clustering of the TGGE fingerprinting from holm-oaks (A) and melojo oak (B). Samples nomen-
clature start with CT for Dehesa del Camarate samples, follow by E for holm-oak or R for melojo-oak. Samples of holm-oak from Lan-
jarón are marked as LJ, follow by Q for burned holm-oak or N for control holmoaks. Samples of melojo-oak from Cañar are indicated
as CN, follow by A for high altitude zone or B for low one. 



Proyectos de investigación en parques nacionales: 2007-2010

169

dose 3 genotecas para cada zona y con un mínimo
de 50 clones secuenciados (Tabla 2). Estas se-
cuencias se enfrentaron a la base de datos de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de forma
local utilizando el programa Blastx, lo que nos
permitió adscribir cada una de nuestras secuen-
cias a su proteína más próxima y a la bacteria en
la que se identificó originalmente. El análisis es-
tadístico de las 4 genotecas mediante la ∫-Libshuff
resultó en que todas eran significativamente dife-
rentes entre ellas, lo que nos permite obtener con-
clusiones soportadas estadísticamente. Así los
resultados nos muestran que se obtuvieron se-
cuencias del gen nifH de 3 phyla distintos: Prote-
obacteria, Cyanobacteria y Firmicutes (Tabla 2).
Es decir, la elección de los cebadores fue acertada
para obtener la diversidad de fijación de N2 pre-
sente. El análisis detallado de los datos nos mues-

tra diferencias notables entre la rizosfera de robles
y encinas, siendo la más destacable la presencia
del phylum Cyanobacteria únicamente en la ri-
zosfera de robles. De este phylum se han obtenido
secuencias pertenecientes a 3 géneros distintos:
Nostoc, Nodularia y Chlorobium, siendo mayoritaria
la presencia del primero. Con este resultado se
puede proponer al phylum Cyanobacteria, o si se
prefiere más específicamente al género Nostoc,
como bioindicador diferencial entre la rizosfera
de robles y la de encinas. Es decir, si queremos
saber si un suelo es más propicio para robles o
para encinas, tendríamos que amplificar el ADN
obtenido del suelo con cebadores específicos del
gen nifH de este phylum o de este género. Hay
que señalar que la presencia de Cyanobacteria no
fijadoras de N2 es general en los 4 ecosistemas
analizados según los datos obtenidos en el análi-

Phylum Clase Género LJQ LJN CNB CNA

Proteobacteria

α-Proteobacteria 

Gluconacetobacter 1 6 6 10

Azospirillum  35 11 2 1

Methylocella 1

Rhodopseudomonas  1 3

Rhizobium  2 3

Bradyrhizobium  6 6 3 5

Azorhizobium  2

Methylobacterium  9 13

Zymomonas 1 7 1

β-Proteobacteria Candidatus Azobacteroides 1

δ-Proteobacteria  Geobacter 8 1 3

Cyanobacteria
Cyanobacteria  

Nodularia  4

Nostoc  16 6

Chlorobia  Chlorobium  4

Firmicutes Bacilli  

Paenibacillus  6 1 7

Heliobacterium  1 1 3

Clostridium  1 4 4

Total clones  53 50 51 52

Tabla 2. Géneros detectados mediante la construcción de genotecas del gen nifH. Se indica la clase y el phylum al que pertenecen
así como el número de clones secuenciados en cada sitio. La nomenclatura de los sitios es la indicada en la Fig. 1. 

Table 2. Detected genus in the nifH gene libraries. Is is indicated the phylum and class of each genus and the number of sequenced
clones at each site. The nomenclature of the sites is the same that in Fig. 1. 
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sis de las genotecas del gen 16S rRNA. Por otra
parte también hay que destacar la presencia del
gen nifH del género Azospirillum, clase α-Proteo-
bacteria, como asociado preferentemente a la ri-
zosfera de encinas, independientemente de haber
sufrido o no un incendio (Tabla 2). En las condi-
ciones de menor humedad donde se desarrollan
las encinas, más del 22% de los fijadores de N2
pertenecen al género Azospirillum, pudiendo lle-
gar a ser el 66% en el caso del encinar quemado;
mientras que en la rizosfera de los robles este gé-
nero no constituye ni siquiera el 4% de los micro-
organismos diazotrofos. Por tanto se observa una
clara especialización en el proceso de fijación de
N2, llevando a cabo esta función el phylum Cya-
nobacteria en la rizosfera de robles y el género
Azospirillum en la rizosfera de en cinas. 

Estimaciones de la biodiversidad

El análisis de las genotecas del gen nifH llevó en
paralelo el estudio de los índices de Shannon y de
Chao1 para estimar la diversidad y la riqueza,
respectivamente. En la figura 2 se puede observar
que el número máximo de unidades taxonómicas
operativas (OTUs) estimado es de 32 en el caso de
la muestra de la zona alta del robledal, CNA. Esto
quiere decir que los 50 clones analizados por zona
son suficientes para describir la diversidad de fi-
jación de nitrógeno, ya que este número es más
de 1,5 veces los OTUs estimados. La zona de
menor riqueza con 9 OTUs observados y 14 esti-
mados es LJQ, el encinar quemado (Fig. 2A) lo
que nos refleja el efecto del incendio sobre la ri-
queza de rutas metabólicas de una función con-
creta necesaria para el mantenimiento del
ecosistema. En general, tanto la riqueza obser-
vada como la estimada, para la fijación de N2, fue
mayor en la rizosfera de robledales que en la de
encinares. La diversidad también fue mayor en la
rizosfera de robledales que en la de encinares,
aunque hay que señalar que una riqueza de 32
OTUs para CNA se tradujo en un índice de di-
versidad de 2,84 mientras que en CNB una ri-
queza menor (31 OTUs) reflejó una diversidad
mayor (2,88) (Fig. 2B). De nuevo los encinares tu-
vieron una diversidad menor para la diazotrofía,
siendo el índice de Shannon de 2,48 para el enci-
nar silvestre y de tan solo 1,23 para el quemado. 

Estos bajos niveles de diversidad para la fijación
de N2 contrastan con los valores obtenidos para
la diversidad procariótica que en el menor de
los casos fue de 3,74 para la zona LJQ, siendo

Figura 2. Índices de riqueza y diversidad de las genotecas clá-
sicas. A) Riqueza detectada (columnas negras) y estimada (co-
lumnas con líneas inclinadas) de acuerdo al algoritmo Chao1
de las librerías del gen nifH. B) Diversidad de acuerdo al índice
de Shannon de las librerías del gen nifH (columnas de líneas
inclinadas) y de las librerías del gen 16S rRNA (columnas ne-
gras). C) Riqueza detectada (columnas negras) y estimada (co-
lumnas con líneas inclinadas) de acuerdo al algoritmo Chao1
de las librerías del gen 16S rRNA. 

Figure 2. Diversity and richness indices of classical libraries.
A) Detected (black columns) and estimated (inclined lines co-
lumns) richness according to the Chao1 algorithm for the nifH
gene libraries. B) Diversity according to the Shannon index of
the nifH libraries (inclined lines columns) and 16S rRNA gene
libraries (black columns). C) Detected (black columns) and es-
timated (inclined lines columns) richness according to the
Chao1 algorithm for the 16S rRNA gene libraries. 
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este índice incluso superior a 4 para el caso de
las 2 zonas de robledal CNA y CNB. Señalar que
estas diferencias observadas entre la diversidad
procariótica y la de organismos diazotrofos eran
esperables, ya que la diversidad de microorga-
nismos presentes en un ecosistema siempre es
mayor que la diversidad de una ruta metabólica
concreta, más acentuado aún en el caso de la fi-
jación de N2 restringida únicamente a ciertos
grupos de procariotas. 

Las genotecas del gen 16S rRNA se construye-
ron y analizaron de forma similar a las del gen
nifH, pero en este caso el análisis estadístico de
∫-Libshuff no mostró que existieran diferencias
estadísticamente significativas entre las 4 geno-
tecas. Es decir, basándonos en estos datos no
podemos afirmar que las comunidades micro-
bianas de las 4 rizosferas sean diferentes. Aun-
que sí se observan diferencias en la riqueza
estimada según el índice Chao1 (Fig. 2C), que
fue mayor para la rizosfera de robledales. A
pesar de que la riqueza observada es muy simi-
lar en todos los casos (51 para LJQ, 56 para LJN
y 59 para CNA y CNB), la riqueza estimada di-
fiere en más de 100 OTUs (427 para LJQ, 515
para LJN y 591 para CNA y CNB). Esta mayor
riqueza de microorganismos estimada para la ri-
zosfera de los robledales coincide también con
la mayor riqueza de fijadores de nitrógeno.
Aunque hay que señalar que a diferencia de ésta
última, en el caso de la riqueza de microorga-
nismos, la observada estuvo muy próxima al
número de clones secuenciados (61), pero que la
estimada fue casi 10 veces mayor que este nú-
mero. Es decir para poder reflejar adecuada-
mente las comunidades de microorganismos de
estas rizosferas habría que secuenciar un mí-
nimo de 427 clones en la muestra de menor di-
versidad y riqueza (LJQ) y 591 clones en las
muestras de la rizosfera de robles. Además la
cobertura de la diversidad procariótica fue tan
sólo del 6,56% en la rizosfera de robles, incre-
mentando hasta el 13,11% en el caso del encinar
silvestre y hasta el 21,32% en el caso del encinar
quemado (LJQ), que es el de menor diversidad
y riqueza. Por tanto el análisis basado en la
construcción de genotecas clásicas del gen 16S
rRNA se queda corto en estos ecosistemas dada
su gran diversidad y riqueza. 

Diversidad procariótica mediante
aproximación metagenómica

Dada la alta biodiversidad de estos suelos rizos-
féricos y el alto número de clones a secuenciar
para reflejarla de forma adecuada, se procedió a
realizar esta caracterización mediante tecnologías
NGS (Next-generation sequencing) (MACLEAN
et al. 2009). Al tratar de analizar la diversidad
procariótica mediante el empleo del gen 16S
rRNA, hay que intentar obtener un fragmento de
amplificación de la mayor longitud posible. Por
este motivo se eligió el sistema 454 GS FLX que
secuencia fragmentos en torno a 400 pb y una pa-
reja de cebadores que genera fragmentos de
408 pb. Siguiendo esta estrategia se obtuvieron
13.294 secuencias en la muestra CNA y 10.585 en
la de CNB, que tras normalizarlas para igualar el
número de secuencias y analizarlas con el pro-
grama MOTHUR nos mostraron unos índices de
Shannon de 6,919 y 6,977; una riqueza observada
de 2.513 OTUs y 2.580 OTUs; y una riqueza esti-
mada de acuerdo a Chao1 de 4.608 OTUs y 4.463
OTUs para las muestras rizosféricas de CNA y
CNB respectivamente. Además con este mismo
programa se estimó que el grado de cobertura de
la diversidad total de los suelos fue de 89,15%
para la rizosfera de robles de CNA y de 88,01%
para la de CNB. El cálculo de todos estos pará-
metros nos refleja que con esta nueva tecnología
de secuenciación sí es posible abordar el estudio
de la diversidad procariótica en la rizosfera de
robles de forma adecuada. Así hemos podido de-
terminar la existencia de al menos 2.500 especies
en cada una de las rizosferas, que la estimación
de Chao1 nos eleva hasta alrededor de 4.500 es-
pecies, siendo este número mayor en el caso de la
rizosfera de la zona alta del robledal (4.608 espe-
cies). Además el estudio estadístico mediante los
programas Lib-compare y ∫-Libshuff, nos mues-
tra que ambos ecosistemas rizosféricos presentan
diferencias estadísticamente significativas. Por
tanto se pueden analizar para identificar bioin-
dicadores específicos de la zona alta o de la zona
baja del robledal de Cañar, que a su vez pueden
ser reflejo o servir para el seguimiento del cambio
climático. Para ello hay que centrarse en el estu-
dio de los grupos taxonómicos que son estadísti-
camente diferentes. En la Tabla 3 se presentan los
géneros que tienen diferencias estadísticamente
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significativas entre ambas zonas, ordenados
según su valor de significación. Entre todos los
géneros que son posibles bioindicadores resultan
especialmente interesantes Nocardioides, Blasto-
coccus (phylum Actinobacteria), Sphingomonas,
Methylibium (phylum Proteobacteria), Terrimonas
y Ferruginibacter (phylum Bacteroidetes) ya que
la proporción en el número de secuencias es casi

el doble en una zona de muestreo respecto a la
otra (Tabla 3). Así, si se produjera un incremento
en los porcentajes relativos de los géneros Sphin-
gomonas y/o Blastococcus en la zona alta del ro-
bledal de Cañar (CNA) nos podría estar
indicando unas condiciones ambientales con
mayor temperatura o menor humedad que la ac-
tual (cambio climático) o bien una mayor pre-
sencia humana. Este efecto climático o humano
sobre la rizosfera de los robles, sobre las comuni-
dades de los microorganismos asociados, podría
detectarse de forma previa a los efectos perjudi-
ciales sobre la salud de la formación boscosa. 

Construcción de genotecas metagenómicas

El aprovechamiento de los recursos naturales
también incluye los aspectos biotecnológicos
asociados al descubrimiento de nuevos proce-
sos, rutas metabólicas o enzimas con nuevas
propiedades. Los microorganismos de la rizos-
fera de robles y encinas, hasta el momento, no
han sido estudiados para determinar sus posi-
bles potencialidades en estos aspectos. Así
hemos construido 2 tipos de librerías metagenó-
micas para poder disponer de las herramientas
necesarias para el estudio de este tipo de aplica-
ciones. Además la construcción de las librerías
metagenómicas es, hasta el momento, la única
forma de preservar el «germoplasma» procarió-
tico dado que sólo el 1% de los microorganismos
son cultivables (GANS et al. 2005). El primer tipo
de librería se basa en la clonación de fragmen-
tos de ADN de 35 a 40 kb de tamaño, de forma
que tengamos operones completos para poder
secuenciarlos y estudiar la ruta metabólica com-
pleta. El segundo tipo de librería se basa en la
clonación de pequeños fragmentos de ADN, de
8 a 10 kb, para así poder expresar la proteína y
hacer determinaciones de tipo bioquímico. En el
primer caso se clonaron 350 Mb de información
de los microorganismos procedentes de la rizos-
fera de encinas y sólo 80 Mb de la microbiota de
robles. Si consideramos que el tamaño medio del
genoma de los microorganismos, tipo E. coli, es
de 4 Mb podemos asumir que se ha obtenido el
genoma completo de 87 bacterias distintas en la
rizosfera de encinas y 20 genomas en la de ro-
bles. Cuando el tamaño de inserto de las libre-

Géneros CNA CNB p-valor

Streptosporangium 5 93 2,38E-22

Nocardioides 298 155 2,10E-11

Sphingomonas 89 190 1,98E-09

Subdivision3_g.i.s. 10 55 3,81E-08

Gp10 98 37 2,00E-07

Arthrobacter 6 40 5,74E-07

Pedobacter 39 97 9,60E-07

Afipia 24 71 1,59E-06

Blastococcus 47 106 2,60E-06

Opitutus 19 58 1,08E-05

Gp1 83 145 4,13E-05

Microlunatus 25 4 5,95E-05

Dysgonomonas 14 0 6,10E-05

Massilia 21 55 1,00E-04

Methylibium 105 56 1,00E-04

Balneimonas 4 24 1,04E-04

Gemmatimonas 188 267 1,80E-04

Gp4 453 568 2,20E-04

Skermanella 3 20 2,77E-04

Terrimonas 114 66 3,40E-04

Gp22 14 1 5,19E-04

Dokdonella 26 7 9,40E-04

Polaromonas 15 2 1,31E-03

Tumebacillus 0 9 1,95E-03

Ferruginibacter 102 64 3,08E-03

Modestobacter 16 36 5,44E-03

Paenibacillus 9 24 9,06E-03

Tabla 3. Géneros detectados en la zona alta (CNA) y en la baja
(CNB) del robledal de Cañar que presentan diferencias esta-
dísticamente significativas entre ambas. Se indica el valor de
significación. 

Table 3. Genus with statistically significant differences detected
at the high altitude zone (CNA) and low altitude (CNB) of the
oak wood in Cañar. The significance value is indicated. 
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rías fue menor, librerías de expresión, obtuvi-
mos 750 Mb de información de la rizosfera de
encinas y 2.000 Mb de información genética de
los microorganismos de la rizosfera de robles. Es
decir tendríamos 187 genomas bacterianos com-
pletos de la rizosfera de encinas y 500 genomas
en la de robles. Estas 2 últimas librerías además
de su potencial biotecnológico, constituyen un
buen ejemplo de «germoplasma» ya que estarí-
amos preservando la información genética aso-
ciada a 187 especies microbianas de la rizosfera
de encinas y la de 500 especies de la rizosfera de
robles. 
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