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EL EFECTO DEL CLIMA EN LA BIOGEOGRAFÍA  
MICROBIANA DEL SUELO ASOCIADO A PLANTAS  
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Francisco Javier Pascual Martínez1, Silvia Marina Blanco Moya2,  
Juan Luis Ramos Martín3, Pieter Van Dillewijn4,

RESUMEN

Teniendo en cuenta que los microorganismos presentes en el suelo y especialmente en el suelo rizosférico 
ejercen un papel clave en la dinámica y el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, es necesario conocer 
como las comunidades microbianas se ven influenciadas por los cambios climáticos que se producen en el medio 
ambiente. Por consiguiente, el objetivo principal del presente estudio ha sido evaluar el efecto del clima en las 
comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de la planta cosmopolita tomillo salsero (Thymus zygis L) y en 
suelo suelto. Para ello se han estudiado tanto a nivel taxonómico como funcional las comunidades microbianas 
presentes en ambos tipos de suelo siguiendo un transecto altitudinal en dos regiones del Parque Nacional 
Sierra Nevada, Capileira y Puerto de la Ragua, durante dos años consecutivos. Los resultados obtenidos con 
la secuenciación masiva de amplicones de marcadores taxonómicos de bacterias y hongos en combinación 
con microchips funcionales (GeoChip) ha demostrado que las diferencias más significativas de comunidades 
microbianas se observan entre los distintos tipos de suelos (suelo suelto vs. suelo rizosférico) y en las distintas 
altitudes. También, el estudio ha permitido la identificación de los taxones bacterianos y fúngicos que componen 
los microbiomas centrales característicos de cada altitud. Este trabajo es el primer estudio sistemático de la 
diversidad taxonomía y funcional microbiana presente en diferentes regiones, tipos de suelos y altitudes en el 
Parque Nacional Sierra Nevada.

Palabras clave: Rizosfera, transecto altitudinal; diversidad microbiana, ADN metagenómico; Thymus zygis, cam-
bio climático, suelo
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THE EFFECT OF CLIMATE ON THE MICROBIAL  
BIOGEOGRAPHY IN SOIL ASSOCIATED WITH PLANTS 

IN SIERRA NEVADA

ABSTRACT

Due to the importance of microorganisms in the biosphere as participants in all known biogeochemi-
cal processes and their fundamental role in plant and animal health, it is of major importance to gain 
a better understanding of how the climate may affect soil microbial communities. Therefore, the main 
objective has been to study the effect of climate on the taxonomic and functional diversity of micro-
bial communities in the rhizosphere soil associated with the cosmopolitan wild thyme species Thymus 
zygis L and in bulk soil. To achieve this goal, the taxonomic and functional diversity of microbial soil 
and rhizosphere communities was studied along an altitudinal gradient in two regions (Capileira and 
Puerto de la Ragua) in the Sierra Nevada Nacional Park during two years. The results obtained using 
massive sequencing of amplicons of bacterial and fungal taxonomic markers together with the use of 
functional microchips (GeoChips) has revealed the differences in the microbial communities formed 
in the different soil types (bulk vs. rhizosphere) and at different altitudes. Furthermore, the results 
have permitted the definition of both the bacterial and fungal core microbiomes at each altitude. The 
study provides the first systematic survey of the microbial taxonomy and functional diversity present 
in different regions, soil types and altitudes in the Sierra Nevada National Park.  

Keywords: Rhizosphere, altitudinal gradient, microbial diversity, metagenomic DNA, Thymus zygis, climate chan-
ge, soil.

INTRODUCCIÓN

Existe una gran preocupación por el cada vez más 
evidente cambio climático que está teniendo lugar 
a escala global, y cómo este cambio está alterando 
a su vez la estructura y dinámica de los ecosiste-
mas. La mayoría de los estudios sobre el cambio 
climático y su efecto en los ecosistemas terrestres, 
se centran fundamentalmente en la fauna y flora 
macroscópica. No obstante, los efectos del cambio 
climático sobre los microorganismos del suelo se 
desconocen en gran medida, a pesar de que éstos 
juegan un papel clave en los ecosistemas.

Los microorganismos, incluyendo las bacterias, ar-
queas y hongos filamentosos, habitan el suelo en 
comunidades complejas y dinámicas, presentando 
una distribución heterogénea según las condiciones 

bióticas y abióticas circundantes. Por ejemplo, en la 
rizosfera, que es la parte del suelo que se encuentra 
bajo la influencia de las raíces de las plantas (HART-
MANN et al., 2007; DE BRUIJN 2013), las comu-
nidades microbianas se ven influenciadas principal-
mente por la especie de planta y las características 
del suelo (PHILIPPOT et al., 2013; BULGARELLI et 
al., 2013). En este biotopo, el flujo de nutrientes 
que provienen de los exudados radiculares libera-
dos por las plantas (BAIS et al., 2006) da lugar a una 
mayor actividad y riqueza microbiana que en la por-
ción de suelo más alejada de la raíz (suelo suelto).

En general, los microrganismos presentes en el 
suelo, y más específicamente en la rizosfera, juegan 
un papel importante en los ciclos biogeoquímicos 
así como en las redes tróficas. Un ejemplo es el 
papel que éstos presentan en la descomposición 
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de la materia orgánica gracias al arsenal de enzi-
mas hidrolíticas que poseen, y por consiguiente en 
la formación del propio suelo (SÉGUIN et al., 2005; 
DRIGO et al., 2008). Esto hace que los microrga-
nismos tengan una relación directa con el cambio 
climático tanto como productores y consumidores 
de gases con efecto invernadero tales como el dió-
xido de carbono, el metano y óxidos de nitrógeno 
(PHILIPPOT et al., 2009) así como determinantes 
de la cantidad del carbono secuestrado en el suelo 
(POWLSON et al., 2011). Sin embargo, el efecto del 
cambio climático sobre las comunidades microbia-
nas no se ha estudiado en profundidad hasta la fecha, 
limitando la precisión de los modelos del cambio cli-
mático formulados para predecir y mitigar posibles 
efectos adversos (GÄRDENÄS et al., 2011). Para 
determinar el efecto que ejerce el cambio climáti-
co sobre las comunidades bacterianas, los gradien-
tes altitudinales en las cordilleras montañosas que 
abarcan varios pisos termoclimáticos en una distan-
cia geográfica corta están recibiendo mucha aten-
ción en los últimos años. Hasta la fecha, son varios 
los estudios que se han centrados en los cambios 
taxonómicos y/o funcionales de las comunidades 
microbianas del suelo a lo largo de gradientes alti-
tudinales (BRYANT et al., 2008; FIERRER et al., 2011; 
YASIR et al., 2015; LIN et al.2015; YANG et al.2014; 
SILES & MARGESIN 2016; LANZEN et al., 2016; 
entre otros). No obstante, las conclusiones obteni-
das de dichos trabajos no siempre coincidieron y/o 
se limitaron a estudiar las comunidades microbianas 
de suelo suelto y no de suelo rizosférico. Debido 
a la marcada estratificación existente en el Parque 
Nacional de Sierra Nevada, éste resulta ser un lugar 
idóneo para llevar a término este tipo de estudios. 
Sierra Nevada es un macizo montañoso que alber-
ga un clima de bosque mediterráneo caracterizado 
por elevadas temperaturas y bajas precipitaciones 
durante los meses estivales y por bajas temperatu-
ras durante los invernales. En Sierra Nevada existen 
plantas cosmopolitas capaces de crecer en diferen-
tes altitudes como el tomillo salsero (Thymus zygis 
L), características que la convierte en una candidata 
idónea para ser utilizada como modelo de suelo 
rizosférico. Dicha planta posee una notable impor-

tancia ecológica en los bosques mediterráneos y a 
su vez, debido a los aceites esenciales que produce, 
es de gran interés en la industria farmacéutica, culi-
naria y cosmética (PASCUAL et al., 2016). Por tanto, 
el objetivo del presente trabajo ha consistido en 
estudiar el efecto del clima en la biodiversidad ta-
xonómica y funcional de los microorganismos (bac-
terias y hongos filamentosos) que habitan en suelo 
suelto y suelo rizosférico asociado a esta planta, a lo 
largo de un gradiente altitudinal.

MATERIAL Y MÉTODOS

Área de estudio y toma de muestras

En la primavera de 2013 y 2014 se llevó a cabo la 
recolección de muestras de suelo y suelo rizosféri-
co asociadas a las raíces de tomillo salsero (Thymus 
zygis) en el Parque Nacional de Sierra Nevada, Gra-
nada, España. En concreto, se recogieron tres mues-
tras de suelo suelto y tres muestras de suelo rizos-
férico a cinco altitudes diferentes: 1100m, 1400m, 
1700m, 2000m y 2300m, y en dos regiones del 
Parque Nacional Sierra Nevada: una zona cercana 
al municipio de Capileira y otra al de Puerto de la 
Ragua (Figura 1). Para la obtención del suelo rizos-
férico del tomillo salsero, en cada punto de mues-
treo se recogieron tres plantas adultas (11-15 cm 
de tamaño de tallo) y aparentemente sanas antes 
de la época de floración y a una distancia entre ellas 
de 1 a 13 m. Tanto las plantas con sus raíces como 
el suelo rizosférico adherido a ellas fueron intro-
ducidas en bolsas de plástico polietileno estériles 
y transportados al laboratorio para su procesa-
miento. Las muestras de suelo suelto se obtuvieron 
excavando a una profundidad de 10-15 cm en un 
área adyacente (máximo 0,5 metros de distancia) 
al lugar en el que se recogieron cada planta. Las 
muestras de suelo suelto (~5 cm3) se guardaron a 
-20 ºC en tubos Falcon de 50 ml (Sterilin) hasta su 
procesamiento. Una vez en el laboratorio, las raíces 
de las plantas fueron cortadas del tallo, descartando 
a su vez el suelo no adherido a las raíces. Poste-
riormente se lavaron las raíces con 100 ml de PBS 
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estéril agitando vigorosamente la solución durante 
5-10 min para que el suelo adherido a las raíces se 
dispersara. Este proceso se repitió dos veces. Tras 
eliminar las raíces, el barro resultante de ambos la-
vados fue mezclado en un tubo de 50 ml y centri-
fugados a 8.000 g durante 15 min. El sobrenadante 
resultante fue descartado, conservando el suelo 
rizosférico a -20 ºC hasta su análisis.

Fig. 1. Área de estudio y puntos de muestreo en el Parque 
Nacional de Sierra Nevada.

Secuenciación masiva de amplicones del 
gen 16S rARN y de la región intergénica 
(ITS) de los genes ARNr 5S-28S

El ADN metagenómico de cada muestra de 
suelo suelto y rizosférico fue extraído con el 
kit comercial Fast DNA Spin para suelos (MP 
Biomedicals, LLC., Solon, OH, USA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 

Para estudiar la estructura de las comunidades 
bacterianas se utilizó el gen ribosomal 16S ARN. 
Para ello la región hipervariable V123 de dicho gen 
fue amplificada por PCR utilizando los cebadores 
universales del dominio Bacteria 5´-TCAGAGT-
TTGATCCTGGCTCAG-3´ y 5´-CACCGCGGC-

KGCTGGCAC-3’ (BROSIUS et al., 1978). Dichos 
cebadores fueron suplementados con la secuencia 
fusión A o B de la tecnología 454, junto con 4 nu-
cleótidos «key tag» y 10 nucleótidos específicos 
de cada muestra utilizados para la identificación. 
Para llevar a cabo la amplificación por PCR se uti-
lizaron 0,3 ng de ADN metagenómico, 250 µM de 
cada uno de los cuatro dNTPs, 200 nM de cada 
cebador, 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Roche), 
y el apropiado tampón proporcionado por el fa-
bricante. El programa de amplificación de PCR 
fue el siguiente: 1 ciclo de 5 min a 95 °C; 30-35 
ciclos de 45 s a 95°C, 45 s a 43-55 °C, y 2 min 
a 72°C; y un ciclo final de 10 min a 72 °C. Los 
amplicones fueron posteriormente purificados 
corriendo un gel de agarosa al 1% (p/v) y extra-
yendo la banda cortada que contenía el ADN con 
el kit QIAQUICK Gel Extraction (Qiagen, Hilden, 
Germany). Los productos de amplificación fueron 
cuantificados utilizando QUBIT (Invitrogen) y pos-
teriormente enviados como mezcla equimolar a la 
compañía Macrogen (Seúl, Corea del Sur) para ser 
pirosecuenciados. Para ellos una EmPCR fue rea-
lizada antes de la pirosecuenciación bidireccional 
con la tecnología Roche GS FLX Titanium.

Para estudiar la estructura de las comunidades 
fúngicas se utilizó la región intergénica (ITS) de 
los genes ARNr 5S-28S. Para ello se utilizaron 
los cebadores 5´-GTGAATCATCGAATCTTT-
GAA-3’ (ITS86F) y 5’-TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC-3’ (ITSR2) que delimita la región ITS2 (OP 
DE BEECK et al., 2014). Dichos cebadores fueron 
suplementados con una secuencia para facilitar la 
unión del adaptador identificador y la secuencia 
necesaria para utilizar la tecnología Illumina. Para 
llevar a cabo la amplificación por PCR se utilizaron 
0,3 ng de ADN metagenómico, 200 µM de cada 
uno de los cuatro dNTPs, 500 nM de cada cebador, 
0,6 U de Q5 High-Fidelity ADN polimerasa (New 
England Biolabs), y el apropiado tampón propor-
cionado por el fabricante. El programa de ampli-
ficación de PCR fue el siguiente: 1 ciclo de 30 s a 
98°C; 30-35 ciclos de 10 s a 98°C, 15 s a 56°C, y 
30 s a 72°C; y un ciclo final de 2 min a 72°C. Cada 
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reacción de PCR se mandó a la Unidad de Ge-
nómica (Fundación Parque Científico de Madrid) 
donde se llevó a cabo el marcaje con secuencias 
identificativas de cada muestra y la secuenciación 
con Illumina MiSeq de 2 x 250 ciclos.

Análisis por microchips funcionales GeoChip

Para llevar a cabo el análisis funcional de las co-
munidades se seleccionó cinco muestras de suelo 
suelto y suelo rizosférico representativas de cada 
altitud tanto de la zona de Capileira tanto de 
Puerto de la Ragua. Para ello se mandaron las 
muestras de suelo a Glomics Inc. (USA), donde 
efectuaron la extracción de ADN metagenómico 
con el kit FastDNA spin para suelo (GAO et al., 
2014). El marcaje del ADN metagenómico, hibri-
dación ADN-ADN con las sondas del GeoChip 
5.0 con 180,000 sondas de ADN, la detección y 
posterior normalización de los resultados fueron 
efectuados por Glomics Inc siguiendo el proto-
colo descrito por VAN NOSTRAND et al. (2016). 

Análisis bioinformático y estadístico  
de los datos

Las secuencias parciales del gen ARNr 16S fueron 
recortadas, filtradas y las potenciales secuencias 
quiméricas eliminadas siguiendo el procedimien-
to sugerido por Qiime para datos de secuencias 
454, utilizando la versión del paquete informático 
1.9.1 (CAPORASO et al., 2010). Para llevar a cabo 
el agrupamiento de las secuencias en unidades ta-
xonómicas operativas (en inglés, OTUs) se utilizó 
el flujo de trabajo «open» desarrollado en Qiime. 
Los OTUs se definieron al 97% de similitud de se-
cuencia utilizando la herramienta uclust y la base 
de datos SILVA versión 119 (QUAST et al., 2013). 

Para el análisis de las secuencias de ITS2 tam-
bién se utilizaron las herramientas y el proce-
dimiento sugerido por Qiime, siguiendo el flujo 
de trabajo «open» y la base de datos UNITE 
versión 7 (01-08-2015) (KÖLJALG et al., 2013). 

Los análisis de alfa y beta diversidad basados en 
análisis multivariables fueron realizados median-
te las herramientas disponibles en Qiime v1.9.1 
(CAPORASO et al., 2010) y en el caso de los datos 
de GeoChip con las herramientas estadísticas dis-
ponibles en la Universidad de Minnesota (http://
ieg.ou.edu/ microarray). La comparación entre las 
medianas de grupos univariantes se realizó utili-
zando el test no paramétrico ANOVA denomi-
nado Kruskal-Wallis. Para análisis post hoc por 
parejas de grupos, se utilizó el test Mann-Whit-
ney. Para llevar a cabo la comparación estadística 
entre grupos basados en datos multivariables, se 
aplicó el test no-paramétrico ANOSIM utilizando 
las distancias UniFrac en el caso de bacterias y 
Bray-Curtis en el caso de hongos y para Geo-
Chips. Además, para evaluar el posible efecto de 
la altitud en el cambio de las agrupaciones funcio-
nales de los GeoChips se realizó el test de Mantel. 
En todos los test estadísticos, se rechazó la hipó-
tesis nula cuando el p-valor fue inferior a 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Diversidad bacteriana en suelos  
del Parque Nacional Sierra Nevada  
a lo largo un gradiente altitudinal

Las comunidades bacterianas presentes en mues-
tras de suelo suelto y rizosférico se analizaron a lo 
largo de un gradiente altitudinal, en dos zonas del 
parque nacional de Sierra Nevada y durante dos 
años consecutivos. El gradiente altitudinal com-
prendió las altitudes de 1100m, 1400m, 1700m, 
2000m y 2300m. Mediante la pirosecuenciación 
de los amplicones de 16S ARNr con la tecnología 
454 GS FLX de Roche se obtuvieron 3.066.594 
secuencias. Tras su posterior filtrado por calidad, 
longitud y posible presencia de quimeras, resultó 
un total de 1.365.077 secuencias de alta calidad y 
con una longitud media de 441 nt. 

Independientemente del lugar, año, tipo de suelo 
o altitud, a nivel taxonómico los taxones bacte-
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rianos dominantes fueron Actinobacteria, Alphapro-
teobacteria, Acidobacteria, y en menor abundancia 
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Plancomy-
cetes, Gemmatimonadetes, Gammaproteobacteria, 
Chloroflexi, Bacteriodetes y Firmicutes (Figura 2). En 
el caso del Alphaproteobacteria, las familias do-
minantes fueron Bradyrhizobiaceae (0,9-9,4% del 
total de la comunidad) y Hyphomicrobiaceae (1,3-
5,5%). Ambos taxones están íntimamente relacio-
nados con plantas y en general a suelo. Especies 
de ambas familias tienen la capacidad de poder 
establecer relaciones simbióticas con algunas le-
guminosas formando nódulos en las raíces donde 
llevan a cabo la fijación del nitrógeno (KUYKEN-
DALL 2015). Además, la familia Hyphomicrobiaceae 
también incluye bacterias fotosintéticas púrpura 

que pueden contribuir a la producción primaria 
del ecosistema y unos pocos representantes ca-
paces de crecer anaeróbicamente mediante des-
nitrificación (OREN & XU, 2014). En el caso del 
filo Actinobacteria, las familias Solirubrobacteraceae 
(0,1-2,4%) y Streptomycetaceae (0,8-8,2%) fueron 
las mayoritarias. Estos taxones son habituales de 
las comunidades microbianas del suelo y se carac-
terizan por su resistencia a condiciones adversas 
como desecación y radiación solar entre otras 
(WHITMAN 2015). En el caso del filo Acidobac-
teria, la subdivisión 6 fue la mayoritaria (1,0-5,2%). 
Esta subdivisión, a pesar de ser normalmente uno 
de los taxones dominantes del suelo se caracte-
riza por ser extremadamente oligotrófico y de 
lento crecimiento (PASCUAL et al., 2015).

Fig. 2. Valor medio de las abundancias relativas de los filos bacterianos y clases de proteobacterias mayoritarios (> 1%) iden-
tificados en las muestras de suelo suelto y suelo rizosférico en los diferentes puntos de muestreo.

Cuando la estructura taxonómica de las comu-
nidades bacterianas fue analiza en base al tipo 

del suelo, suelo suelto vs. rizosfera, las abun-
dancias relativas de un gran número de filos re-
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sultaron ser estadísticamente diferentes (Krus-
tal-Wallis, p-valor < 0,05): Alphaproteobacteria, 
Armatimonadetes, Chloroflexi, Nitrospirae, Acido-
bacteria, AD3, Bacteroidetes, Cyanobacteria, WS3, 
Planctomycetes, TM7, GN02, Elusimicrobia, OD1, 
FBP, Firmicutes, Betaproteobacteria, Gammapro-
teobacteria, GAL15, Tenericutes, TM6 y WPS-2. 
En el suelo rizosférico, los filos Actinobacteria, 
Alphaproteobacteria y Bacteroidetes fueron más 
numerosos, mientras que los filos Acidobacteria, 
Chloroflexi y Planctomycetes lo fueron en suelo 
suelto. Las diferencias entre las comunidades 
bacterianas presentes en cada tipo de suelo 
podrían deberse a la diferente concentración 
de nutrientes en los suelos rizosféricos debido 
a los exudados radiculares excretados por las 
plantas (PASCUAL et al., 2016).

En el caso del gradiente altitudinal, las abun-
dancias relativas de Alphaproteobacteria, AD3, 
WPS-2, Cyanobacteria, FBP, Thermi, Nitrospirae, Fir-
micutes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Verrucomi-
crobia, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
AT18, GAL15, OD1 y GN02 fueron diferentes 
entre altitudes distintas (Kruskal-Wallis, p-valor 
< 0,05). Algunos taxones como Alphaproteobac-
teria y Verrucomicrobia redujeron sus abundan-
cias conforme se incrementó la altitud mientras 
que los filos Gemmatimonadetes y AD3 incre-
mentaron su abundancia progresivamente con 
la altitud. Otros taxones como Chloroflexi y Del-
taproteobacteria presentaron abundancias relati-
vas mayores a baja y altas altitudes, reduciendo 
sus valores a altitudes intermedias, mientras que 
contrariamente Betaproteobacteria incremento 
su abundancia a altitudes intermedias (Figura 3).

Las comunidades bacterianas presentes en lo 
largo del transecto altitudinal presentaron va-
lores de riqueza de OTUs (97% similitud) simi-
lares (Kruskal-Wallis, p-valor < 0,05). Los valo-
res de riqueza oscilaron entre 3582,0 ± 268,0 
OTUs a 1400 m y 4726,0 ± 500,6 OTUS a 2000 
m. Estos valores de riqueza son comparables a 
los obtenidos en previos estudios centrados en 

el mismo tipo de ecosistema (PASCUAL et al., 
2016). Respecto a los índices de diversidad de 
Shannon-Wiener y de dominancia de Simpson 
(1-D), en ambos casos se observaron diferen-
cias significativas entre las cinco altitudes (Krus-
kal-Wallis, p-valores 0,009 y 0,0002, respecti-
vamente). La tendencia de ambos índices fue a 
decrecer a los 1400 m de altitud, volviendo a 
crecer a mayores altitudes. Los valores mayo-
res de diversidad y dominancia se alcanzaron a 
los 2000 m. Los valores de diversidad oscilaron 
entre 8,8 y 12,0. Estos valores sugirieron que 
en el suelo de Sierra Nevada existe una gran di-
versidad de taxones, al menos durante la época 
de muestreo que coincidió con la floración del 
tomillo. Dicha época se caracterizó por mayores 
precipitaciones y por unas temperaturas mode-
radas, clima típico de primavera del bosque me-
diterráneo. En el caso del índice de dominancia, 
los valores oscilaron entre 0,988 y 0,999. Estos 
valores próximo a 1 indica que la abundancia de 
todos los OTUs es homogénea entre ellos. En 
general, conforme se incrementa en altitud en 
un sistema montañoso las condiciones ambien-
tales son más extremas (MARGESIN et al., 2009) 
por lo que en principio se esperaría una reduc-
ción de la riqueza y diversidad bacteriana. No 
obstante, en el presente estudio se ha observa-
do un incremento en dichos parámetros con la 
altitud, recuperándose los valores mínimos de 
riqueza, diversidad y dominancia a 1400m. Pre-
vios estudios han demostrado que los patrones 
ecológicos no se rigen de igual manera que la 
macro-flora y fauna. De hecho existen estudios 
de ecología microbiana de suelos donde se ob-
servó un incremento en los índices de diver-
sidad con la altitud (FIERER et al., 2011; SHEN 
et al., 2013), un descenso (BRYANT et al., 2008; 
ZHANG et al., 2014) u otras tendencias fluc-
tuantes (SINGH et al., 2012). Por ejemplo, SILES 
& MARGESIN (2016) observaron que los valo-
res de riqueza, diversidad y equitatividad fueron 
diferentes al comparar las comunidades presen-
tes en el punto de muestreo de menor altitud 
con respecto a los mayor altitud. No obstante 



Proyectos de investigación en Parques Nacionales: 2012-2015Francisco Javier Pascual, et al.

466

al comparar los puntos de muestreo de mayor 
altitud entre sí, no observaron diferencias signi-
ficativas respecto a la alfa-diversidad. En nuestro 
caso, el incremento en los valores de alfa-diver-

sidad pudo estar relacionado con el incremento 
en la concentración de nutrientes observado 
a mayores altitudes (datos no demostrados) u 
otros factores abióticos.

Fig. 3.  Medias de los indicadores de diversidad de las comunidades bacterianas en las distintas altitudes: A) índice de diversi-
dad de Shannon-Wiener (H’); y B) riqueza observada (OTUs 97%). 

Cuando se compararon las comunidades del 
suelo suelto y el suelo rizosférico, no se obser-
varon diferencias significativas respecto a la ri-

queza de OTUs ni del índice de diversidad. No 
obstante, si se observaron diferencias significa-
tivas con respecto al índice de Simpson (Krus-
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kal-Wallis, p-valor = 0,009), obteniéndose ma-
yores valores en el suelo suelto. Este resultado 
indica que en las raíces existe un mayor número 
de OTUs dominantes que con respecto el suelo 
suelto. El hecho de que la riqueza y la diversidad 
de ambos tipos de suelo no fueran estadística-
mente diferentes fue sorprendente por la in-
fluencia de los exudados radicales de las raíces, 
sin embargo otros autores han observado este 
hecho en otras plantas como por ejemplo en la 
rizosfera de arroz EDWARDS et al. (2014). 

Las curvas de rarefacción y la comparación 
entre la riqueza observada con respecto al esti-
mador no paramétrico de riqueza Chao1 (datos 
no mostrados) confirmaron que se llevó a cabo 
un gran esfuerzo de muestreo de las comuni-
dades bacterianas, teniendo acceso a la mayor 
parte de los OTUs (KEMP & ALLER 2004).

Para comparar las estructuras de las comunidades 
en base del tipo de suelo y la altitud, las muestras 
fueron analizas con el estadístico multivariable 
ANOSIM. Este estadístico corroboró que la es-
tructura de las comunidades bacterianas del suelo 
suelto con respecto a la rizosfera eran diferentes 
(p-valor < 0,01; permutaciones 9999). Similar re-
sultado se obtuvo al comparar las cinco altitudes 
entre sí (p-valor < 0,01; permutaciones 9999).

Con el fin de identificar especies bacterianas re-
presentativas de cada altitud analizada, se definió 
el microbioma central bacteriano correspondien-
te a cada altitud teniendo en cuenta los datos de 
dos años consecutivos, dos regiones del macizo 
montañoso de Sierra Nevada, y los dos tipos de 
suelo. Esta combinación de tipos de muestra hizo 
que los resultados obtenidos fueran robustos, 
pues se tuvo en cuenta el posible cambio anual 
en la estructura de las comunidades así como 
el posible cambio longitudinal del muestreo. Los 
microbiomas centrales encontrados albergaron 
un total de 16, 23, 18, 30 y 11 OTUs para las al-
titudes 1100m, 1400m, 1700m, 2000m o 2300m, 
respectivamente. La gran mayoría de estos OTUs 

fueron identificados como representantes de 
varias familias de los filos Proteobacteria y Ac-
tinobacteria. El microbioma central definido en 
el presente estudio resulto ser similar al micro-
bioma central de la rizosfera de tomillo salsero 
determinado en un estudio anterior (PASCUAL 
et al., 2016). Del conjunto de OTUs pertenecien-
te a los microbiomas centrales, tres OTUs fueron 
compartidos por las cinco altitudes. Dichos 
OTUs pertenecen a las familias Bradyrhizobiaceae, 
Hyphomicrobiaceae y Geodermatophilaceae, taxo-
nes que se caracterizan por estar bien adaptadas 
a las condiciones ambientales existentes en Sierra 
Nevada y por presentar una gran versatilidad me-
tabólica, hecho que le permiten habitar tanto en 
suelo suelto como suelo rizosférico. Destaca la 
gran abundancia de representantes de la familia  
Bradyrhizobiacea en los microbiomas centra-
les. Representantes de esta familia también han 
sido identificadas en otros regiones del Parque 
Nacional en estudios de suelo rizosférico (CO-
BO-DÍAZ et al.,2014; PASCUAL et al., 2016) y 
dado su directa implicación en el ciclo de nitró-
geno (COBO-DÍAZ et al., 2015), se sugiere que 
este ciclo biogeoquímico es particularmente im-
portante en el subsuelo de Sierra Nevada. 

La diversidad y biogeografía fúngica en 
suelos del Parque Nacional Sierra Nevada 
a lo largo de un gradiente altitudinal

En el caso de la comunidades fúngicas, el estudio 
de la diversidad taxonómica se basó en ampliacio-
nes de la región ITS2 a partir del ADN metagenó-
mico secuenciados mediante la tecnología MiSeq 
Illumina. Un total de 14.952.893 secuencias de 
alta calidad con una longitud media de 298 nt se 
obtuvieron tras filtrar las 21.257.149 secuencias 
obtenidas originalmente. Los resultados mostra-
ron que las comunidades fúngicas presentes en 
las muestras analizadas estaban dominadas por 
representantes del filo Ascomycota cuya abundan-
cia relativa oscilo entre el 48,4% y el 88,5% del 
total (Figura 4). Las clases dominantes de dicho 
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filo resultaron ser Dothideomycetes, Pezizomycetes, 
Sordariomycetes, Eurotiomycetes y Leotiomycetes. El 
segundo filo mayoritario fue Basidiomycota (4,9% 
- el 50,2%), representado principalmente por las 
clases Agaricomycetes y Tremellomycetes. Aunque 

en menor proporción, las comunidades también 
albergaron representantes de los filos Glomeromy-
cota y Zygomycota, Chytridiomycota y Rozellomycota 
junto con un grupo de OTUs que no pudieron ser 
clasificados a nivel de filo (Figura 5).

Fig. 4. Valor medio de las abundancias relativas de los filos fúngicos mayoritarios (> 1%) identificados en las muestras de suelo 
suelto y suelo rizosférico en ambos regiones de muestreo y en dos años consecutivos.
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Fig. 5.  Medias de los indicadores de diversidad de las comunidades fúngicas en las muestras del gradiente altitudinal: 
A) índice de Shannon-Wiener (H’); B) la riqueza observada (OTUs 97%); y C) índice de Dominancia de Simpson (1-D).

Las comunidades fúngicas presente en suelo 
suelto y en la rizosfera se diferenciaron prin-
cipalmente respecto a la abundancia de repre-
sentantes de los filos Glomeromycota y Chytri-
diomycota que fue mayor en el suelo suelto, 
mientras que el grupo de hongos no clasifica-
dos fue mayor en la rizosfera (Kruskal-Wallis, 
p-valor< 0,05). El hecho de que Glomeromycota 
apareciera en mayor abundancia en suelo suelto 

no coincide con la biología de este microorga-
nismo, pues en general este filo se asocia con 
micorrizas arbusculares (del Inglés, AMF). No 
obstante, tal y como han apuntado otros auto-
res, no todos los AMF son simbiontes obligados 
de plantas (HEMPEL et al., 2007). Al comparar 
las comunidades fúngicas en base al gradiente 
altitudinal, también se observaron diferencias 
significativas en las abundancias relativas de los 
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filos Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromyco-
ta, Chytridiomycota y Zygomycota. En el caso de 
Ascomycota, su abundancia fue mayor a 1100m, 
2000m y 2300m, mientras que la abundancia 
de Basidiomycota fue mayor a 1400m y 1700m. 
Las comunidad fúngica asociada al suelo rizos-
férico presentó una mayor riqueza de OTUs 
(97% similitud) y fue más diversas que la del 
suelo suelto (Kruskal-Wallis, p-valor < 0,05). El 
número de OTUs observados en el suelo rizos-
férico y suelto fueron 1883,5 ± 63,8 y 1056,25 
± 53,7, respectivamente, mientras que los valo-
res de diversidad de Shannon-Wiener (H´) os-
cilaron entre 6,0 ± 0,1 y 5,6 ± 0,1. Los valores 
de riqueza y diversidad fueron inferiores que 
los obtenidos para bacterias a pesar de definir 
los OTUs a un mismo nivel de similitud de se-
cuencia y a que la tasa de evolución de la región 
ITS es mayor que la del gen rARN 16S. Esta 
discrepancia entre hongos y bacterias también 
ha sido observada por otros autores en suelos 
de bosque alpino en los Alpes italianos (SILES 
& MARGESIN, 2016). Respecto al valor de do-
minancia de Simpson, no se observaron dife-
rencias significativas entre ambos tipo de suelo. 
Los valores de dominancia también fueron in-
feriores a los obtenidos para bacterias (0,94 
± 0,008 en rizosfera y 0,93 ± 0,006 en suelo 
suelto), sugiriendo que en el caso de hongos 
unos pocos taxones fueron los mayoritarios, y 
por consiguiente la estructura de las comuni-
dades fue más heterogénea que en el caso de 
las bacterias. Dicho fenómeno se puede ver en 
la distribución taxonómica de los filos, donde 
el filo Ascomycota domina claramente las comu-
nidades. Al comparar los índices de diversidad 
de hongos a lo largo del transecto altitudinal 
se observó la misma dinámica que la comuni-
dad bacteria, produciéndose un descenso en 
los valores de alfa-diversidad desde 1100m a 
1400m, e incrementándose los valores poste-
riormente con la altitud. Los valores de rique-
za oscilaron en entre 1296,0 ± 113,4 OTUs a 
1400m y a 1643,3 ± 114,7 OTUs a 2000m. No 
obstante, dichas diferencias no fueron significa-

tivas (Kruskal-Wallis, p-valor > 0,05). Por otra 
parte, en el caso de los índices de diversidad 
(H´) y dominancia (1-D) si se observaron dife-
rencias significativas en las diferentes altitudes 
siendo mayores a 2000 m e inferiores a 1400m. 
La comparación de los valores de riqueza ob-
servada con la estimada mediante el estadístico 
Chao1 así como las curvas de rarefacción ge-
neradas confirmaron que el esfuerzo de mues-
treo realizado fue suficiente para acceder a la 
gran mayoría de taxones estimados (datos no 
mostrados).

Al igual que en las comunidades bacterianas, 
el análisis mediante ANOSIM mostró que las 
comunidades fúngicas del suelo suelto y de la 
rizosfera presentaron diferente composición 
(p-valor < 0,05; 9999 permutaciones). Las co-
munidades fúngicas presentes en cada altitud 
se pudieron diferenciar claramente entre ellas 
(ANOSIM, p-valor < 0,05, 9999 permutacio-
nes), sugiriendo que la composición de hongos 
se ven fuertemente influenciados por las con-
diciones bióticas y abióticas asociadas a cada 
altitud. 

El microbioma central fúngico de cada altitud 
comprendió un total de 23, 5, 10, 24 y 20 OTUs 
(97% similitud de secuencia) para las muestras 
de las altitudes 1100m, 1400m, 1700m, 2000m 
y 2300m, respectivamente. La gran mayoría de 
estos OTUs fueron identificados como repre-
sentantes de los filos Ascomycota y Basidiomyco-
ta. De estos OTUs, ninguno fue observado en 
todas las altitudes. No obstante, 5 OTUs iden-
tificados como Agaricomycetes, Tremellomycetes, 
Dothideomycetes, y dos no clasificados fueron 
compartidos por 4 altitudes. Además de los 
OTUs compartidos por varias altitudes, otros 
resultaron ser exclusivamente universales de 
cada altitud y por consiguiente podrían servir 
como potenciales bioindicadores. Hasta la fecha, 
esta es la primera vez que se estudia los micro-
biomas centrales fúngicos asociados a un gra-
diente altitudinal en una cordillera montañosa.



El efecto del clima en la biogeografía microbiana del suelo asociado a plantas en Sierra Nevada

471

Análisis de la diversidad funcional  
en un gradiente altitudinal

La diversidad funcional microbiana asociada 
a cada altitud se analizó con la herramienta 
GeoChip (HE et al., 2010), utilizando para ello 
el ADN metagenómico de las muestras de 
suelo suelto como rizosférico pertenecientes 
a cada una de las cinco altitudes analizadas de 
la zona de Capileira. El análisis con el Geo-
chips consistió en la hibridación del ADN me-
tagenómico frente a una extensa batería de 
sondas de ADN de genes involucrados en los 
ciclos biogeoquímicos del carbono, nitrógeno, 
fósforo y azufre así como genes involucrados 
en el metabolismo de energía, resistencia a 
antibióticos o metales pesados y en la degra-
dación de contaminantes orgánicos. La inten-
sidad de fluorescencia normalizada de cada 
sonda es una medida directa del número de 
copias de un mismo gen presente en el am-
biente y por consiguiente una medida indi-
recta de la abundancia de grupos funcionales 
microbianos VAN NOSTRAND et al. (2016). 
El perfil de las categorías funcionales analiza-
das en las muestras de suelo suelto fue más 
heterogéneo que en suelo rizosférico con un 
marcado aumento en las intensidades de señal 
en la muestra del suelo suelto a 1700m (Figura 
6). Sin embargo, por lo general, se detectó una 
mayor abundancia de genes pertenecientes a 
todas las categorías funcionales analizadas en 
las muestras de suelo rizosférico. Además el 
análisis multivariable de la estructura de los 
grupos funcionales de las comunidades micro-
bianas presente en suelo suelto y rizosférico 
resultaron ser estadísticamente diferentes 
(ANOSIM, p-valor < 0,05). Además, también 
se observó un incremento en la abundancia 
de genes conforme se incrementaba en alti-
tud, siendo esta tendencia más evidente en la 
rizosfera. Mediante el test Mantel se observó 
que existe una correlación negativa (r= -0,29; 
p-valor < 0,05) entra la estructura funcional 
de las comunidades y la altitud. 

Fig. 6.  Intensidad total de señal normalizada de genes 
funcionales presentes en cada muestra analizada con los 
GeoChips. Los genes aparecen agrupados en categorías 
funcionales.

Si en lugar de la intensidad de señal se cuentan 
el número de distintos genes que dieron seña-
les, siempre el número total fue mayor en las 
muestras de suelo rizosférico que en suelo a 
igual altitud (datos no mostrados). Este mayor 
número de genes en suelo rizosférico se puede 
interpretar como un aumento en la diversidad 
funcional de las comunidades microbianas. El 
hecho que las comunidades microbianas de 
la rizosfera sean funcionalmente más diversas, 
puede deberse al mayor número de interac-
ciones existentes, planta-microorganismo y mi-
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croorganismo-microorganismo, así como por la 
existencia de una mayor cantidad y diversidad 
de nutrientes (BAIS et al., 2006). Por otra parte 
la reducida homogeneidad entre las muestras 
del suelo suelto podría indicar que estas co-
munidades microbianas son más susceptibles 
a factores abióticos que aquellas asociadas a 
suelo rizosférico. 

La predominancia de bacterias íntimamen-
te relacionadas con el ciclo de nitrógeno en 
los microbiomas centrales bacterianos como 
es el orden Rhizobiales y particularmente la 
familia de Bradyrhizobiaceae apuntan a una 
gran relevancia del ciclo de nitrógeno en 
dicho entorno. Los resultados (Figura 7) con 

los GeoChips confirmaron la abundancia de 
genes relacionados con el ciclo del nitróge-
no especialmente aquellos asociados con los 
procesos de amonificación, desnitrificación y 
fijación de nitrógeno. Además, el número de 
genes asociados a estos procesos aumentan 
con la altitud siendo siempre mayor en la ri-
zosfera que en suelo suelto. La amonificación, 
la desnitrificación y la fijación de nitrógeno 
son procesos cíclicos de liberación y capta-
ción de nitrógeno atmosférico, respectiva-
mente (BARTON & NORTHUP, 2011). Por 
lo cual, los resultados del estudio funcional 
apuntan que a mayor altitud existe un mayor 
transformación de nitrógeno especialmente 
en suelo rizosférico.

Fig. 7.  Número total de diferentes genes funcionales relacionados con el ciclo de nitrógeno.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto 
que la estratificación altitudinal ejerce sobre la 
estructura taxonómica y funcional de las comu-
nidades de bacterias y hongos presentes tanto 

en suelo suelto como rizosférico. Los resulta-
dos obtenidos han confirmado que las comuni-
dades bacterianas se ven claramente influencia-
das por el tipo de suelo en el que habitan así 
como por la altitud en el que se encuentran. 
Con el fin de identificar especies microbianas 
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representativas de cada altitud analizada, se de-
finió el microbioma central correspondiente a 
cada altitud. Hasta la fecha, este es el primer 
estudio que estudia en paralelo las comuni-
dades microbianas asociadas al suelo suelto y 
suelo rizosférico a lo largo de transectos al-
titudinales. Además, este estudio ha permitido 
incrementar el conocimiento que se tenía de la 
diversidad taxonómica y funcional de microor-
ganismos presentes en suelos del parque Na-
cional de Sierra Nevada y de la rizosfera del 
tomillo salsero. 
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