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RESUMEN 

Se ha realizado el aislamiento y la identificación de hongos y bacterias asociadas a la 

rizosfera de 5 plantas aromáticas: Melissa officinalis, Salvia officinalis, Santolina 

chamaecyparissus, Salvia lavandulifolia y Helichrysum italicum. Se han conseguido 

aislar y cultivar puras 23 bacterias, de las cuales 11 han sido identificadas a nivel de 

especie por la secuenciación del gen de ARNr 16S (y adicionalmente en algunos casos 

con el gen gyrA). 9 bacterias han sido identificadas por el momento sólo a nivel de 

género y 3 no han podido secuenciarse. Con respecto a los hongos, se han conseguido 

aislar 17 hongos en cultivos puros, de los cuales, se han identificado por la 

secuenciación de la región ITS (y adicionalmente el gen de β-tubulina para uno de ellos) 

14 a nivel de especie, 1 a nivel de género y 2 no han podido secuenciarse. La mayoría 

de las bacterias están descritas como bacterias con actividades que pueden promover 

el crecimiento en plantas y otras pueden tener posibles aplicaciones biotecnológicas. 

En los hongos, hemos encontrado patógenos que podrían ser utilizados en estudios de 

fitopatología y también hemos encontrado 2 hongos de gran interés: Talaromyces 

pinophilus que se ha descrito como microparásito del extendido hongo Botrytis cinérea 

y es un buen candidato para su aplicación como agente de biocontrol; y Clonostachys 

rosea que presenta actividad antagonista frente a diversos hongos patógenos y ya se 

comercializa por diferentes empresas como agente de control biológico. El trabajo ha 

permitido disponer de un pequeño banco de hongos y bacterias de la rizosfera para 

evaluar en próximas investigaciones con plantas aromáticas en cultivo. 

 

ABSTRACT 

The isolation and identification of fungi and bacteria associated with the rhizosphere of 

5 aromatic plants has been carried out: Melissa officinalis, Salvia officinalis, Santolina 

chamaecyparissus, Salvia lavandulifolia and Helichrysum italicum. 23 bacteria have 

been isolated and pure cultured, of which 11 have been identified at the species level by 

sequencing the 16S rRNA gene (and additionally in some cases with the gyrA gene). 9 

bacteria have so far been identified only at the genus level and 3 have not been 

sequenced. With respect to fungi, 17 fungi have been isolated in pure cultures, of which 

14 have been identified by sequencing the ITS region (and additionally the β-tubulin gene 

for one of them) at the species level. 1 at genus level and 2 could not be sequenced. 

Most bacteria are described as bacteria with activities that can promote growth in plants 

and others may have potential biotechnological applications. In fungi, we have found 

pathogens that could be used in phytopathology studies and we have also found 2 fungi 

of great interest: Talaromyces pinophilus, which has been described as a microparasite 

of the widespread fungus Botrytis cinerea and is a good candidate for its application as 

a biocontrol agent; and Clonostachys rosea, which presents antagonistic activity against 

various pathogenic fungi and is already marketed by different companies as a biological 

control agent. The work has made it possible to have a small bank of fungi and bacteria 

from the rhizosphere to evaluate in future research with aromatic plants in cultivation. 
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1. INTRODUCCION 

1.1 La ancestral asociación de las plantas con microorganismos 

El origen de la vida en la Tierra se sitúa en el medio acuático hace 

“aproximadamente” 4000 millones de años (dependiendo de las fuentes 4300-

3700 millones de años). También existe un amplio margen de tiempo en el que 

diversos autores sitúan el origen de la fotosíntesis oxigénica, entre 3800 y 2400 

millones de años, aunque estudios recientes basados en comparaciones de las 

secuencias génicas de los fotosistemas y cálculos de dataciones por relojes 

moleculares, se estima que pudo producirse hace 3400 millones de años 

(Cardona, 2018). 

El siguiente evento significativo en la evolución de la vida en el planeta fue la 

colonización del medio terrestre por las plantas, que se produjo hace 500-450 

millones de años. El paso de un medio acuático a un medio aéreo y la captación 

de nutrientes de las rocas originarias implicó drásticos cambios. Tanto para evitar 

la deshidratación como para la absorción de sustancias minerales inorgánicas, 

los organismos fotosintéticos de ese período no pudieron efectuarlo por sí solos, 

según apuntan los escasos fósiles encontrados; la simbiosis entre algas con 

hongos actualmente extintos, como Spongiophyton o el gigante Prototaxites, 

parece ser la clave de la colonización terrestre en los primeros ecosistemas 

(Selosse y Strullu-Derrien, 2015). La aparición de ciertos genes (protein-kinasas 

dependientes de calcio-calmodulina) en ciertas algas acuáticas, ancestros de las 

plantas terrestres, podrían haber permitido la simbiosis con ciertos hongos que 

les conferiría la posterior capacidad para la adaptación al medio terrestre (Delaux 

y cols., 2015). La evolución posterior durante millones de años entre los distintos 

grupos de plantas que iban surgiendo y los diversos microorganismos existentes 

en su entorno, conllevó la aparición de nuevos genes y nuevas rutas metabólicas 

marcadas por el establecimiento de simbiosis con organismos beneficiosos y la 

defensa frente a organismos patógenos, dando lugar a las complejas 

interacciones actuales que estamos empezando a comprender (Delaux y 

Schornack, 2021). 
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1.2. Interacciones entre las plantas y los microorganismos 

La interacción entre las plantas y los microorganismos durante millones de años 

ha dado lugar a complejas relaciones, que actualmente se observan tanto en 

ecosistemas naturales como agrícolas, con microorganismos beneficiosos, pero 

también con patógenos, especialmente bacterias y hongos (Dolatabadian, 2020). 

De esas interacciones en estos ecosistemas subterráneos surge el término 

rizosfera, para referirse a la zona donde se desarrollan las raíces de las plantas 

y conviven los diferentes tipos de microorganismos que interactúan con ellas y 

entre sí. 

En términos amplios, las interacciones entre plantas y microbios se basan en un 

principio común de la biosfera que es el intercambio de nutrientes o, en definitiva, 

de energía. Dependiendo de cómo sea ese intercambio, se establecen las 

diferentes relaciones: beneficiosas para plantas y microbios (donde se 

establecen relaciones simbióticas), o perjudiciales para las plantas y 

beneficiosas para los microorganismos, que resultan ser parásitos o patógenos 

si llegan a producir la muerte o enfermedad de la planta (Spanu y Panstruga, 

2017). 

En el caso de las interacciones entre las raíces de las plantas y organismos 

beneficiosos, estos contribuyen aportando nutrientes minerales y nitrógeno fijado 

de la atmósfera, promueven el crecimiento por la producción de fitohormonas, 

mitigan procesos de diversos estreses e incluso presentan antagonismo con 

otros microorganismos patógenos (Dolatabadian, 2020). La planta suministra a 

estos organismos una fuente de carbono reducido en forma de carbohidratos u 

otros compuestos orgánicos excretados como exudados radiculares. Estos 

organismos suelen ser hongos micorrízicos y otros hongos no micorrízicos, 

rizobacterias fijadoras de nitrógeno y otras bacterias que favorecen el 

crecimiento vegetal denominadas PGPR (del inglés Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria). 

En los últimos años, el número de publicaciones sobre el estudio de las 

interacciones entre plantas y microorganismos es enorme, tanto por el interés 

científico como por el interés aplicado para su uso en una agricultura más 

sostenible. Existen numerosos estudios que intentan dilucidar los mecanismos 

moleculares implicados en el proceso de reconocimiento tanto de organismos 
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beneficiosos que permiten el establecimiento de relaciones simbióticas, como de 

organismos patógenos que desencadenan respuestas de defensa por las 

plantas, lo que, en ambos casos, implica una reprogramación de los procesos 

metabólicos de las células vegetales (Dolatabadian, 2020). 

El estudio de las relaciones entre las plantas y los microorganismos que pueden 

habitar la rizosfera son muy complejos por las muchas variables que pueden 

estar implicadas. 

Con respecto a la planta, las investigaciones realizadas apuntan al efecto que 

pueden tener diversos factores, como la especie vegetal, su edad o estado de 

desarrollo, el tipo de suelo, el pH y el estado nutricional. Dependiendo de estos 

factores, el microbiota que se establece en la rizosfera puede variar y modificarse 

por la planta en función de los cambios en los citados parámetros (El-Shatnawi 

y Makhadmeh, 2001; Marschner y cols, 2004).  

Los factores ambientales parecen también ser determinantes tanto para los 

procesos de la planta como de los microorganismos de la rizosfera. Así, factores 

como la temperatura, la humedad, la luz con su efecto en los ritmos circadianos 

y el estado nutricional, especialmente los niveles de fosfato, nitrógeno y hierro 

afectan muy significativamente tanto al metabolismo de la planta como al de los 

microorganismos del entorno (Cheng y cols., 2019). 

Aunque los procesos de “comunicación” a nivel molecular entre planta y 

microorganismos es todavía poco conocido, un factor clave para el 

establecimiento de diferentes comunidades microbianas en la rizosfera es la 

composición de los metabolitos presentes en los exudados de las raíces hacia el 

suelo. Estos exudados pueden contener muy diversos metabolitos, como 

aminoácidos, azúcares, ácidos orgánicos, ácidos grasos, esteroles, vitaminas, 

flavonoides y otros compuestos fenólicos, terpenos y otros (Vives‑Peris y cols., 

2020). La planta puede modificar la composición de estos exudados en función 

de diferentes estados fisiológicos o por los diferentes tipos de estrés y establecer 

interacciones con microorganismos de la rizosfera que podrían variar en función 

de los cambios en los exudados. De la misma manera, la relación de los 

microorganismos con la planta también puede inducir determinados cambios en 



5 
 

las células vegetales que determinan la respuesta con variaciones en la 

composición de los exudados (Qu y cols., 2020). 

En cualquier caso, dependiendo tanto de factores abióticos como bióticos la 

composición de los exudados puede modificarse por la planta y ser muy 

específica en cada caso y en cada especie, y determinará la especificidad de las 

relaciones planta-microorganismo, al igual que la presencia de unos organismos 

influirá en la presencia o ausencia de otros microorganismos. 

 

1.3. Importancia actual de los microorganismos en la agricultura 

Es un hecho que el uso excesivo, que durante décadas, se ha hecho de la 

fertilización química y de plaguicidas sintéticos en la agricultura ha causado 

innumerables problemas a muchos niveles: contaminación de acuíferos, 

presencia de compuestos fitosanitarios en las cadenas tróficas, aumento de 

plagas y enfermedades en plantas, organismos patógenos más resistentes, 

pérdida de fertilidad de las tierras de cultivo, salinización de las mismas e incluso 

aumento de la desertificación en zonas sobreexplotadas. Entre los factores que 

más se ven afectados está la pérdida de biodiversidad y el desequilibrio de los 

ecosistemas naturales, entre los que se encuentra el suelo, que se habían 

establecido durante millones de años con la evolución. 

La tendencia actual hacia una agricultura más sostenible, como la agricultura 

ecológica, y una versión más radical como la permacultura, están demostrando 

la posibilidad de regeneración de las tierras de cultivo y el establecimiento de 

nuevos equilibrios ecológicos en los sistemas agrícolas que incrementan, 

finalmente, la “salud” de la tierra y la productividad sostenible. En este sentido, 

el ecosistema que se establece en la rizosfera, entre las plantas y los diversos 

microorganismos, apunta a ser uno de los factores más cruciales para abordar 

el problema. 

Por otro lado, también existen detractores de estas prácticas más respetuosas, 

argumentando, principalmente, la imposibilidad de producir alimentos suficientes 

para alimentar a la desmesuradamente creciente población humana. El reto para 

la ingeniería agrónoma es enorme, y de las investigaciones científicas y su 



6 
 

aplicación en el campo de la producción dependerá, en gran parte, el futuro de 

la producción de alimentos y otros bienes derivados de las plantas. 

Como se comentó en al apartado anterior, las interacciones que se establecen 

en la rizosfera, entre las raíces de las plantas y los numerosos microorganismos 

que se desarrollan en su entorno, presenta una enorme complejidad por la gran 

variedad de factores, bióticos y abióticos, que pueden influir. A pesar del elevado 

número de investigaciones publicadas al respecto, con un crecimiento 

exponencial en la última década, todavía no se tiene un conocimiento profundo 

sobre los mecanismos que rigen el establecimiento de las relaciones planta-

microorganismos y microorganismos-microorganismos dentro de la rizosfera. No 

obstante, existe un creciente número de organismos aislados del suelo que se 

están empezando a comercializar como insumos en agricultura, para su 

aplicación en el campo de la fertilización y en el campo de la protección frente a 

patógenos o frente a diferentes tipos de estrés. El mercado de estos productos 

está en plena expansión y son muchas las empresas interesadas en su 

producción. 

Las estrategias actuales para la comercialización de productos microbiológicos 

para la agricultura se basan principalmente en cuatro propiedades que pueden 

conferir determinados microorganismos. La primera de ellas es el incremento en 

la capacidad nutricional de la planta gracias a la fijación atmosférica de N2 y la 

solubilización de nutrientes inmovilizados en el suelo, especialmente P, K y Fe. 

La segunda propiedad que se busca en estos microorganismos es la protección 

frente a otros organismos patógenos mediante la producción de compuestos 

repelentes, antibióticos, enzimas hidrolíticos, etc. La tercera propiedad es la 

protección frente al estrés abiótico, especialmente frente a la escasez de agua y 

a la salinidad de los suelos. Y la última propiedad que se busca es la de promover 

el crecimiento y desarrollo, generalmente por la capacidad para producir ciertas 

hormonas que estimulen el desarrollo de las plantas. Los microorganismos 

ensayados para ello incluyen bacterias promotoras del crecimiento, bacterias 

fijadoras de nitrógeno atmosférico (libres o en simbiosis), bacterias movilizadoras 

de P, K, S y Fe, hongos productores de antibióticos y hongos micorrízicos 

capaces de introducirse en capas del suelo más profundas para la adquisición 

de nutrientes minerales y de agua. No obstante, también se apunta a la 
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importancia que debe tener la composición de los exudados radiculares para que 

la interacción de estos microorganismos suministrados tenga éxito. En este 

sentido, la investigación sobre estos compuestos para su comercialización 

todavía está en sus inicios. (Backer y cols., 2018; Santoyo y cols., 2021; 

Mohanram y Kumar, 2019; Pantigoso y cols., 2022). 

 

1.4. Métodos para el aislamiento e identificación de microorganismos de la 

rizosfera 

En los inicios de los estudios del microbioma presente en la rizosfera se 

empleaban técnicas de microbiología estándar basadas en el crecimiento sobre 

medios de cultivo más o menos selectivos, observaciones microscópicas y 

pruebas bioquímicas. Estos métodos presentaban muchas limitaciones por la 

imposibilidad de cultivar la mayoría de los microorganismos presentes en el 

suelo. Se estima que tan sólo el 10% de los microorganismos de la rizosfera 

pueden ser cultivados (Amann y Kuhl, 1998, Hirsch y cols., 2010). 

La llegada de las técnicas moleculares ha revolucionado el estudio del 

microbioma del suelo. El aislamiento directo del suelo de ácidos nucleicos tras 

una lisis general ha permitido el análisis rápido de los organismos presentes en 

él. La técnica de PCR de regiones variables en el ADN codificante del ARNr 16S 

para procariotas y 18S para eucariotas, así como regiones ITS. El conocimiento 

creciente de secuencias genómicas de microorganismos permitió el uso de otras 

herramientas genómicas como los microarrays y la hibridación in situ con sondas 

fluorescentes para la detección de microorganismos concretos (Elsas y 

Boersma, 2010; Kirk y cols., 2004; Amann y cols., 2001). El increíble avance de 

las técnicas moleculares actualmente está permitiendo el análisis rápido del 

metagenoma aislado de un suelo con análisis de productos de PCR masivos a 

partir de primers universales, con PCRs cuantitativas de secuencias concretas y 

con las nuevas técnicas de secuenciación de alto rendimiento (High-throughput 

sequencing) capaces de leer múltiples secuencias de ADN simultáneamente 

junto con el desarrollo de aplicaciones bioinformáticas (Hirsch y cols., 2010). 
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1.5. Microorganismos en plantas aromáticas y medicinales 

Dada la escasez de recursos hídricos actuales y, presumiblemente futuros dentro 

del marco del cambio climático que nos afecta, la viabilidad de ciertos cultivos 

muy extendidos en nuestro entorno, y con gran elevada demanda hídrica, podría 

verse comprometida. El sector de la producción de plantas aromáticas y 

medicinales es de gran interés en la región mediterránea y, especialmente en 

nuestra Región de Murcia por el incremento exponencial de la superficie 

cultivada en los últimos años. Este tipo de cultivos podría convertirse en una 

alternativa más viable económicamente dados los menores requerimientos 

hídricos, nutricionales y fitosanitarios que demanda. 

En el presente trabajo, el objeto de estudio se centra en plantas aromáticas y 

medicinales y los microorganismos que habitan en sus rizosferas, con el fin de 

obtener recursos biológicos que contribuyan a un manejo sostenible y más 

eficiente de estos cultivos. 

Se ha descrito la presencia de una gran variedad de bacterias que se asocian 

con las raíces de plantas aromáticas, muchas de ellas de forma endofítica, y que 

benefician de varias formas el desarrollo de estas plantas. Así se han aislado de 

plantas aromáticas bacterias de los géneros Bacillus, Burkholderia, 

Microbacterium, Paenibacillus, Acinetobacter, Klebsiella, Streptomyces, 

Azorhizobium, Azospirillum, Enterobacter, Nocardia, Blackwater, Amycolatopsis, 

Planomyrobium, Actinoallomuru, Micrococcus, Panthea, Pseudomonas y 

Stenotrophomonas. También se ha reportado el efecto beneficioso que estos 

microorganismos tienen en el desarrollo de estas plantas a través de diferentes 

mecanismos que promueven el desarrollo a través de la síntesis de ácido 

Indolacético o ACC desaminasa, aumentan la resistencia frente a sequía o 

salinidad mediante la inducción de síntesis de melatonina o ácido salicílico, 

movilizan nutrientes minerales como P por producción de fosfatasas o hierro por 

excreción de compuestos quelantes, fijan nitrógeno atmosférico, o aumentan la 

resistencia a microorganismos patógenos mediante la producción de 

antibióticos, enzimas, o inducen los mecanismos de respuesta inducida 

sistémica por la emisión de compuestos volátiles. Adicionalmente se ha descrito 

también el aumento de metabolitos secundarios de diversa naturaleza en plantas 

asociadas a estas bacterias (Nguyen y cols., 2023). 
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La presencia de ciertos hongos, tanto micorrícicos como no micorrícicos, también 

se ha descrito en plantas aromáticas y se ha observado su influencia en el 

incremento de metabolitos secundarios (Shaikh y Mokat, 2018). 

Se ha investigado el efecto que provocan diferentes microorganismos al 

inocularse en diversas plantas aromáticas y medicinales. En orégano, la 

inoculación con Pseudomonas fluorescens y Bradyrhizobium sp incrementa la 

longitud y el peso de los tallos, el número de hojas y el peso seco de las raíces, 

incrementando considerablemente la producción de aceite esencial (Banchio y 

cols., 2008). La inoculación en Artemisia annua L. con el hongo micorrícico 

Glomus mosseae y la bacteria Bacillus subtilis, incrementan de forma sinérgica 

el contenido en artemisina (Awasthi y cols., 2011). En general, la biofertilización 

con diversos microorganismos como fijadores de nitrógeno, movilizadores de 

fósforo y hongos micorrícicos aumentan los rendimientos de los cultivos de 

plantas aromáticas y medicinales e incrementan la producción de aceites 

esenciales y otros metabolitos secundarios (Khalid, 2012). 
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2. OBJETIVOS 

 

Abrir una nueva Línea de Investigación sobre Microbiología de la Rizosfera con 

aplicaciones agrícolas. 

 

Aislar e identificar hongos y bacterias asociados a la rizosfera de Plantas 

Aromáticas para su futuro ensayo en cultivos de estas plantas. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Material vegetal 

Las muestras de raíces de plantas aromáticas de este estudio se recogieron al 

inicio de la primavera en una plantación cultivada en modo ecológico, en un 

período próximo a la finalización del cultivo, con riego deficitario y sin abonado 

desde final del ciclo anterior. 

Las especies vegetales fueron Melissa officinalis, Salvia officinalis, Santolina 

chamaecyparissus, Salvia lavandulifolia y Helichrysum italicum. Las muestras de 

raíces para su incubación fueron tomadas de la muestra de campo (Imagen 1) 

seleccionando partes no muy envejecidas, raíces secundarias, y mezcladas en 

una muestra única (Imagen 2). El material recogido en campo se introdujo en 

una bolsa de plástico hermética y se conservó a 4° C hasta su procesado. 

 

Imagen 1. Muestra del sistema radicular tomada en campo. La imagen corresponde a Melissa 
officinalis. 

 

 

Imagen 2. Muestras de raíces seleccionadas para la incubación previa. A la izquierda raíces de 
Santolina chamaecyparissus y a la derecha raíces de Salvia officinalis. 



12 
 

3.2. Medios de cultivo de microorganismos 

Todos los medios de cultivo ensayados se esterilizaron a 121°C durante 20 

minutos. Los medios sólidos con agar se distribuyeron en placas Petri que fueron 

selladas con Parafilm tras su solidificación y hasta su uso. 

Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes. 

Agua de Peptona. (Incubación pre-siembra) 

Polipeptona Bacteriológica (Microkit S.L.) 10 g/L 

NaCl (Panreac) 5 g/L 

pH 7,2 ajustado con NaOH 

 

Medio Nutritivo 2 (M2) CECT (Colección Española de Cultivos Tipo) (Bacterias) 

Extracto de ternera (Sharlau) 1 g/L 

Extracto de levadura (Sharlau) 2 g/L 

Polipeptona Bacteriológica (Microkit S.L.) 5 g/L 

NaCl (Panreac) 5 g/L 

Agar bacteriológico (Cultimed), para medio sólido, 15 g/L 

pH 7,2 ajustado con NaOH 

 

Medio PDA (Sharlau) (Hongos) 

Infusión de Patatas 4 g/L 

D-(+)-Glucosa 20 g/l 

Agar 15 g/L 

 

3.3. Cultivo de microorganismos asociados a raíces 

Precultivo de las muestras 

Las raíces seleccionadas, aproximadamente 1 g, fueron incubadas previamente 

en matraces Erlenmeyer de 50 ml, que contenían 10 ml de agua de peptona, en 

agitación orbital a 90 rpm y a temperatura ambiente durante 40 minutos (Imagen 

3). Transcurrido el tiempo de incubación se introdujeron en la cabina de flujo 

laminar para la siembra en placa en medio sólido. Este proceso se repitió por 
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duplicado en dos días diferentes espaciados 2 semanas con las muestras 

conservadas a 4°C. 

 

Imagen 3. Muestras de raíces incubadas en agua de peptona preparadas para la siembra en 
placa en medios sólidos 

 

Siembra de las muestras en medios de cultivo sólidos 

Para la siembra de las muestras, se pipetearon 50 o 100 microlitros, del medio 

de incubación previa de las raíces, por cada placa del medio de cultivo 

seleccionado, esparciendo la muestra lo más homogéneamente posible con un 

asa de Digralski. Las muestras se sembraron por quintuplicado tanto para 

bacterias como para hongos. 

Para el cultivo de bacterias se empleó el medio M2 descrito por la CECT, ya que 

en él pueden crecer la mayoría de las bacterias asociadas a raíces descritas en 

la bibliografía. 

Para el cultivo de hongos se empleó el medio PDA (Patata-dextrosa-agar) 

descrito como medio general para la mayoría de los hongos previsibles según la 

bibliografía. 

Las placas sembradas fueron incubadas a 30° C y el crecimiento fue seguido 

cada 24 horas hasta la aparición de las colonias microbianas. 
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3.4. Aislamiento de hongos y bacterias 

Las bacterias fueron seleccionadas de las placas del medio M2 con un asa de 

cultivo a partir de colonias aisladas y resembradas nuevamente en placas 

individualmente. De igual manera se procedió con los hongos en medio PDA. 

 

3.5. Identificación de colonias puras de hongos y bacterias 

Inicialmente se procedió a la extracción de ADN de los microorganismos aislados 

para la posterior PCR con cebadores, o primers, de la región codificante para el 

ARNr 16S para bacterias y para hongos de regiones ITS (espaciador transcrito 

interno) localizadas entre los genes de ARNr 18S y 5.8S. 

Por motivos de tiempo decidimos externalizar el servicio de amplificación y 

secuenciación a la empresa Genoma Laboratorio (Alhama de Murcia), para lo 

cual crecimos los microorganismos en medios líquidos y se les suministró una 

pequeña muestra de cada cultivo conservada en etanol. 

Para la identificación inicial de bacterias a partir del producto de PCR del gen 

del ARNr 16S, se asignaron los taxones de acuerdo al análisis en la base de 

datos EZBioCloud. Se indicaron los taxones con valores de semejanza 

superiores al 98.70 %, siguiendo las recomendaciones facilitadas por la base de 

datos. En los casos en los que se obtuvieron varias especies con semejanzas 

distintas, pero superiores a este límite, se indicó el género identificado como 

resultado del análisis. No obstante, en los informes de resultados individuales 

para cada muestra, se indican todas las especies identificadas con valores 

superiores al 98.70 %, sugiriendo la exploración de otros genes para profundizar 

en su resolución taxonómica. 

Las secuencias fueron igualmente analizadas en la base de datos GenBank 

(NCBI), mediante la herramienta BLASTN, con el objetivo de confirmar o 

comparar los resultados obtenidos por EZBioCloud. En los casos en los que se 

obtuvieron resultados ligeramente distintos, se eligió la información aportada por 

la base de datos EZBioCloud, por su mayor especificidad para la identificación 

de bacterias. 



15 
 

En los casos en los que se obtuvieron varios taxones con valores de semejanza 

superiores al 98.70 % en EZBioCloud, se escogió la especie que presentó 

consistencia con el análisis con BLASTN en la base de datos GenBank. En caso 

contrario, se especificó únicamente el género identificado. 

Para la identificación inicial de hongos a partir del producto de PCR de la región 

génica ITS, Se asignaron los taxones de acuerdo con el análisis en la base de 

datos MycoBank, mediante el uso de la herramienta MycoID. Se escogió el 

primer taxón indicado en el alineamiento ofrecido por MycoID, por considerarse 

generalmente como el mejor resultado, siguiendo las recomendaciones 

facilitadas por la base de datos. 

En caso de incluir distintos taxones en la misma celda, los valores de semejanza 

indicados en la tabla se refieren siempre a la primera especie obtenida por 

MycoID. El resto de las especies indicadas en la misma celda, presentaron 

semejanzas iguales o inferiores a la primera, pero siempre superiores al 99 %. 

Las secuencias fueron igualmente analizadas en la base de datos GenBank, 

mediante la herramienta BLASTN, con el objetivo de confirmar o comparar los 

resultados obtenidos por MycoID. En los casos en los que se obtuvieron 

resultados ligeramente distintos, se eligió la información aportada por la base de 

datos MycoBank, por su mayor especificidad para la identificación de hongos. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como se comentó en la introducción, varios autores estiman que sólo el 10% de 

los microorganismos de la rizosfera detectados microscópicamente son 

susceptibles de ser cultivados, aunque también indican que muchos de ellos 

podrían estar moribundos o ser dependientes de otros microorganismos (Hirsch 

y cols., 2010). 

Puesto que nuestro objetivo no es realizar un estudio exhaustivo de los 

microorganismos que habitan la rizosfera, sino aislar los que puedan resultarnos 

útiles para su aplicación en cultivos de plantas aromáticas, optamos por el 

método de selección descrito en el apartado anterior, considerando que los 

organismos que pudieran crecer están activos en la rizosfera y pueden ser 

representativos significativamente en la actividad del ecosistema. Escogimos un 

número significativo de colonias en cada caso, aunque el número total es 

elevado y su análisis masivo excedía el objetivo y el presupuesto de este trabajo. 

 

4.1. Aislamiento de bacterias asociadas a raíces de plantas aromáticas 

Una vez realizada la siembra en placas con medio M2 y transcurridos entre 2-4 

días de cultivo, obtuvimos cultivos heterogéneos con colonias bien definidas para 

poder ser aisladas y cultivadas individualmente (Imagen 4). 

 

Imagen 4. Ejemplo de cultivo en Medio M2 de las muestras precultivadas en agua de peptona 
para la selección individual de colonias. 
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Las colonias aisladas individualmente fueron cultivadas varias veces hasta estar 

seguros de tener cultivos puros y homogéneos. Algunas de las muestras 

seleccionadas presentaron dificultad en su crecimiento y perdimos algunas de 

ellas. Finalmente conseguimos tener cultivos estables de 23 bacterias diferentes. 

No fue posible obtener bacterias puras de las muestras de Santolina por 

contaminación continua con hongos. Las bacterias obtenidas distribuidas por 

especie vegetal fueron 2 para Salvia lavandulifolia (B1 y B2), 5 para Salvia 

officinalis (B3-B7), 8 para Helichrysum italicum (B8-B15) y 8 para Melissa 

officinalis (B16-B23). En la Figura 5 se muestran algunos de los cultivos puros 

de las bacterias obtenidas. 

A 

B 

Figura 5. Cultivos de bacterias seleccionadas puras de Helichrysum italicum (A, arriba) y 
Melissa officinalis (B, abajo). 
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4.2. Aislamiento de hongos asociados a raíces de plantas aromáticas 

Con los hongos cultivados en PDA procedentes de las raíces de las 5 plantas 

aromáticas del estudio, procedimos de la misma forma que con las bacterias, de 

modo que transcurridos entre 4-6 días aislamos colonias individualmente y 

fueron subcultivadas varias veces hasta estar seguros de tener cultivos puros y 

homogéneos. Finalmente conseguimos tener cultivos estables de 17 hongos 

puros. En este caso sí pudimos obtener muestras procedentes de Santolina. Los 

hongos obtenidos distribuidos por especie vegetal fueron 1 para Salvia officinalis 

(H1), 5 para Salvia lavandulifolia (H2-H6), 5 para Santolina chamaecyparissus 

(H7-H11), 3 para Helichrysum italicum (H12-H14) y 3 para Melissa officinalis 

(H15-H17)). En la Figura 6 se muestran algunos de los cultivos puros de los 

hongos obtenidos. 

 A 

 B 

Figura 6. Cultivos de hongos seleccionados puros de Helichrysum italicum (A, arriba) y Salvia 
lavandulifolia (B, abajo). 
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4.5.1. Bacterias identificadas 

Con respecto a las bacterias identificadas, se dispone de las siguientes especies: 

Obtenidas de Salvia officinalis: 

Sinorhizobium meliloti 

Stenotrophomonas chelatiphaga 

Stenotrophomonas bentonitica cepa BII-R7(T) 

Obtenidas de Helichrysum italicum: 

Priestia megaterium 

Bacillus haynesii 

Microbacterium barkeri 

Peribacillus frigoritolerans 

Obtenidas de Melissa officinalis: 

Ensifer adhaerens 

Microbacterium oleivorans 

Microbacterium hydrocarbonoxydans 

Las bacterias identificadas sólo a nivel de Género se seguirán investigando por 

el interés que pueden tener para su aplicación. Estas son las siguientes: 

Bacterias por identificar 

Achromobacter sp. 

Pseudomonas sp. 

Peribacillus sp. 

3 Bacillus sp. 

Ensifer sp. 

Rhodococcus sp. 

Microbacterium sp. 

 

Como se describe a continuación, se ha descrito que algunas de estas bacterias 

están relacionadas directamente con efectos beneficiosos para las plantas, otras 
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pueden ser potencialmente explotables con fines biotecnológicos por las 

actividades que presentan. 

Sinorhizobium meliloti 

Es una bacteria que establece simbiosis con leguminosas formando nódulos y 

contribuye a la fijación de nitrógeno atmosférico incluso en condiciones de 

salinidad de los suelos (Roumiantseva y Muntyan, 2015). Existen muchas 

publicaciones sobre la simbiosis de esta y otras rizobacterias con leguminosas, 

pero no se ha encontrado bibliografía de su interacción con otro tipo de plantas, 

incluidas las aromáticos y medicinales. Está descrito el crecimiento de estas y 

otras bacterias en forma de biofilm en torno a las raíces, que contribuiría a su 

supervivencia en condiciones de diferentes estreses y que podría ser un factor 

para tener en cuenta a la hora de establecer la simbiosis (Rinaudi y Giordano, 

2010). 

Stenotrophomonas chelatiphaga 

Está descrita su implicación en la promoción del crecimiento de plantas, estimula 

el crecimiento de las raíces por producción de auxinas y confiere resistencia a 

estrés hídrico y salino por producción de enzimas y osmoprotectores (Ulrich y 

cols., 2021). También se ha descrito su producción de sideróforos de Fe y Zn, y 

el aumento de estos elementos y el incremento de P en las plantas a las que se 

asocia (Ghavami y cols., 2017; Ghavami y cols., 2016). Como posible aplicación 

biotecnológica en descontaminación, también se ha descrito la capacidad de 

algunas cepas para la degradación de hidrocarburos y aceites (Goncharova y 

cols., 2021). 

Stenotrophomonas bentonitica cepa BII-R7 

No se ha encontrado bibliografía que implique esta bacteria en el crecimiento de 

las plantas, pero sí se han descrito ciertas propiedades que la convierte en un 

buen candidato para aplicaciones biotecnológicas en el campo de la 

descontaminación. Así, por la formación de biofilms en la superficie de bentonitas 

(donde se ha encontrado) y su capacidad para inmovilizar lantánidos y actínidos 

trivalentes radiactivos, como Europio y Curio (Ruiz-Fresneda y cols., 2020). 

También, concretamente la cepa identificada, se ha descrito por su capacidad de 
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reducir Selenio (IV), contaminante de la y móvil en el suelo, a nanopartículas de 

Se (0) mucho menos tóxico (Pinel-Cabello y cols., 2021). 

Priestia megaterium 

Anteriormente denominada Bacillus megaterium. Se han descrito varias 

propiedades de interés para esta bacteria halotolerante. Según su análisis 

genético, poseen la capacidad de producir osmolitos como prolina y betaína, 

transportar potasio y producir fitohormonas y poliaminas para promover el 

crecimiento vegetal (Naumovich y cols., 2022). Tiene también la capacidad de 

solubilizar y moviliza K (Wu y cols., 2023) y producir ácido indolacético, 

desnitrificar, solubilizar P y tiene actividad ureasa (Jo y cols., 2023), promover el 

crecimiento y acumular Selenio (Lin y cols., 2022) y algunas cepas presentan 

capacidad antipatogénica (Cui y cols., 2023). Sus aplicaciones también pueden 

ser biotecnológicas por su capacidad para producir vitamina B-12 y polímeros 

como polihidroxibutirate (PHB) que puede ser utilizado para la producción de 

plásticos no procedentes de petróleo (Biedendieck y cols., 2021) y producir 

resveratrol in vitro (Zhang y cols., 2023). 

Bacillus haynesii 

Aunque abundan las publicaciones sobre las múltiples aplicaciones agrícolas 

que pueden tener varias especies del género Bacillus, pocas son las que se 

encuentran sobre B. haynesii. Se ha descrito que favorece el crecimiento de 

plantas en colaboración sinérgica con B. safensis, frente a distintos tipos de 

estrés abiótico como pH, temperatura, sal y sequía. Ambas especies producen 

ácido giberélico, ácido indolacetico, ACC desaminasa, exopolisacáridos, 

proteasas, quitinasa, amilasa, celulasa, y solubiliza minerales como P, Zn y K, 

también B. haynesii puede fijar nitrógeno (Patel y cols., 2023). También se ha 

descrito su capacidad de solubilizar fósforo por la producción de fosfatasas 

ácidas (Abdelgalil y cols., 2022). Existe un número mayor de publicaciones por 

sus diversas posibles aplicaciones biotecnológicas como síntesis de 

nanopartículas de ZnO para nanotecnologías, bioproducción de levan (un 

biopolímero con múltiples aplicaciones en distintos sectores), descontaminación 

de Cr (VI), producción de tanasas para descontaminación de los residuos de la 

industria del curtido, etc. 
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Microbacterium barkeri 

Se ha descrito el efecto como agente de biocontrol frente a diferentes patógenos 

(Liu y cols., 2012). También se ha descrito alguna aplicación biotecnológica como 

la capacidad de degradar alcohol polivinílico presente en las aguas residuales 

de la industria textil (Chung y cols., 2016). 

Peribacillus frigoritolerans 

Se ha descrito su actividad nematicida frente a Bursaphelenchus xylophilus 

(Montecillo y Bae, 2022). 

Ensifer adhaerens 

Es una bacteria capaz de modificar genéticamente a las plantas y se ha 

investigado como alternativa diferente a Agrobacterium (Zuniga-Soto y cols., 

2015). También se ha descrito como bacteria promotora del crecimiento por su 

capacidad para producir fitohormonas, fijar N2 y desaminar la ACC (Katiyar y 

cols, 2021), también para solubilizar K, Fe Si y Al de las rocas (Wang y cols., 

2016). También hay numerosas publicaciones sobre otras actividades y posibles 

aplicaciones como la degradación de neonicotinoides, acumulación de metales 

pesados, producir vitamina B12, oxidación de arsénico y reductor de cromo, y 

otras. 

Microbacterium oleivorans y Microbacterium hydrocarbonoxydans 

Se ha descrito la capacidad de estas dos especies para degradar aceites por lo 

que se apunta a su posible aplicación en descontaminación (Schippers y 

cols.,2005). 

 

4.5.2. Hongos identificados 

Con respecto a los hongos identificados, algunos están bien descritos como 

hongos fitopatógenos, como Cladosporium vicinum, Fusarium oxysporum, 

Fusarium annulatum, Aspergillus flavus y Aspergillus tubingensis, y quedan 

almacenados en la colección para posibles ensayos en fitopatología. 
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Penicillium flavigenum y Penicillium vinaceum 

Hay amplia bibliografía sobre la capacidad de producir antibióticos. Su uso en 

plantas será ensayado para analizar el efecto sobre otros microorganismos. 

Talaromyces pinophilus 

Se ha descrito como microparásito del extendido hongo Botrytis cinérea y es un 

buen candidato para su aplicación como agente de biocontrol (Abdel-Rahim y 

Abo-Elyousr, 2018). Por la síntesis de biomoléculas derivadas del esqualeno se 

está estudiando su aplicación en medicina por su capacidad antifúngica (incluída 

la capacidad anticandidiasis), bactericida e incluso anticancerígena (Bhat y cols., 

2023). 

Clonostachys rosea 

Existen numerosas publicaciones sobre su actividad antagonista frente a 

diversos hongos patógenos y ya se comercializa por diferentes empresas como 

agente de control biológico. 
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5. CONCLUSIONES 

 

1. Se ha conseguido establecer una metodología básica para crear una 

línea de investigación de microbiología de la rizosfera. 

2. Se han conseguido identificar a nivel de especie 11 de las 23 bacterias 

aisladas de la rizosfera de plantas aromáticas. 

3. Se han conseguido identificar 14 de los 17 hongos aislados de la 

rizosfera de plantas aromáticas. 

4. Se dispone de un pequeño banco de hongos y bacterias para el inicio 

del estudio de su efecto en plantas aromáticas cultivadas 
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