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INTRODUCCIÓN 

 

El Aliso es una planta actinorriza (Dalton y Taylor, 1975; Torrey y Tjepkema, 1979; Jiabin 

et al., 1985; Périnet et al., 1985; Restrepo, 1997; Kaelke y Dawson y, 2003; Navarro et al., 

2003; Obertello et al., 2003) que es el nombre dado a la invasión simbiótica del 

actinomiceto de género Frankia (Torrey y Tjepkema, 1979; Berry et al., 1986; Guillén, 

1993) al tejido radicular de 270 especies de plantas  (Swensen y Mullin, 1997) 

pertenecientes a 25 géneros (Lancelle y Torrey, 1985; Huss – Danell, 1997) de 8 familias 

(McEwan y Gatherer, 1999; Berry, 1994). La asociación entre Alnus y Frankia, cuyo 

producto es la formación de un nódulo radicular (Huss – Danell, 1991), permite pasar el 

dinitrógeno contenido en la atmósfera (Ville, et al., 1998) a amonio (Salomón et al., 1998; 

Pawlouski, 1977) – proceso que realiza la nitrógenasa – (Callaham y Torrey, 1978; 

Winship, Kendall y Sllstedt, 1987; Tjepkema, Ormerod y Torrey, 1980; Kurdali, Domenach 

y Bardin, 1990; Vikman et al., 1990; Nalin, Domenach y Normand, 1995; Laplaze et al., 

2000) que se convertirá en la fuente de nitrógeno para la planta (Teissier, Jung y Bariteau, 

1984; Van Straten, Akkermass y Roelofsen, 1977). Hasta el momento es desconocida la 

fuente de carbono que Frankia obtiene de sus hospederos actinorrízicos (Huss – Danell, 

1997). 

 

Las interacciones que se dan entre plantas Alnus (planta actinorriza) y Frankia son 

completamente diferentes en comparación a las de Rhizobium y las plantas leguminosas en 

su morfología, genética y fisiología (Becking, 1970; Pawlowski, 1997; Huss – Danell, 

1997; Schwencke y Carú, 2001; Obertello et al., 2003). 

 

Económicamente Alnus y las plantas actinorrizas, por su asociación simbiótica temprana 

con Frankia (Van Ghelue, Lovaas, Ringo y Solheim, 1997),  son de interés para la 

reforestación y recuperación de tierras, ya que habita en suelos empobrecidos en nutrientes, 

suelos con nitrógeno limitado (Van Straten, Akkermans y Roelofsen, 1977; Torrey, 1978; 
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Vogel y Dawson, 1985; Tremblay y Lalonde, 1987; Vergnaud, Chaboud y Rougier, 1987; 

Vickman y Huss – Danell, 1987; Van Ghelue et al., 1997; Myrold y Huss – Danell, 2003) y 

con pH ácidos (Burggraaf y Shipton, 1982). En países en vía de desarrollo, en las regiones 

tropicales y subtropicales, se usan para la reforestación y recuperación de suelos pobres 

(Vikman y Huss – Danell, 1987; Guillén et al., 1993). En estas regiones, al igual que en las 

templadas, especies Alnus tienen un alto potencial en la silvicultura (Botero y Russo, 1997). 

También son usados como plantas enfermeras de suelos degradados y como acompañantes 

de  en conjunto con árboles valiosos (árboles frutales), para la producción de carbón – 

como una fuente de monocultivo maderable – y como fuente proteica, en forma de forraje 

para el ganado, en la producción de leche (Berry, 1994; Botero y Russo, 1997).  

 

A pesar de la importancia ecológica que tiene el Aliso en Colombia, no se ha realizado una 

descripción macroscópica  (nódulos),  histológica y ultraestructural de los nódulos 

infectados por Frankia. Este trabajo hace un aporte al conocimiento en los tres aspectos, 

mediante la estandarización y  uso de técnicas para microscopia óptica y electrónica, que 

conlleva a conocer la relación simbiótica. 
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1. JUSTIFICACIÓN 

 

En los últimos años en Colombia se está presentando una elevada tasa de deforestación, que 

conlleva a la poca productividad en las cosechas por la  pérdida gradual de los componentes 

del suelo, macro y micro nutrientes —entre ellos el nitrógeno que es considerado como un 

elemento esencial para las plantas—, y la disminución de los potenciales hídricos. Por lo 

anterior se hace necesario investigar, en forma básica, algunas relaciones simbióticas, como 

la que se presenta, que permitan recuperar el suelo de forma rápida y económica. 

 

El Aliso (Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata) es una alternativa tanto para la 

protección de suelos y cuencas hidrográficas así como para su recuperación, pues es 

considerada como una planta pionera que habita en periodos y condiciones adversas. 

También debido a que tiene un periodo corto de maduración y un gran potencial ya que 

aporta al suelo nitrógeno en sus fases tempranas de desarrollo, puesto que semillas, o 

plántulas de una o dos semanas de edad ya se encuentran en asociación simbiótica  con el 

actinomiceto Frankia sp. La formación de la simbiosis Alnus acuminata y Frankia sp., esta 

última además de aportar beneficios para la planta en cuanto a su nutrición con el 

Nitrógeno cuyos beneficios son retribuidos por la planta aportándole carbono y un ambiente 

anaerobio, esta aportando nitrógeno disponible al suelo para que sea utilizado por otros 

organismos.  

 

En la actualidad se ha reportado la propagación de Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata, 

pero no se han reportado estudios de la estructura en la relación simbiótica Alnus acuminata 

H.B.K. ssp. acuminata - Frankia sp., por lo que esta especie de Aliso es el único taxón de 

su género existente en los Andes de Suramérica,  por lo cual se hace necesario describir la 

nodulación tanto en el campo como en el laboratorio para proporcionar indicadores y 

metodologías que permitirán estudiar de forma sencilla la relación simbiótica. La Unidad 

de Biotecnología Vegetal de la Pontificia Universidad Javeriana hace ya dos años abrió  la 
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línea de investigación en  aislamiento, caracterización, cultivo e inoculación de fijadores de 

nitrógeno, centrándose en la simbiosis Frankia sp. – plantas actinorrizas, pero hasta el 

momento no se a realizado ninguna publicación al respecto. 

 

La Biología Celular y Molecular, a través de las técnicas de microscopia óptica y 

electrónica, ofrece las herramientas necesarias para acércanos a los fenómenos que se dan 

en la relación simbiótica entre el hospedero Alnus acuminata y la bacteria Frankia sp. 

 

La descripción básica que se realiza en este trabajo puede encaminar a una caracterización 

y mayor comprensión de la relación simbiótica del Aliso y Frankia. Esto con miras a 

establecer mecanismos de monitoreo para esquemas de propagación y reforestación con 

Alnus, en suelos desgastados y empobrecidos, en donde su asociación con Frankia es 

considera un factor clave en estos programas. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 Estudiar los cambios estructurales que se dan por la infección del actinomiceto Frankia 

sp. en los nódulos de Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Describir la anatomía y estructura de los nódulos en la actinoplanta Alnus acuminata 

H.B.K. ssp. acuminata causados por el actinomiceto Frankia sp. 

 

 Investigar las componentes histoquímicos en nódulos de Alnus acuminata causados por 

Frankia sp. 

 

 Comparar los resultados obtenidos con otros estudios estructurales realizados  en las 

especies del género Alnus. 
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3. ANTECEDENTES 

 

Las descripciones estructurales realizadas en la plantas actinorrizas han ayudado a 

comprender la forma como la bacteria Frankia interactúa con ellas. Estos estudios, que van 

desde simples observaciones en el microscopio construido por Leeuwenhoek,  pasando por 

observaciones en el microscopio electrónico, han dado pie a complejos análisis geonómicos 

y filogenéticos tanto de la plantas hospedera como del simbionte Frankia. 

  

La primera descripción macroscópica de los nódulos de Aliso producto de la relación 

simbiótica con el actinomiceto Frankia la realizó por Meyen en 1829, más tarde Worinin 

en 1866 al utilizar el microscopio de Leeuwenhoek realiza la descripción de la estructura de 

nódulos de Alnus glutinosa y llama al organismo causante de la infección Schinzia alni al 

mismo tiempo que hace la comparación con los nódulos del Salix alba (Sauce blanco). 

Gravis y Morin (1885) llegan a la conclusión que el agente infectante del nódulo de Alnus 

es Schinzia y Plasmodium. Frank en 1887, basado en los estudios citológicos de Brunchorst 

(1885), describe las diferencias entre  la citología de los nódulos de leguminosas y los 

nódulos de Alnus convencido de que en estos había un microorganismo involucrado que 

difería de la estructura de los Mixomycetes y de las hifas de los hongos por lo que propuso 

el nombre de Frankia subtilis al organismo causante de la infección.  Gravis (1889) basado 

en los estudios de Möller (1885) concluye que el organismo causante del nódulo en Alnus 

es un Myxomyceto (Plasmodioum). 

 

Shibata (1902) observa en detalle células de nódulos de Alnus y observa que las hifas se 

ubican principalmente en el meristemo y que se ramifican formando células de gran 

tamaño, además define las vesículas como formas degenerativas. Fue el primero en 

considerar el microsimbionte de Alnus como un Mycobacerium y el de Myrica como un 

Actinomiceto.  Nobbe y Hiltner (1904) contemplan que árboles Alnus glutinosa de 8 años 

crecen normalmente en suelo con deficiencia de nitrógeno, con esta observación concluyen 
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que son los nódulos radículares son los encargados de suministrarle el nitrógeno a las 

plantas, también determinan  que el simbionte es una bacteria al encontrar la presencia de 

bacteriohopanetetrol. 

 

Shibata y Tahora (1917) incluyen a Elaeagnus, Coriaria, y Casuarina como hospederos del 

microsimbionte que infecta Alnus y Myrica. Mas tarde, 1952, Lawrence y sus 

colaboradores reportan que el simbionte de Dryas drumondii, basados en observaciones de 

microscopia de luz, es similar al microsimbionte que se encuentra en Alnus. 

 

Krebber (1932), apoyado en los ensayos de Shibata y Tahora (1917), realiza una 

descripción de nódulos de Aliso dudando muy poco que su microsimbionte sea un 

actinomiceto y Schaede (1938) concluye, por medio de estudios estructurales e 

histológicos, que las características  del microsimbionte de Alnus son  de un actinomiceto. 

 

Pomer en 1956 realiza la primera descripción ultraestructural en nódulos de Alnus y nota 

que la matriz de infección se forma en la región apical del lóbulo en el pelo radicular. 

Gardner (1965) realiza por primera vez el estudio estructural en nódulos de Componia 

peregrina; Gatner y Gardner (1970) describen la estructura fina en nódulos de Hippophaë 

rhamnoides; Lalonde y Devae (1976, citado por Huss – Danell, 1997), siguiendo las 

técnicas empleadas por Gatner y Gardner para Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) 

aplican esta para la descripción de los nódulos de Alnus crispa var. mollis encontrando 

diferencias en el tamaño de las vesículas en comparación con Alnus glutinosa (L) Gaertn; 

Callaham y Torrey (1978), estudian la prenodulación en raíces de Comptonia sp., 

encontrando que un estado clave para la penetración es la deformación de los pelos 

absorbentes de la raíz; Lalonde y Knowles (1975),  reportan las características y biogénesis 

del material capsular de nódulos  de Alnus crispa var. mollis; Newcomb con su grupo de 

investigadores (1978) aplican por primera vez una correlación entre microscopia de campo 

claro y fluorescencia con microscopia electrónica de barrido y Microscopia Electrónica de 

Transmisión (TEM)  en nódulos de Comptonia peregrina. 
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En el año de 1978 Callaham, Tredeci y Torrey logran aislar de Comptonia peregrina la 

primera cepa Frankia en cultivo puro bajo condiciones axénicas, a la que llamaron CpI1, 

que constituiría el principio de los estudios in vitro de  la relación simbiótica entre Frankia 

y sus hospederos.  

 

Tomando como base el medio de cultivo de Callaham y sus colaboradores (1978) se 

elaboraron medios de cultivo para Frankia específicos para cada  de hospedero púes hasta 

el momento no se ha obtenido un medio específico o universal para su aislamiento (Mort, 

Normand y Lalonde, 1983, Tisa et.al, 1983; Shipton y Burggraaf 1982; Akkermans et.al 

1983; St – Laurent y Lalonde, 1987, Benson, 1993); Newcomb (1980) realizó el estudio 

estructural en nódulos de Dryas drummondii (avena amarilla de montaña), identificando 

una serie de polisacáridos no específicos que rodean la endófita; Lechavalier, Baker y 

Horrière (1983), comparando la fisiología, química, serología e infectividad de dos cepas 

Frankia aisladas de Alnus incana subsp. rugosa hallaron la existencia de dos tipos de 

endófita infectiva y no infectiva relacionándola con la ausencia o presencia de vesículas; 

Tjepkema (1983) utilizando como marcaje lectinas encuentra hemoglobina en nódulos de 

Casuarina cunninghamiana y Myrica gale; Hafees, Akkermans y Chaudhary (1984), en el 

estudio estructural en Datisca cannabia observaron que las variaciones estructurales 

(lenticelas y vesículas) eran diferentes a otras actinoplantas como Alnus y Myrica; Berry, 

McIntyre y McCully (1986), en el estudio realizado del proceso que lleva a la nodulación 

de Frankia en Alnus rubra observaron que podría existir un agente infectivo como 

Agrobacterium o Pseudomona cepacia 85 (Knowlont y Dawson, 1983),  que facilitaría la 

entrada de Frankia a sus hospederos; Bloom y sus colaboradores (1989), comparan la 

fisiología, química y morfología de Frankia en nódulos de Myrica pensylvanica colectados 

en diferentes lugares encontrando diferentes cepas Frankia de cada uno de los lugares 

muestreados; Berg, Langenstein y Silvestre (1999), revisando el tipo de nodulación en 

Datisca y Coriaria, encontraron que estas que pertenecen a diferentes familias tienen una 

base de infección similar contrario al estudio realizado por Mirtza y sus colaboradores en el 

año 1994; Berg (1999), introduce el termino matriz interfacial, en vez de cordón de 
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infección dado por Brusel y sus colaboradores (1992) – propio de los pasos de infección de 

Rhizobium –, para el proceso de la infección de Frankia en las actinoplantas. 

 

Aunque en otros países, como los Europeos y de América del Norte,  son abundantes los 

estudios sobre la simbiosis Alnus – Frankia para Colombia se han realizado solo 

aislamientos de cepas Frankia en Aliso  (Orozco, Medina y Sarria, 2005) y su evaluación 

de infectividad y efectividad (Restrepo, 1997), pero no se ha realizado un estudio que 

genere una herramienta sencilla, como lo hace la microscopia,  para la evaluación de la 

infección de Frankia en los nódulos de Aliso tanto en campo como en laboratorio durante 

los programas de reforestación y recuperación de los suelos de Colombia. 
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4. MARCO TEÓRICO 

 

Parece imposible una escasez de nitrógeno  en los seres vivos ya que es el mayor 

componente de la atmósfera terrestre (80% aproximadamente) (Salomon et al., 1998; 

Vitousek y Field, 1999). El nitrógeno es la parte esencial para los seres vivos ya que está 

presente en proteínas y ácidos nucleicos (DNA y RNA) (ibid.). Aunque este elemento es el 

más abundante, es de saber que no esta disponible para los seres vivos, es decir, no lo 

pueden tomar directamente del medio y necesitan de un intermediario. (Torrey, 1978). El 

actinomiceto Frankia sp., al igual que Rhizobium y otras bacterias fijadoras de Nitrógeno, 

realiza la ruta base para la fijación del nitrógeno con la enzima nitrógenasa (Bédard y  

Knowles, 1989; Jeong, Ritchie y Myrold, 1999; Lundquist, 2000; Daniel y Schmidt, 2003; 

Schwencke y Carú, 2001), la cual por oxidarse fácilmente debe estar en un ambiente 

anaerobio dado por las actinorrizas, en este caso Alnus acuminata o por una membrana que 

forma las vesículas (Gatner y Gardber, 1970;  Torrey, 1978; Torrey y Tjepkema, 1979; 

Hafeez, Akkermans y Chaudhary, 1984; Parsons et al., 1987). 

 

Debido a la importancia de la relación simbiótica entre Frankia y las plantas actinorrizas 

constantemente se están realizando encuentros entre universidades internacionales en los 

cuales se expone  y discute los avances en genética molecular, fisiología y morfología de la 

simbiosis (Tabla 1). 
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Tabla 1. Encuentros realizados sobre Frankia y las plantas actinorrizas. 

Año 

conferencia 

Lugar Revista 

País Institución Año Nombre 

1978 Estados 

Unidos 

Harvart Forest 1979 Botanical Gazette 

1979 Estados 

Unidos 

Oregon State University No publicadas 

1982 Estados 

Unidos 

Universidad de Wisconsin 1984 Canadian Journal of Botanic 

1983 Países 

Bajos 

Agricultural University 1984 Plant and Soil 

1984 Canada Laval University 1985 Plant and Soil 

1986 Suecia Umeâ University 1987 Physiologia Plantarum 

1988 Estados 

Unidos 

University of Connecticut 1989 Plant and Soil 

1991 Francia University of Lyon 1992 Acta Oecologica 

1993 Nueva 

Zelanda 

University of Waikato 1993 Soil Biology and 

Biochemestry 

1995 Estados 

Unidos 

University of California 1997 Physiologia Plantarum 

1998 Canada Laval University 1999 Canadian Journal of Botanic 

2001 Francia University of Lyon 2002 Plant and Soil 

2003 Estados 

Unidos 

Utah Valley State Collage No publicadas 

 

 

4.1 Alnus acuminata H.B.K. spp. acuminata EN COLOMBIA 

Considerado como el único taxón de su género, se distribuye desde el noroeste de 

Argentina hasta el oeste de Venezuela a través de la Cordillera de los Andes (Furlow, 

1979). Otras especies Alnus se encuentran en Sur América desde el norte de Méjico hasta el 

sur de Argentina (Fournier, 1989). En Colombia se le encuentra en las tres cordilleras 

(Oriental, Central y Occidental) entre los 1.700 msnm – 3400 msnm. Las zonas de vida 

donde se puede  encontrar, según Holdridge, sería: bosque seco montano bajo (bs–MB), 

bosque húmedo montano bajo (bh–MB), bosque muy húmedo montano bajo (bmh–MB), 

bosque húmedo montano (bh–M) y bosque muy húmedo montano (bmh–M) (Restrepo 

1997). Actualmente en Colombia es utilizando en la recuperación de cuencas hidrográficas, 
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como renovador de los campos de pastoreo, para la reforestación y implantación de cercas 

vivas (Gonzaga, 2001). 

 

La importancia del Aliso radica en que es una planta pionera pues es capaz de habitar 

lugares donde existe estrés por pH bajos (Burggraaf y Shipton 1982), cambios en la 

temperatura, alta salinidad y poca disposición de nitrógeno (Newcomb y Wood, 1987; 

Dawson, 1990; Schwencke y Carú, 2001; Myrold y Huss – Danell, 2003; Kendall et al., 

2003; Navarro et al., 2003). También se le encuentra en lugares con alta concentración de 

Cianuro, Arsénico y Mercurio (Sayed, 2003), por lo que es considerado como un buen 

candidato en los programas de biorremediación. El alcance de sobrevivir en estos medios 

extremos se lo da la asociación simbiótica que estable con el actinomiceto Frankia (Torrey, 

1978; Torrey y Tjepkema, 1979; Obertello. Et al., 2003; Restrepo 1997; Sayed, 2003). 

 

El Aliso, a demás de su importancia ecológica, es usado como combustible maderable 

(carbón o leña) (Torrey, 1978; Guillén, et al., 1993), para la ebanistería y en la fabricación 

de palillos y fósforos (Lalonde y Knowles, 1975; Newcomb y Wood, 1987; Gonzaga, 

2001), como sombra de ganado o como banco forrajero (Berry, 1994; Botero y Russo, 

1997) 

 

4.1.1 Descripción de Alnus acuminata H.B.K. spp. acuminata  El Aliso es un árbol que 

puede llegar a medir hasta 40 m de altura (Botero y Russo, 1997) con un diámetro de 70 

cm. en  plantaciones. Sus hojas son de ovadas, margen agudamente biserrado, el haz y el 

envés son glabros en la madurez. Su flor tiene inflorescencias masculinas en amentos, 

inflorescencias femeninas en racimos. El fruto es elíptico a obovado, papiráceo a coriáceo, 

con el margen alado y estilo persistente. (Academia nacional de la ciencia, 1984 citado por 

Restrepo, 1997). 

 

En Colombia se presentan dos ecotipos: en la cordillera central se le llama Cerezo y puede 

alcanzar los 40 m de altura con un diámetro de 70 cm, mientras en la Cordillera Oriental se 

le dice Aliso y puede alcanzar solo los 10 m de altura (Restrepo, 1997). 
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4.2 Frankia COMO UN ORGANISMO DEL SUELO 

Existe poca información sobre la actividad fisiológica de Frankia en el suelo. Los éxitos de 

aislamiento son poco frecuentes (Tjepkema, Ormeron y Torrey, 1980; Baker y O’Keete, 

1984; Simonet et al., 1984; Smolander et al., 1990; Anja et al., 2003; Kohls et al., 2003). El 

método prevaleciente hasta el momento de saber si en tierra existe Frankia es realizando 

estudios moleculares del suelo por medio de hibridización in situ (Bloom, Mullin, Tate III, 

1989) con referencia de que en el sitio exista, o halla existido, uno de sus hospederos (Van 

straten, Akkermans y Roelofsen, 1977; Huss – Danell y Frej, 1986). 

 

La importancia de Frankia en suelo radica en que no es un simbionte obligatorio 

(Tjepkema, Ormerod y Torrey, 1980; Huss – Danell, 1997), es decir, que para realizar la 

fijación de nitrógeno molecular a nitrógeno orgánico no necesita formar nódulos con una 

planta actinorriza ya que la bacteria es capaz de formar la membrana vesicular, que protege 

la enzima nitrógenasa contra la oxidación, en vida libre (Tjepkema, Ormerod y Torrey, 

1980).  

 

4.2.1 Taxonomía de Frankia  Hasta el momento todas las cepas Frankia son bacterias 

Gram Positivas, filamentosas y esporulantes (Lechevalier, 1994). Por lo anterior Frankia ha 

sido agrupada con las bacterias filamentosas del suelo en el orden Actinomicetales 

(Kalakoutskiip y Agre, 1976). La familia Frankiaceae tiene a Frankia como su único 

género (Couch, 1955; Becking, 1970; Kalakoutskiip y Agre, 1976).  

 

Son considerables las variaciones morfológicas y fisiológicas que tienen lugar dentro del 

género Frankia, si bien un microorganismo puede ser fácilmente identificado como 

integrante del género Frankia, por lo cual se ha decidido que no se puede nombrar una 

especie del género Frankia hasta no tener bien claro cuales son las variaciones 

morfológicas y fisiológicas que se dan dentro del género (Cohan, 2002). Por el momento 

todas las cepas se nombran con una combinación de letras (iniciales de la planta y de donde 

se aisló) y números correspondientes a la cepa (Lechevalier y Lechevalier, 1990). 
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Fisiológicamente Frankia puede ser separado en dos grupos: 

 

Cepas tipo A: son generalmente heterogénicas, relativamente aeróbicas, usan carbohidratos 

como fuente de carbono, y usualmente no reinfectan sus plantas hospederas. 

 

Cepas tipo B: conocidas también como bacterias del grupo I, están serológicamente, 

genéticamente, y químicamente relacionadas (Lechevalier, 1984). Son poco tolerantes al  

oxigeno, usan pocos carbohidratos y son reinfectivas – capaces de formar nódulos – y 

efectivas – capaces de fijar nitrógeno atmosférico – en sus plantas hospederas (Lechevalier 

y Lechevalier, 1986). 

 

An, Riggsby y Mullin (1985) identificaron 4 posibles genogrupos usando 4 cepas sondas en 

experimentos de hibridización DNA–DNA. Su resultados sugieren que la diversidad 

genética de Frankia es muy grande, particularmente la del grupo A. 

 

En la actualidad se están adaptando las técnicas de serología (Sandowsky y Graham., 1999 

citado por Hahn et al., 2003) y clonación de genes (Blaha y Cournoyer, 2003; Theodore et 

al., 2003), que han resultado útiles en la  identificación y filogenética de cepas rizobium 

(Hahn et al., 2003, Blaha y Cournoyer, 2003; Theodore et al., 2003), en cepas Frankia. 

 

4.3 NÓDULOS RADÍCULARES 

4.3.1 Infección y formación del nódulo  La forma de infección (origen, interacción) de 

Frankia para la formación del nódulo en las actinorrizas es determinada por el hospedero, 

lo cual coincide con la forma de infección de rizobium (Pawlowski, 1977). Cepas capaces 

de infectar tanto Alnus como Elaeagnus causan la deformación del pelo radicular en Alnus 

pero no en Elaeagnus (Bosco et al., 1992). Cuando las mismas cepas se inoculan en 

Elaeagnus y Myrica ocurre en el primero penetración intracelular y en segundo vía pelo 

radicular (Miller y Baker, 1986). Igualmente la cepa GpI1 infecta Gymnostoma papuanum 

vía pelo radicular pero a Shepherida orgentea lo hace vía penetración intracelular (Racette 

y Torrey, 1989; Navarro et al., 1997). Se puede pensar que Frankia tiene heterogéneas 
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señales y sus hospederos perciben diferentes señales o que existe una sola señal de 

traducción que difiere entre las especies de hospederos  (Huss-Danell, 1997), esto puede 

estar fundamentado en el hecho que el fenotipo bien ramificado de la raíz inducida por 

Agrobacterium en Alnus y Elaeagnus sea igual y que solo se observe diferencias solamente 

en cuanto a el modelo de sus hospederos pues son ellos los que inciden directamente sobre 

la forma del nódulo que deben de expresar. 

 

Dos formas de infección son expresados por las plantas actinorrizas: 

 

Infección vía pelos radículares: que ocurre en nódulos jóvenes de Alnus (familia 

Betulaceae),  en miembros de la familia Casuarinaceae y Myricaceae (Schwintzer y 

Tjepkema, 1983; Berry y Sunell, 1990 citados por Huss – Danell, 1997). En esta clase de 

infección los pelos radículares jóvenes son deformados cuando entran en contacto con 

Frankia, ramificándose más que enrollándose. Las hifas penetran la pared celular realizado 

una curvatura que arruga la región del pelo radicular y crece a través de ella hasta llegar a la 

zona cortical. La célula del hospedero produce un material que deforma la pared celular que 

al final envuelve las hifas de Frankia durante todo su desarrollo tanto en la raíz como en el 

nódulo, Las células corticales son estimuladas a dividirse frente a las hifas “atrofiadas”, 

resultando en la formación del prenódulo con células invadidas por Frankia. En Aliso, la 

formación del prenódulo es típicamente observado después de 1 semana de incubación, y 

sus nódulos son vistos alrededor de 2 a 3 semanas después de la incubación, coincidiendo 

con el surgimiento de la actividad de la nitrógenasa, tiempo en cual deja su inmadurez 

(Huss-Danell, 1978; Wall y Huss-Danell, 1997). 

 

Infección vía penetración intracelular: tiene lugar en miembros de la familia 

Elaeagnaceae, en los géneros Ceanothus y  Cercocarpus (Berry y Sunell, 1990).  En este 

tipo de infección no se presenta la deformación ni la infección del pelo radícular. A demás, 

la división de las células corticales no conduce a la formación del prenódulo, sin embargo, 

como en la infección a través del pelo radicular, el nódulo se origina en el periciclo de la 
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raíz, y las células de la planta son invadidas por Frankia en el cortex, creciendo en el lóbulo 

del nódulo  en la superficie de la raíz. 

 

4.3.2 Anatomía del nódulo  Teniendo origen en el periciclo de la raíz, la morfología de un 

nódulo de Alnus y de las demás plantas actinorrizas se parece a una raíz lateral. El tejido 

vascular, con la endodérmis como la pared celular mas alejada, está centralmente localizada 

y rodeada por tejido cortical. La superficie del nódulo tiene una capa suberinizada, el 

peridermo. En el ápice del nódulo esta en el meristemo pero, a diferencia que el de la raíz, 

este crece basalmente y no acropelicamente como se produce en la punta de la raíz. Cada 

lóbulo del nódulo puede ser alongado o mostrar una forma coralina. En algunos géneros 

actinorrízicos los nódulos son producidos a partir del ápice del nódulo. 

 

4.3.3 Clases de nódulos  Las esporas han sido nombradas como sp (+) o P (para espora 

positiva) y sp (–) o N (para espora negativa) (Tzean y Torrey 1989; Lalonde, Calvert y 

Pine, 1981) y los dos tipos de esporas se encuentran distribuidos en una amplia región 

geográfica (Vandijk, 1978, Vandijk, 1979; VandenBosch y Torrey, 1985). En base al grado 

de formación de la espora de Frankia en los nódulos de sus plantas hospedera se ha 

clasificado los nódulos en dos grupos. Esporas y esporangios son abundantes en nódulos 

con sp (+) y raras veces en sp (–) (Stewart, 1980). Este contraste es el resultado de la 

divergencia genética en el endófito (Normand y Lalonde, 1982; VandenBosch y Torrey, 

1985; VanDijk, 1979). Nódulos con sp (+) y sp (–) han sido observados en Alnus (Normand 

y Lalonde, 1986; VanDijk, 1976; Wheeler, Mclaughlin y Steele, 1981), en Myrica gale 

(Schwintzer, Berry y Disney, 1981) y en Comptonia peregrina (VandenBosch y Torrey, 

1985). Ellos también pueden ser encontrados en nódulos de Casuarina (Diem y 

Dommergues, 1985; Herg, 1986), Hippophae y Ceanothus (Gardner, 1976). 

 

4.4 ESPECIFICAD DEL HOSPEDERO Y AISLAMIENTO DE Frankia 

Norman y Lalonde (1986) nos dicen que la especificidad de  la relación endófito–hospedero 

es muy grande, y que su comprensión radica en como el hospedero capta las señales 

moleculares enviadas por Frankia y/o viceversa. A demás el entendimiento de la simbiosis 
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es limitado porque se tienen exilo de  aislamiento (y muchos no son efectivos) para 

solamente la mitad de los géneros actinorrízicos, y estos aislados han sido evaluados en 

unos pocos géneros hospederos. Las cepas Frankia aisladas hasta el momento han sido 

clasificadas en tres grupos. 

 

El primero consiste en las cepas aisladas de Alnus, Myrica, o Componia y que usualmente 

nodulan los tres géneros hospederos y son efectivos en la fijación de Nitrógeno. Pero 

existen excepciones, por ejemplo, algunas cepas aisladas de Myrica gale forma nódulos 

inefectivos (causan la formación del nódulo pero no son fijadores de nitrógeno por la 

ausencia de vesículas) en Alnus glutinosa mientras que estas mismas cepas forman nódulos 

efectivos (causan la formación del nódulo y son fijadores de nitrógeno potenciales) en 

Shepherdia, el cual no es miembro de este grupo (St–Laurent y Lalonde, 1987). 

 

El segundo grupo lo forman las cepas aisladas de los miembros actinorrízicos de la familia 

Elaeagnaceae (Elaeagnus, Shepherdia e Hipophae) y probablemente Colletia (Gauthier et 

al., 1984). Este grupo también incluye cepas Frankia aisladas de Casuarina la cual no 

nódula su planta hospedera pero si Colletia, Hippophae y Elaeagnus (Tisa, McBride y 

Ensing, 1983; Gauthier et al., 1984). 

 

El tercer grupo lo integran las cepas aisladas de Casuarina que nódulan Casuarina, si bien 

es de notar que son muy pocos (Zhang, López y Torrey, 1984), excepto una que es capas de 

nodular Myrica gale (Torrey, 1986). 

 

Es posible que el hospedero tenga un impacto sobre la evolución de Frankia, posiblemente 

al tiempo cuando la cepa se adaptaba para la infección del pelo radicular divergía de la que 

se adaptaba para la penetración intracelular, o cuando una o más cepas del grupo 

especializado de infección de Alnus infectaba el grupo infectivo de Casuarina (Caurnoyer, 

Govy y Normand, 1993). Por otro lado, Frankia no es simbionte obligatorio y, hasta 

conocer más de su diversidad genética en el suelo, el impacto de la planta hospedera como 

marca de cualquier influencia por factores del suelo sobre Frankia de vida libre debe ser 
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evaluada por las técnicas  moleculares utilizadas por Myroll y sus colaboradores (1994). El 

aislamiento de Frankia de los estados simbióticos es algunas veces directo, pero la gran 

mayoría de los casos las condiciones necesarias para su crecimiento son complejas 

(Akkermans et al., 1983; Quispel et al., 1989) o no son todavía conocidos. 

 

El éxito del aislamiento de Frankia  de los nódulos está reportado para todos los géneros 

actinorrízicos con excepción de Ceuthostoma, Kentrothammus, Chamaebatia, Dryas 

(Benson y Silvestre, 1993) y Adolphia (Huss – Danell, 1997). El aislamiento de Frankia de 

nódulos de Alnus glutinosa requiere de un extracto radicular el cual contiene compuestos 

activos (Simonet et al., 1984)  que han sido identificados como dipterocarpol 

(hidroxidammeronona), triperteno – composición integral de la membrana de Frankia – 

(Quispel et al., 1989) y el hopanetetrol – lípido presente en las vesículas – (Yaser et al., 

2003) 
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5. METODOLOGÍA 

 

Este trabajo se desarrollo básicamente en tres lugares del Departamento del Cauca: La 

Esperanza (municipio de Sotará), La Marquesa (municipio de Silvia) y La Quintana 

(municipio de Popayán). Los nódulos de Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata se 

colectaron en la vereda La Esperanza (2200 msnm), municipio de Sotará, vereda La 

Marquesa (2700 msnm) municipio de Silvia. 

 

Se colectaron alrededor de 30g de cada vereda y se transportaban en frío hasta el 

laboratorio, donde se les removió las partículas de suelo con agitación vigorosa,  

posteriormente se tomaron fotos en el Estereoscopio (Nikon) y se realizaron las mediciones 

correspondientes. A continuación los nódulos se fijaron durante 3 días en  Glutaraldehido al 

2% preparado en Buffer de Fosfato (BP) 0.2M a pH 7.4. Las muestras se almacenaron en el 

refrigerador (8º C) hasta su procesamiento e inclusión en resina y parafina. 

 

5.1  MICROSCOPIA ÓPTICA DE ALTA RESOLUCIÓN (M.O.A.R.) 

Las muestras, una vez pasado el tiempo de fijación con Glutaraldehido, fueron lavadas en 

Buffer de Fosfato 0.2M pH a 7.4 y posfijadas con Tetróxido de Osmio (OsO3) 2% en BP 

0.2M a pH 7.4, se  deshidrataron en alcoholes ascendentes desde 25% a etanol puro  y 

acetona, se infiltraron en resina spurr, para finalmente ser orientadas en moldes  de 

inclusión y dejarlas incubando a 72 ºC por 48 horas (Anexo A) (Gonzáles Santander, 1977).  

Las muestras se cortaron con cuchilla de vidrio en el ultramicrótomo (Leica) a un espesor 

de 3 a 5m. Los tejidos  se tiñeron con Azul de Toluidina durante 30 segundos y  se 

observaron en el Microscopio Óptico de Alta Resolución (Nikon). 
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5.2.  HISTOQUÍMICA 

Las muestras fijadas con Glutaraldehido 2% en Cacodilato de Sodio 0.2M a pH 7.2 se 

deshidrataron en alcoholes ascendentes de 35% hasta etanol puro, posteriormente se 

infiltraron en Parafina – Formol, parafina pura para luego ser orientadas en moldes con 

parafina 52º y almacenaros en el refrigerados (8ºC) (Anexo B).  

 

Los cortes de los nódulos radículares se tiñeron con Azul Mercúrico de Bromofenol (AMB) 

–que tiñe proteínas en azul– (Anexo C), Safranina –que tiñe cromosomas, nucleolos y 

paredes celulares en rojo– Verde Rápido – tiñe el citoplasma y otras estructuras– (VR–S) 

(Anexo D), Lugol (Lu) –que tiñe almidon– (Anexo E) y Permanganato de Potasio 

(KMNO4) –que tiñe taninos– (Anexo F). La preparación de los reactivos para realizar la 

histoquímica de los nódulos del Aliso se realizo según el protocolo y las concentraciones 

dadas por Jensen (1962). La estandarización de las tinciones se realizó en el Laboratorio de 

Patología del Hospital Universitario San José. El material se corto a un espesor de 6m a 7 

m. Los cortes, previamente desparafinados con temperatura y con xilol, se hidrataron 

desde alcohol puro hasta alcohol al 35% y una vez teñidos se deshidrataron desde alcohol al 

35% hasta alcohol puro para aclararlos con Xilol puro y finalmente montarlos con entelan. 

 

Las muestras para M.O.A.R e histoquímica se procesaron en el Sistema de Análisis de 

Imágenes Leica Qwin 550, que permite obtener copias de imágenes con formato PCX,  y la 

edición de las fotos se realizó en el Programa de Diseño Gráfico Corel Draw 12® versión 

12.0.0.458. 

 

5.3.  MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN (M.E.T.) 

A partir de los bloques obtenidos para M.O.A.R (Anexo A) se obtuvieron cortes de 60nm a 

90nm con la cuchilla de vidrio en el Ultramicrótomo Leica, los cuales se recogieron en 

rejillas y se tiñeron con Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo. Para la tinción de las rejillas 

con las muestras se siguió el protocolo de tinción de muestras para M.E.T. sugerido por 

Gonzáles Santander (1970). 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 MORFOLOGÍA EXTERNA 

Los nódulos de Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata fueron encontrados en los tres 

lugares de muestreo: La Esperanza, La Quintana y La Marquesa. Estos exhiben un color 

naranja y se agrupan en forma de coral o coliflor (Figura 1A y 3A). Cada nódulo colectado 

esta conformado por un promedio de 9 – 12 lóbulos. (Figura 1B).  

 

Figura 1. Nódulo radicular de Alnus acuminata Infectado por Frankia sp. A. Nódulo donde 

se muestra la estructura en coliflor. B. Estructura del lóbulo del nódulo de Alnus. 

 

El diámetro de los nódulos para La Esperanza es de 1 cm – 3 cm (Figura 2A), La Marquesa 

1.8 cm – 5  cm (Figura 2B) y La Quintana 1.4 cm – 3.8 cm (Figura 2C).  

 

Figura 2. Nódulo radicular de Alnus acuminata infectado por Frankia sp. A. Nódulo 

colectado en La Esperanza (Escala 1.0 cm). B. Nódulo colectado en La Marquesa (Escala 

0.5 cm). C. Nódulo colectado en La Quintana (Escala 0.2 cm). 

 

A B C 

A B 
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6.2 MORFOLOGÍA INTERNA 

Secciones de tejido cortado longitudinalmente muestran la  presencia de 3 capas (Figura 3): 

la primera es un manto de mucopolisacárido, la segunda la cutícula del nódulo y el tercer 

estrato lo componen el córtex y el haz vascular.  

 

Figura 3. Nódulo de A. acuminata. A. Vista panorámica de un nódulo de A. acuminata. Lo: 

Lóbulo, Sep: Septación, Ap: Ápice del nódulo. B. Corte transversal del nódulo de A. 

acuminata donde se muestra la capa más externa, Mucopolisacárido (Mu), la Cutícula (Cu), 

el Córtex Radicular (CR) y el Cilindro Central (CiC). Escala 0.2 cm 

 

Las observaciones realizadas en MOAR del tejido nódular radicular muestran una 

disposición de las células corticales infectadas por Frankia entorna al tejido vascular 

radicular, aunque en una forma desorganizada. (Figura 4, 5 y 6). También evidencia la 

forma circular de las vesículas – con su espacio de aire entre el citoplasma y la membrana 

externa de Frankia –, la presencia de hifas, la deformación de células corticales y la 

formación de espacios de aire con las células corticales adyacentes (figura 7) 
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7.  DISCUSIÓN 

 

La estructura de los nódulos de Alnus acuminata H.B.K. spp. acuminata muestra varias 

semejanzas con otros nódulos inducidos por el actinomiceto Frankia. La disposición del 

tejido infectado por Frankia en Aliso esta limitado a la región del córtex, teniendo 

preferencia por las células corticales (Lalonde y Knowles, 1975) (Figura 4; 7; 9 y 17), y se 

sitúan alrededor del cilindro central en forma desorganizada (Figura 4). La posición de la 

región meristemática del Aliso se localiza en la punta distal de nódulo (Figura 5) como en 

Alnus glutinosa (Becking, Boer y Houwink, 1964; Becking, 1977 citado por Newcomb, 

1980), Alnus rubra (Berry y Torrey, 1983; Fontaine, Lancelle y Torrey, 1984),  Comptonia 

peregrina (Newcomb et al., 1978; Torrey y Callaham, 1982) y Dryas drummondii (Torrey, 

1978; Newcomb, 1980; Becking 1984).  

 

La presencia de raíces nodulares en Alnus (Figura 3) no coincide con los reportes de las 

especies Alnus rubra, Alnus glutinosa (Newcomb y Wood, 1987), ni tampoco con Dryas 

drummondii (Newcomb, 1980), Coriaria (Newcomb y Pankhurst, 1982), Talguenea 

(Balboa et al., 1988) y Chamaebatia (Newcomb y Hersey, 1984), que utilizan el sistema de 

lenticelas como forma de aireación del tejido nodular. Las lenticelas (figura 9, 10 y 13), 

como sistema de aireación, en los nódulos radículares de Alnus se encuentran en una alta 

concentración entre nódulos (figura 13) y en la parte externa del nódulo al igual que en 

Alnus crispa (Lalonde y Knowles, 1975). 

 

Las vesículas esféricas de Alnus acuminata H.B.K. sp acuminata (figura 7, 9, 18 y 19) 

tienen una morfología parecida a las vesículas de Shepherdia (Newcomb y Wood, 1987), 

Elaeagnus (Newcomb y Wood, 1987; Bertrand y Lalonde, 1985), Discaria (Newcomb, 

1980), Alnus crispa (Lalonde y Knowles, 1975) y Alnus glutinosa (Becking, 1977; Périnet 

y Lalonde, 1983).  En contraste a las vesículas filamentosas de Coriaria (Newcomb y 

Pankhurst, 1982), Chamaebatia (Newcomb y Heisey, 1984) y a las alongadas de 
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Comptonia (Newcomb y Wood, 1987) y Myrica (Murcia, 2005). El tamaño promedio de las 

vesículas de 3 μm (Figura 7) en nódulos de Aliso encaja en el rango de 3 μm a 4 μm dado 

por Huss – Danell (1997). Por otro lado la separación vesicular –separación de la hifa con 

la vesícula – (Figura 19) no es encontrada en Aliso como  lo es evidente en Myrica 

(Murcia, 2005) y Comptonia (Newcomb y Wood, 1987).  

 

Es de notar que, en contraste con los nódulos de las leguminosas, el interior del nódulo de 

Alnus esta muy ventilado. Las lenticelas, como sistema de aireación, y los espacios de aire 

intracelulares en los nódulos radículares del Aliso se encuentran en una alta concentración 

entre nódulos y en la parte externa del nódulo al igual que en Alnus crispa (Figura 13) 

(Lalonde y Knowles, 1975; Massicotte et al., 1986) y aunque se encontró un solo individuo 

con raíz nodular en su sistema de fijación de nitrógeno se tendrían que realizar estudio mas 

detallado del porque esta fisiología pues esta podría ser inducida o bien por la bacteria, por 

lo que se hablaría de otro cepa Frankia inductora de nódulos en el Aliso, o por el Aliso, por 

lo que se hablaría de otra variedad de Aliso.  

 

No se encontró referencia sobre la presencia de amiloplastos en nódulos de Aliso u otra 

planta actinorriza, solamente en Myrica pubescens H. & B. ex Wilidenow (Murcia, 2005) y 

Comptonia peregrina (Newcomb, 1980). La ausencia de amiloplastos en los nódulos del 

Aliso puede ser debido a que es poca la presencia de tejido parenquimático (Figura, 11) – 

tejido que contiene los plástidos (Jensen y Salisbury, 1984) –, en contraste a la presencia 

abundante de tejido parenquimático con amiloplastos en el tallo (Figura 12 y 13). 

 

La elevada concentración de taninos en el nódulo (figura 14 y 15) nos indica la fuerte 

respuesta fisiológica que tiene el tejido de Alnus frente a la infección del actinomiceto. 

(Laplaze et al., 1999 y 2000). El reporte de Chaboud y Lalonde (1983) nos habla de la 

conjugación de proteínas de Frankia  e información genética de Alnus que conlleva a la 

formación del nódulo, igualmente explican que durante el proceso de infección existe una 

respuesta fisiológica del Aliso contra Frankia que causa la limitación de la infección solo al 

córtex la raíz (Newcomb y Wood, 1987), y que no se expanda por toda la planta (Ibíd.), por 
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ejemplo que se hagan nódulos en el tallo como ocurre en Datisca (Berg, Langenstein y 

Silvester, 1999). 

 

Es de apreciar que el mayor contenido de material genético que tienen las células corticales 

infectadas por el actinomiceto está en el citoplasma de Frankia y no en el del hospedero 

Aliso (Figura 18). Esto nos indica que el simbionte Frankia no es estático (Pawlowski y 

Bisseling, 1996), si no que esta continuamente renovándose para iniciar nuevas infecciones 

en células corticales. 

 

Las estructuras regenerativas de Frankia (Esporangios) no se observaron en Alnus 

acuminata H.B.K. sp acuminata como en Alnus glutinosa (Vandijk y Merkus, 1976) (figura 

19), Myrica pubesces (Murcia, 2005) y Elaeagnus umbellata (Baker, Newcomb y Torrey,  

1980; Newcomb, Baker y Torrey, 1987). Esto puede considerarse como una variación 

morfológica causada por el Aliso en Frankia, ya que, como lo reporta Torrey (1978), 

Newcomb y Wood (1987) y Benson y Silvester (1993), es la planta hospedera la que 

modifica la morfología de Frankia y el que determinó, para este caso, la ausencia de 

esporangios. 

 

El uso de la tinción AMB –específica para proteínas– se puede utilizar como un indicador 

que evidencia la presencia y efectividad de Frankia en las plantas actinorrizas, ya que en 

las células corticales infectadas de los nódulos de Aliso tiño de azul toda la nitrógenasa 

contenida en las vesículas (Newcomb y Wood, 1987) en comparación a las células 

normales que no se tiñeron (Figura 9). 

 

El estudio histológico mostrado en el  presente trabajo reporta evidencia específica que los 

nódulos de Alnus acuminata H.B.K. sp acuminata están infectados por el actinomiceto 

Frankia con  base a que se encontraron  hifas con  la habilidad de formar vesículas 

endófitas (Figura 7; 9 y 18), presencia de un espacio de aire entre la membrana interna y 

externa  de la vesícula (Figura 7 y 19) y el alto grado de deformación de la células 
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corticales infectadas por Frankia ya que tienen una área de 39 μm2 frente a 24 μm2 de las 

no infectadas y 5 μm2 de las células corticales normales de la raíz (Figura 4; 7 y 9). 
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8. CONCLUSIONES 

 

 Alnus acuminata H.B.K. ssp. acuminata tiene un doble sistema de aireación en su tejido 

nodular, raíz nodular  y lentícelas, en comparación a Myrica pubescens H. & B. ex 

Wilidenow, otra planta actinorriza, que solo posee raíz nodular. 

 

 El sistema de membrana vesicular del actinomiceto Frankia dentro de su hospedero es 

similar al de otras plantas actinorrizas, pues además de desarrollar hifas tiene una 

membrana externa e interna,  y un espacio de aire que separa las dos membranas. 

 

 El contenido proteico de las células corticales infectadas por Frankia es mayor que en las 

no infectadas y mucho mas elevado que  en las células corticales de las raíces que no 

conforman el nódulo. 

 

 A pesar de encontrarse amiloplastos en los nódulos de Myrica pubescens H. & B. ex 

Wilidenow y en el tallo de Alnus, estos no se hace presentes en los nódulos de Alnus 

debido a la poca presencia de tejido parenquimático en el córtex radicular. 

 

 La prueba con Azul Mercúrico de Bromofenol sirve como indicador de la presencia y 

efectividad de Frankia en los nódulos  de Aliso y puede ser también usado como 

indicador en otros géneros de plantas actinorrizas. 

 

 La respuesta fisiológica expresada por Alnus, causada por la infección del actinomiceto 

Frankia, se expresa en el aumento del contenido de Taninos en todo el nódulo pero con 

una preferencia especial en la periferia del nódulo 

 

 El contenido de material de replicación en los nódulos de Aliso esta  concentrado en las 

células corticales infectadas y en su mayoría pertenece al actinomiceto Frankia y no al 

Aliso. 
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ANEXO A 

 

Protocolo de preparación de muestras para M.O.A.R y M.E.T. 
 

Fijación con Glutaraldehido al 0.2 M en BP a pH 7.4 
 

3 días 

Lavado del tejido en Buffer (dos veces). 
 

15 min. 

Posfijación en OsO4. 
 

02 H. 

Lavado con Buffer (dos veces). 
 

15 min. 

Deshidratación en etanol al 25% (dos cambios). 
 

10 min. 

Deshidratación en etanol al 35% (dos cambios). 
 

10 min. 

Deshidratación en etanol al 50% (dos cambios). 
 

10 min. 

Deshidratación en etanol al 75% (dos cambios). 

 

10 min. 

Deshidratación en etanol al 95% (tres cambios). 
 

30 min. 

Deshidratación en etanol puro (tres cambios) 
 

30 min. 

Aclaramiento en Etanol : Acetona (3 : 1). 
 

10 min. 

Aclaramiento en Etanol : Acetona (1 : 1). 
 

10 min. 

Aclaramiento en Etanol : Acetona (1 : 3). 
 

10 min. 

Acetona pura. 
 

20 min. 

Preimbibición resina Spurr : Acetona (1 :  3). 
 

01 H. 

Preimbibición resina Spurr : Acetona (1 :  1). 
 

01 H. 

Preimbibición resina Spurr : Acetona (3 :  1). 
 

01 H. 

Preimbibición resina Spurr. 
 

18 H. 

Inclusión definitiva en resina Spurr a 65ºC 48 H. 

Para MET la tinción de las rejillas con el tejido nodular  se siguió el protocolo de Gonzáles 

Santander (1977) 
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ANEXO B 

 

Protocolo de preparación de muestras para Histoquímica. 
 

Fijación con Glutaraldehido al 0.2 M en BP a pH 7.4 

 

3 días 

Lavado del tejido en Cacodilato de sodio (tres cambios). 

 

10 min. 

Deshidratación en etanol al 30%. 

 

60 min. 

Deshidratación en etanol al 70%. 

 

60 min. 

Deshidratación en etanol al 80%. 

 

60 min. 

Deshidratación en etanol al 90%. 

 

60 min. 

Deshidratación en etanol al 95%. 

 

60 min. 

Deshidratación en etanol puro. 

 

60 min. 

Aclaramiento en etanol : cloroformo (3 : 1). 

 

60 min. 

Aclaramiento en etanol : cloroformo (1 : 1). 

 

60 min. 

Aclaramiento en etanol : cloroformo (1 : 1). 

 

60 min. 

Cloroformo Puro. 

 

10 min. 

Infiltración en Cloroformo : Parafina (54º) (1 : 1) a ± 35ºC. 

 

24 H. 

Infiltración en Cloroformo : Parafina (54º) (1 : 1) a ± 45ºC. 

 

38 H. 

Infiltración en solo Parafina (52º) a ± 52º. 

 

06 H. 

Inclusión en Parafina (52º). 02 H. 
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ANEXO C 

 

Protocolo de tinción con Azul Mercúrico de Bromofenol de tejido incluido en parafina. 

 

Desparafinción con temperatura de 52 ºC 

 

20 min. 

Desparafinación con Xilol puro (3 cambios). 

 

01 min 

Etanol 95%. 

 

03 min. 

Etanol 70%. 

 

03 min. 

Etanol 50% 

 

03 min. 

Etanol 30%. 

 

03 min. 

Azul Mercúrico de Bromofenol. 

 

15 min. 

Acido Acético. 

 

20 min. 

Lavado con H2O. 

 

02 min. 

Etanol 30%. 

 

03 min. 

Etanol 50%. 

 

03 min. 

Etanol 70%. 

 

03 min. 

Etanol 95%. 

 

03 min. 

Aclarar con Xilol. 03 min 
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ANEXO D 

 

Protocolo de tinción Verde Rápido Safranina en tejido incluido en parafina. 

 

Desparafinción con temperatura de 52 ºC 

 

20 min. 

Desparafinación con Xilol puro (3 cambios). 

 

01 min. 

Etanol 100%. 

 

01 min. 

Etanol 95%. 

 

01 min. 

Etanol 70%. 

 

01 min. 

Etanol 50% 

 

01 min. 

Etanol 30%. 

 

01 min. 

H2O. 

 

01 min. 

Safranina 1%. 

 

15 min. 

Lavar con H2O. 

 

01 min. 

Etanol 30% + ácido pícrico (1 : 1). 

 

01 min. 

Etanol 50% + ácido pícrico (1 : 1). 

 

01 min. 

Etanol 70% + ácido pícrico (1 : 1) 

 

01 min. 

Etanol 95% + ácido pícrico (1 : 1). 

 

01 min. 

Etanol 95% + amoniaco (1 : 1). 01 min. 

Etanol 100%. 

 

05 seg. 

Verde Rápido 

 

05 min. 

Aclarar con Xilol.  
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ANEXO E 

 

Protocolo de tinción con Lugol de tejido incluido en parafina. 

 

Desparafinción con temperatura de 52 ºC 

 

20 min. 

Desparafinación con Xilol puro (3 cambios). 

 

01 min. 

Etanol 100%. 

 

03min. 

Etanol 95%. 

 

03min. 

Etanol 70%. 

 

03min. 

Etanol 50%. 

 

03min. 

Etanol 30%. 

 

03 min. 

Lavado con H2O. 

 

03 min. 

Lugol. 05 min. 
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ANEXO F 

 

Protocolo de tinción con KMNO3 de tejido incluido en parafina. 

 

Desparafinar con temperatura de 52 ºC  

 

20 min. 

Desparafinación con Xilol puro (3 cambios). 

 

01 min. 

Etanol 100%. 

 

02 min. 

Etanol 95%. 

 

02 min. 

Etanol 70%. 

 

02 min. 

Etanol 50%. 

 

02 min. 

Etanol 30%. 

 

02 min. 

H2O. 

 

02 min. 

KMNO3. 

 

15 min. 

Etanol 30%. 

 

01 min. 

Etanol 50%. 

 

01 min. 

Etanol 70%. 

 

01 min. 

Etanol 95%. 

 

01 min. 

Etanol 100%. 

 

01 min. 

Aclarar con Xilol. 01 min. 

 

 

 

 


