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INTRODUCCIÓN 

 

El laurel de cera Morella pubescens es una planta endémica en Suramérica fijadora de 

nitrógeno que  se distribuye desde Nicaragua hasta Bolivia  (Pinzon, 1997), es una planta 

actinorriza, actino de actinomicetes y rhiza de raíz (Baker y Miller, 1992), es decir una 

planta que establece simbiosis con la bacteria fijadora de nitrógeno Frankia en sus nódulos, 

lo que le permite  obtener amonio (Berry y Sunell, 1990). Se han descrito hasta ahora  270 

especies de plantas  actinorrizas (Swensen y Mullin, 1997) pertenecientes a 25 géneros 

(Lancelle y Torrey, 1985; Huss - Danell, 1997) de 8 familias (McEwan y Gatherer, 1999; 

Berry, 1994), a diferencia de las leguminosas que pertenecen a  una sola familia y a un 

género de la familia Ulmaceae (Benson y Silvestre, 1993).  

 

El significado de la simbiosis actinorrízica en el presupuesto del nitrógeno global es ante 

todo ecológico (Berry, 1994); es decir, cumplen un papel ecológico en el balance global del 

nitrógeno.  Tienen importancia económica como productoras de madera y de leña, la 

mayoría habita las zonas templadas. Las cantidades de nitrógeno fijadas por estas plantas 

son usualmente mayores que las cantidades fijadas por las leguminosas (Schwencke y Carú, 

2001).  La capacidad de adaptación de estas plantas a suelos marginales, está seguramente 

relacionada no sólo a su capacidad de autoabastecerse de nitrógeno, a través de su simbiosis 

con Frankia, sino también a que se asocia hongos endo y ectomicorrízicoz; simbiosis que le 

provee de muchos nutrientes, sobre todo fósforo (ibid.); es decir, dichas plantas son capaces 

de formar varios y diferentes asociaciones con microorganismos del suelo. El Laurel de 

ceras por ser fijadora de nitrógeno sirve para la recuperación de suelos, control de erosión, 

uso artesanal, retención de taludes, soporta sequía y se adapta en pendientes acusadas. Se 

recomienda para la protección de riberas y como alimento para fauna silvestre (Elias, 

1971). Se han llevado a cabo estudios a nivel del género Morella, pero no de la especie 

Morella pubescens: por lo tanto la siguiente investigación dentro de la línea de Biología 
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Celular y Molecular se enfoca principalmente  a la investigación básica, principalmente a 

nivel de morfología, estructura y ultraestructura de los nódulos producto de la simbiosis.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 15 

 

 

1. JUSTIFICACIÓN 

 

En Colombia se presentan problemas de deforestación, degradación de suelos y erosión, 

actualmente se busca implementar alternativas de bajos costos para solucionar parte de 

estos problemas, sin embargo, se requieren investigaciones que permitan desarrollar dichas 

tecnologías, en algunos casos es necesaria la investigación básica.   

 

El laurel de cera es una especie que sirve para proteger las cuencas hidrográficas, se puede 

integrar en procesos de recuperación de suelos, se adapta a diferentes tipos de terrenos, es 

un arbusto pionero en la colonización de  terrenos deforestados (Muñoz, 2000). 

 

 De sus frutos se obtiene una cera que se emplea en la industria como materia prima para la 

elaboración de panela ó chancaca, velas, jabones y cera para pisos, productos que pueden 

reemplazar a otros similares, obtenidos a partir de síntesis químicas que pueden ser 

sustancias contaminantes. Además el ripio o producto sobrante de la extracción es utilizado 

como abono orgánico.  

 

En la Universidad del Cauca se han llevado a cabo estudios sobre la producción técnica y 

comercialización de la cera de laurel (Rebolledo, 2000),  producción y comercialización del 

jabón de tierra (García, 1995), investigaciones que han determinado una viabilidad y dónde 

se plantea la recuperación de tradiciones culturales, como es la producción artesanal 

tradicional de cera. 

La universidad de Nariño es pionera en el sur occidente Colombiano en el estudio de ésta 

especie; llevando a cabo estudios sobre producción, germinación  y descripción general de 

la especie,  sin embargo, en Colombia y otros países Latinoamericanos no se han hecho   

estudios a nivel celular, molecular ni genético del proceso de nodulación Frankia - laurel 

de cera. La Unidad de Biotecnología Vegetal de la Pontificia Universidad Javeriana 

estableció la línea de investigación en  aislamiento, caracterización, cultivo e inoculación 
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de fijadores de nitrógeno, siendo la simbiosis Frankia - Laurel de cera uno de sus intereses 

promisorios.    

Esta es la primera investigación a nivel de Biología Celular y Microbiología que contribuye 

a un mayor conocimiento del laurel de cera, como la determinación de la infectividad y la 

efectividad de fijación de nitrógeno en sus nódulos y establece algunas de las bases de una 

interesante línea de investigación a nivel de  Biología Celular y molecular en la 

Universidad del Cauca.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

 Estudiar los cambios morfológicos y estructurales durante el proceso de nodulación de  

Frankia en las raíces del laurel de cera Morella pubescens H. & B. ex Wilidenow in 

situ. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar y determinar la  secuencia de transformación morfológica y estructural a 

nivel de raíz y nódulo mediante  técnicas de microscopia óptica y electrónica durante el 

proceso de nodulación. 

 

 Determinar la secuencia de transformaciones estructurales a nivel celular mediante 

técnicas histoquímicas durante el proceso de nodulación. 

 

 Observar el modo de acción del actinomiceto Frankia durante el proceso de la 

nodulación en las raíces del laurel de cera Morella pubescens H. & B. ex Wilidenow in 

situ por medio de microscopia óptica y electrónica. 
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3. ANTECEDENTES 

 

No se han llevado a cabo investigaciones a nivel celular, molecular ni genético de la 

simbiosis de Frankia – Morella pubescens. La investigación bibliográfica se llevo a cabo  

en el centro de documentación del CIAT, biblioteca y bases de datos de la Universidad del 

Cauca y de la Universidad del Valle y la taxonomía se obtuvo de dos trabajos de grado de 

Botánica de la Universidad Nacional de Colombia.   

 

La primera descripción de nódulos actinorrizicos la hizo Meyen en 1829, por medio de una 

observación de microscopio de muestras de los nódulos descubrió el supuesto parásito  

(Quispel, 1990), una mejor descripción la hizo Schacht en 1853 y otros investigadores 

posteriores, pero en 1866 Woronin describió la estructura anatómica de los nódulos de 

Alnus glutinosa, pudiendo observar algunas de las estructuras características de Frankia 

(ibid.). Las invetigaciones continuaron avanzando en la descripción del microorganismo, en 

1902 Shibata 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  

fué el primero en considerar el microsimbionte de Alnus como un Mycobacerium y el de 

Morella como un Actinomiceto.  En 1956 Pomer lleva a cabo la primera descripción 

ultraestructural de los nódulos Alnus. En 1963 Silver Warren lleva a cabo el estudio de 

ultraestructura de Morella cerifera donde Frankia es descrita como un endófito (Warren, 

1963), este es uno de los trabajos que mas se acerca a esta investigación, pues la mayoría de 

los estudios a nivel del género Morella se han llevado a cabo en las especies Morella gale, 

Morella cerifera, Morella faya y Morella pensylvanica y ningún estudio morfológico, 

estructural y ultraestructural en Morella pubescens.   

 

La Universidad del Nariño es pionera en el estudio de ésta especie. Sus trabajos en marcha 

son: El laurel de cera (Morella pubescens) en sistemas agroforestales, una alternativa de 
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desarrollo en el departamento de Nariño; Investigación participativa sobre laurel de cera, 

una estrategia de educación ambiental en los municipios de San Pablo, Chachagui y Pasto, 

departamento de Nariño. Los trabajos ejecutados son: Estudio agroeconómico del laurel de 

cera en el departamento de Nariño; Evaluación de tres métodos de pregerminación de 

semillas de laurel de cera; Estudio de comercialización de la cera de laurel en el 

departamento de Nariño. 

 

La Universidad de Nariño ejecutó el proyecto “Estudio de distancias de siembra y 

fertilización del laurel (Morella pubescens) y del procesamiento de la cera en la zona norte 

del departamento de Nariño con el apoyo de Pronatta. 

 

En la Universidad del Cauca se han llevado a cabo los trabajos de grado: “Producción 

técnica y comercialización de la cera de laurel en el Municipio de la Cruz (Nariño) 

(Rebolledo y Tituaña, 2000) en la Facultad de Ciencias Contables, Económicas y 

Administrativas, estudio que determinó la factibilidad de crear una empresa dedicada a la 

producción técnica y comercialización de la cera de laurel en el municipio de la Cruz y el 

trabajo de grado  “Producción y comercialización del jabón de tierra” (García et al.,  1995), 

en la Facultad de Humanidades, estudio que desarrollo los elementos publicitarios para la 

comercialización del jabón de tierra.  

 

El Cauca y Nariño son los departamentos dónde más se utiliza la práctica de la extracción 

de la cera de laurel  (Muñoz y Luna, 2000), siendo una especie de interés económico y 

cultural.  Esta investigación a porta al conocimiento básico de la simbiosis de la bacteria y 

el Laurel de Cera, es el primer estudio a nivel morfológico, estructural  y ultraestructural de 

los nódulos producto de la simbiosis y que determinó la infectividad y efectividad de la 

fijación de nitrógeno, por lo tanto es importante estudiar ésta simbiosis  para desarrollar 

técnicas de micropropagación para proyectos de producción y mejoramiento o  

recuperación ambiental, es decir, es factible la tecnificación del cultivo del laurel de cera 

pues en simbiosis con Frankia se lleva a cabo la fijación de nitrógeno, cultivo tecnificado 

que aportaría al desarrollo de la región. 
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4. MARCO TEÓRICO 

 

Frankia es una bacteria filamentosa o actinomiceto fijador de nitrógeno que cuando lleva a 

cabo simbiosis con las plantas actinorrizas, induce en sus raíces la formación de nódulos 

fijadores de nitrógeno. Dicha fijación de nitrógeno es llevada a cabo por la enzima 

nitrogenasa (Berry y Sunell, 1990). 

 

La simbiosis formada por la bacteria Frankia y el nódulo radical de la planta se conoce con 

el término de actinorriza (Torrey y Tjepkema, 1979; Berry et al., 1986; Guillén, 1993), 

actino de actinomicetes y rhiza de raíz (Baker y Miller, 1992).  

 

Los beneficios de esta simbiosis se conocen desde hace muchos años y ya desde 1886 se 

suponía que el endófito de estas plantas era microbiano (Lechevalier, 1979). Se han 

encontrado evidencias fósiles del pleistoceno del árbol aliso (Alnus) cuyos nódulos 

albergaban actinomicetos en su interior (Baker y Miller, 1980). Sin embargo no fué sino 

hasta 1978 en que el grupo del Dr. Torrey, en la Universidad de Harvard logro aislar  de 

Comptonia peregrina la primera cepa de Frankia en cultivo puro bajo condiciones 

axénicas, a la que llamaron CpI1 (Benson y Silvestre, 1993), estableciendose una nueva 

línea de investigación de la simbiosis Frankia – hospedero in vitro. 

 

Este estudio morfológico y estructural hace énfasis en la simbiosis Frankia-Morellas, es  

decir en los nódulos que son modificaciones de las raíces laterales de la planta hospedera. 
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4.1 Plantas actinorrizas 

Las plantas actinorrízicas son arbustos o árboles que habitan diversos ecosistemas  y se 

adaptan a condiciones ambientales extremas como suelos salinos y terrenos pantanosos. 

Son plantas que crecen rápidamente y son pioneras en las primeras etapas de sucesiones 

vegetales. Se han descrito hasta ahora  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), a diferencia de las leguminosas que pertenecen a  

una sola familia y a un género de la familia Ulmaceae (Benson y Silvestre, 1993). 

 

El significado de la simbiosis actinorrízica en el presupuesto del nitrógeno global es ante 

todo ecológico, es decir, cumplen un papel ecológico en el balance global del nitrógeno, las 

tazas de fijación de nitrógeno en los nódulos de los generos Alnus y Elaeagnus (10-90 µmol 

g -1 (f.w.) h-1 etileno como acetileno reducido) son mas altas que las tazas obtenidas en las 

leguminosas como las arvejas y la soya (Berry, 1994), las tasas anuales estimadas de 

acumulación de nitrógeno en los géneros de las actinorrizas están dentro de los mismos 

rangos de muchas leguminosas (40-350 kg.ha-1) ( Torrey, 1978 citado en Berry, 1994). 

 

Tienen importancia económica como productoras de madera y de leña, la mayoría habita 

las zonas templadas. Las cantidades de nitrógeno fijadas por estas plantas son usualmente 

mayores que las cantidades fijadas por las leguminosas (Schwencke y Carú, 2001). 

 

La capacidad de adaptación de estas plantas a suelos marginales, está seguramente 

relacionada no sólo a su capacidad de autoabastecerse de nitrógeno, a través de su simbiosis 

con Frankia, sino también a que se asocia hongos endo y ectomicorrízicoz; simbiosis que le 

provee de muchos nutrientes, sobre todo fósforo (Schwencke y Carú, 2001); es decir, 

dichas plantas son capaces de formar varios y diferentes asociaciones con microorganismos 

del suelo. 
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4.1.1  Morella pubescens Humboldt et Bonpland ex Willd 

 

4.1.1.1  Aspectos botánicos  

 

 

Figura 1. Plántula de Laurel de Cera (Morella pubescens) 

 

Morellaceae Blume (1829)  es  una  familia  de  árboles y arbustos tradicionalmente ubicada 

dentro  de  la  subclase  Hammamelidae  de  las Dicotiledóneas y dentro de su propio 

orden,las Morellales (Cronquist 1981, 1988, Takhtajan 1997 citado en Parra 2003). 

Cronquist (1981) sugirió que la familia estaba relacionada con otras familias dentro de los 

órdenes Juglandales y Fagales, estos   últimos   también  pertenecientes  a   Hammamelidae.   

En  la actualidad,  la evidencia molecular y los nuevos análisis filogenéticos proponen que la 

clase Hammamelidae es un grupo parafilético y Morellaceae (que es considerada 

monofilética), es agrupada en el orden Fagales contenido en el grupo “Eurosids I” de las 

“Rosids”, que a su vez están contenidas en el gran grupo de las ‘verdaderas dicotiledóneas’ 

(“Tricolpates”) (Judd et al. 1999 citado en Parra 2003). 

 

En Colombia son conocidas con el nombre de "laurel de cera" u "Olivo de cera", porque sus 

frutos producen una gran cantidad de cera (Parra, 1998) 
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4.1.1.2  Distribución geográfica 

La familia Morellaceae es de origen holártico, de las zonas templadas y frías 

septentrionales. Fue dispersado al Sur de América y Africa y actualmente cuenta con más 

de 50 especies con distribución cosmopolitana, a excepción de Australia y Nueva Zelanda 

(Pinzon, 1997). 

 

Las especies de Morella pubescens y Morella parvifolia son endémicas en Suramérica; 

Morella pubescens se distribuye desde Nicaragua hasta Bolivia y Morella parvifolia 

desde Colombia hasta Ecuador. En Colombia se encuentran en la franja altitudinal 

comprendida entre los 1700 y 2990 m.s.n.m. en el subpáramo, bosques secos, bosques muy 

secos y bosques húmedo montano bajo, donde las temperaturas oscilan entre 12 a 20 °C. 

Son abundantes en las regiones altas de los Santanderes, Boyacá, Cundinamarca, Tolima, 

Quindio, Cauca, Nariño y Putmayo (Parra, 2003) (Figura 2). 

 

Pueden encontrarse a orillas de caminos, carreteras, ríos, en el interior o áreas aledañas al 

bosque (Muñoz y Luna, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución geográfica en Colombia de M. pubescens (Humb. & Bonpl. ex 

Willd.) (Tomado de Parra, 2003) 
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4.1.1.3 Características generales de Morella pubescens (Humb. & Bonpl. Ex 

Willd.) Arbustos o árboles generalmente aromáticos, siempreverdes. Pueden crecer más 

de 12 m de alto. Tronco corto, lignificado de más de 30 cm de diámetro. Copa de forma 

redondeada; follaje denso verde, algo brillante, persistente; ramificación a 1 m., simpódica, 

desigual, torcido, de sección circular; ritidoma de intenso marrón, muy delgado, que al 

picarlo salta fácilmente; lenticelas lineares, subcirculares, medianas, ordenadas en filas 

horizontales, abundantes y conspicuas en la corteza muerta; ramas horizontales a 

decumbentes; ramitas terminales tiernas, irregulares, verde marrón y subvertículadas,  

sistema radicular profundo y abundante (Parra, 1998). (Figura 3). 

 

Presenta hojas simples; de más o menos 9 cm de largo; alternas, enteras, dentadas, o de 

borde aserrado. Generalmente sin estípulas; coriáceas, rugosas, con peciolos cortos, 

acanalados y nerviación marcada por el envés, con glándulas vesiculares llenas de un 

aceite esencial. Es monoica, las flores femeninas son aperianteas, sésiles en las axilas 

de las brácteas, rojizas, de 2 mm de diámetro, agrupadas y pequeñas; las flores masculinas 

hacia la base de la inflorescencia y las femeninas hacia el ápice con 2 estigmas; en lugar de 

cáliz y corola poseen unas piezas escamosas (Pinzon, 1997). (Figura 3) 

 

Flores femeninas, ovoideas o cilíndricas; ovario súpero, unilocular, el estilo tiene 2 cortos 

estigmas filiformes; bifurcados; sin discos; sésiles comprimido en 2 carpelos fusionados, 

el cual forma un simple lóculo con un óvulo solitario; erecto u ortótropo, más o menos 

basal (Pinzon, 1997). Frutos en drupas, redondos (diámetro 5 mm) de color gris; 

exocarpo de consistencia granulosa, frecuentemente cubierto con cera y papilas 

suculentas o glándulas olorosas, simples con el endocarpo endurecido a modo de hueso, el 

cual recibe el nombre de pireno y en cuyo interior se encuentra una semilla pequeña, 

globosa (Parra, 1998).  
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Figura 3.  Morella pubescens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Wilbur. A, rama con flores y 

frutos; B, inflorescencia, flor masculina y frutos; F, corte longitudinal del fruto; C, bráctea 

principal de la flor femenina; D, bráctea secundaria de la flor femenina; E, ovario y 

estigma; G, detalle de la flor masculina [H. García-Barriga & R. Jaramillo-M. 20751 

(COL)]. (Tomado de Parra, 2003) 
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4.1.1.4 Usos 

 

Ecológicos: por ser fijadora de nitrógeno sirve para la recuperación de suelos, control de 

erosión, retención de taludes, soporta sequía y se adapta en pendientes acusadas. Se 

recomienda para la protección de riberas. Alimento para fauna silvestre (Elias, 1971). 

 

Industriales: de sus frutos se extrae cera que se utiliza en la fabricación de velas, jabones 

y materia prima para betunes y barnices; fotograbados, grabado de metales, fundición de 

metales y limpieza de metales; moldes para dentistería; lacado de muebles; recubrimiento 

de quesos y para la elaboración de granulados alimenticios (Rodríguez, 1993). Ayuda a la 

purificación y dureza de la panela. Las hojas se utilizan como condimento para estofados 

y sopas (Elias, 1971).  

 

Religiosos: Para sahumerios (Parra, 1998) y para la construcción de la cruz de mayo, con 

una amplia aceptación religiosa. 

 

Medicinales: las raíces o la corteza del laurel tomadas en infusiones en cantidades 

moderadas son astringentes y ayudan a combatir las diarreas; si se toma en grandes 

cantidades, sirve como emético. La corteza en forma de polvo o en cocción se usa para 

tratamientos de inflamaciones, úlceras y otros problemas internos (Elias, 1971).  

 

Otros: ornamental, para antejardines, parques, separadores, avenidas y plazas (Parra, 

1998). Los huesecillos de las pepitas, después de extraída la cera, son buen abono para los 

jardines y árboles frutales. Se usa para leña y elaboración de carbón vegetal.  
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4.2 Frankia  

Frankia es una bacteria Gram-positiva filamentosa con una composición de su ADN de 70% 

de guanina más citosina, es una bacteria microaerofílica que  utiliza nitrógeno atmosférico 

(N2) para crecer y es absolutamente aeróbica cuando se le proporciona nitrógeno combinado 

(NH3) en  medio de cultivo (Schwencke y Carú, 2001). 

  

Cuando crece en medio de cultivo Frankia se caracteriza por desarrollar tres estructuras 

características: hifas, vesículas y esporangios (Benson y Silvestre, 1993). En simbiosis no 

siempre se desarrollan esporangios y vesículas; eso depende de la planta hospedera con la 

que se lleva a cabo la simbiosis. 

 

Este estudio morfológico y estructural se enfatiza específicamente en la simbiosis, es decir 

en los nódulos. 

 

4.2.1 Estructuras características de Frankia en simbiosis Cuando Frankia crece en 

medio de cultivo se caracteriza por desarrollar tres estructuras: hifas, vesículas y 

esporangios, pero en simbiosis la planta hospedera juega un papel significativo en la 

modificación de la estructural de Frankia como la presencia o ausencia de esporangios o en 

el tamaño, forma y ausencia o presencia de vesícula (Benson y Silvestre, 1993). Este marco 

teórico se centra en las características de dichas estructuras en simbiosis.  

 

Todas las estructuras de Frankia dentro de las células hospederas son envueltas en una 

“cápsula” del tipo pared celular derivada del plasmalema y de  la pared celular del 

hospedero (Berry y Torrey, 1983; Berry et al., 1986; Berg, 1990).   

 

Hifas: La fase vegetativa de Frankia se caracteriza por el desarrollo de hifas filamentosas, 

ramificadas y septadas, formando un micelio cuando crece en medio de cultivo (Benson y 

Silvester, 1993). La estructura de la hifa consiste de una pared celular de dos capas, con 

septaciones que se originan de la capa interna (Newcomb y Susan, 1987). La composición 

de las paredes celulares de Frankia son del tipo III (Lechavalier y Lechavalier, 1990). Las 
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hifas pueden tener un diámetro de 0.5 a 1.5 µm (Torrey y Callaham, 1982). Se dice que las 

hifas son invasivas cuando penetran las paredes celulares del hospedero por medio de la 

degradación enzimática. (Van, 1999). 

 

Vesículas: Su función es la de ser la estructura en la que se fija el nitrógeno por medio de la 

nitrogenasa (Benson y Silvester, 1993). Su forma depende del tipo de planta hospedera, por 

ejemplo, en Alnus y Elaeagnus son esféricas, alargadas y septadas, en Rosaceae y 

Ceanothus son elípticas y no septadas; en Coriaria, Morella y Comptonia son alargadas 

pero abultadas en el extremo terminal y septadas (Newcomb y Susan, 1987).  Pueden 

presentar diámetros de 1.5 a 2.0 µm, las prevesículas que se desarrollan en vesículas 

maduras no presentan septos (Torrey y Callaham, 1982). Las vesículas se caracterizan por 

presentar una envoltura lipídica formada por lamelas de 3 a 5 nm, cuando la presión de 

oxígeno dentro de la célula hospedera aumenta, las vesículas generan mas capas lipídicas 

para proteger la nitrogenasa (Berry, 1994). Cuando se observan fotomicrografías de células 

hospederas infectadas por Frankia que presentan vesículas, a veces se puede ver que la 

vesícula está rodeada por un espacio vacío (Figura 4), este espacio vacío presumiblemente 

se forma por la perdida de capas lipídicas en el proceso de la fijación de la muestra para 

estudios ultraestructurales (Lancelle et al., 1985 citado en Newcomb y Susan, 1987). En la 

figura 3 se observan las estructuras características de las vesículas de Frankia .  
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Figura 4. Dibujo sistemático de una  célula de nódulo de Alnus infectada con una hifa (h) 

de Frankia  y una vesícula simbiótica (SV). hcw, pared  celular del hospedero; hpm, 

membrana plasmática del hospedero; hc, citoplasma del hospedero; c, capsula (originada 

del hospedero); ll, lámina lipídica; Fcw, pared celular de Frankia ; Fpm, membrana 

plasmática de Frankia; s, septo; Fc, citoplasma de Frankia. Para  simplificar la figura, el 

tamaño relativo de varias estructuras no está dibujado a escala. Basado en datos de 

Newcomb and Word (1987) y Abeysekera et al. (1990). (Tomado de Huss Danell, 1990). 

 

Esporangios:  Estas estructuras son generadas en cultivo por todas las cepas de Frankia, la 

esporulación ocurre en algunos nódulos de las plantas actinorrizas; especialmente en 

Morella y en Alnus (Schwintzer, 1990; Torrey, 1987). Los esporangios en simbiosis 

presentan formas circulares, cilindrias o formas irregulares (Newcomb et al., 1978), son 

estructuras terminales de las hifas o intercalares, con paredes celulares internas gruesas 

(Newcomb y Wood, 1987).  

 

4.2.2 Taxonomía, especificidad del hospedero y fisiología de Frankia En 1970 Becking 

redefinió el género Frankia (Becking, 1970 citado en Lechevalier, 1984) como procariotes 
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dentro del órden de los Actinomicetales (Kalakoutskiip y Agre, 1976), son bacterias Gram 

Positivas, filamentosas y esporulantes (Lechevalier, 1994). 

 

El género Frankia es clasificado de acuerdo al manual de Bergey así: 

Phylum BXIV Actinobacteria 

       Clase I Actinobacteria 

           Subclase V Actinobacteridae 

                 Suborden XIII Frankineae 

                     Familia I Frankiaceae 

                              Genero Frankia 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Frankia. 

 

De acuerdo a la especificidad de Frankia para nodular las plantas, se aceptan actualmente 

tres grupos llamados “grupos de especificadad hospedero” (Tabla 1)  

 

Grupo especifidad Cepas ondulantes de: 

1 Alnus y Morella 

2 Casuarina y Morella 

3 Elaeagnus y Morella 

Tabla 2. Especificidad hospedera en la simbiosis actinorrízica.  (Tomado de Baker, 1987) 

 

Fisiológicamente Frankia puede ser separado en dos grupos (Lechevalier, 1984 citado por 

Perafan, 2005): 

 

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 citado por Perafán, 2005). 

Son poco tolerantes al  oxigeno, usan pocos carbohidratos y son reinfectivas – capaces de 



 31 

formar nódulos – y efectivas – capaces de fijar nitrógeno atmosférico – en sus plantas 

hospederas (Lechevalier y Lechevalier, 1986 citado por Perafán, 2005). 

 

4.3 MORFOLOGÍA Y ANATOMÍA DE LOS NÓDULOS ACTINORRÍZICOS 

MORFOLOGÍA 

Un nódulo actinorrízico se forma de múltiples unidades estructurales llamadas “lóbulos 

nodulares”, dichos nódulos son perennes como en Morella o cubiertos por una cutícula 

como los nódulos de Alnus y tienen apariencia coraloide. Dependiendo de la planta 

hospedera y de las condiciones ambientales los nódulos pueden medir de 1cm a 5 cm de 

diámetro. Los lóbulos nodulares actinorrizicos son raíces laterales modificadas (Baker y 

Schwintzer, 1990). Dentro del nódulo, Frankia infecta solamente las células corticales 

(Newcomb y Wood, 1987), el primordio que da origen a los lóbulos se forma en el periciclo 

a diferencia de las leguminosas que se forma en el cortéx (Newcomb y Wood, 1987). 

Dependiendo de la presencia o ausencia de raicillas que se originan solamente en los lóbulos 

maduros se dice que los nódulos son tipo Morella cuando las poseen y tipo Alus si no las 

tienen (Newcomb y Susan, 1987). En Morella  los lóbulos no se encuentran tan 

compactados como en Alnus. 

 

Anatomía 

Si un lóbulo nodular radicular actinorrízico es una raíz lateral modificada se entiende que la 

disposición o arreglo de los tejidos son similares, es decir tienen una estele central rodeada 

por endodermis, células corticales y peridermis o epidermis. La mayoría de las células de 

cada lóbulo se originan de un meristemo llamado “meristemo lobular nodular” localizado en 

la terminación distal del mismo (Newcomb y Word, 1987). En el lóbulo las células 

infectadas más alejadas del meristemo son las más maduras.  

 

4.4 FORMAS DE INFECCIÓN DE FRANKIA EN LAS PLANTAS ACTINORRIZAS 

No se ha determinado cual es la naturaleza bioquímica del mecanismo de reconocimiento 

del microsimbionte para llevar a cabo la adhesión a las raíces actinorrízicas (Newcomb y 

Word, 1987; Diouf y et al., 2003). Sin embargo se han propuesto ciertos tipos de lectinas 
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como algunas de las moléculas que intervendrán en dichos procesos (Kijne et al., 1992), 

pero no están claramente identificadas. Dependiendo del tipo de planta hospedera se ha 

determinado que existen dos formas o caminos de infección: infección vía pelos radículares 

y infección vía penetración intercelular. 

 

4.4.1 Infección vía pelos radículares 

Este tipo de forma de infección se presenta en: Alnus (Berry et al., 1986), Morella y 

Comptonia y Casuarina (Callaham et al., 1978). Comienza con la adhesión de Frankia a la 

superficie del pelo radicular, inmediatamente comienza a rizarse; en la superficie de éste se 

excreta un mucílago que asegura dicha adhesión (Berry y Torrey, 1983; Prin y Rougier, 

1987). La hifa tiende a penetrar por una zona plegada debido al rizamiento del pelo 

radicular, en dicha zona aparecen las paredes celulares primarias con un arreglo alterado de 

las microbrillas (Berry et al., 1986), la degradación de las paredes celulares de las células del 

hospedero la lleva a cabo la hifa por medio de hidrólisis con enzimas (Diouf y Diop, 2003). 

Cuando la hifa penetra las paredes celulares y entran en contacto con el citoplasma de las 

células, se forma alrededor de ella una envoltura tipo pared celular llamada “capsula”, dicho 

proceso es denominado “encapsulación” (Berry y Torrey, 1983; Berry et al., 1986), ésta 

envoltura se compone de celulosa,   xylan y es rica en pectinas (Berg, 1990). Cuando la hifa 

ha penetrado y ha sido encapsulada, las células corticales cercanas  a la base del pelo 

radicular comienzan a  dividirse  y a presentar hipertrofía, formándose un pequeño 

abultamiento llamado “prenoludo”  (Berry y Sunell, 1990), microscópicamente observable, 

luego  el periciclo es activado mitóticamente para formar el “primordio lobular nodular 

primario” (Schwencke y Carú, 2001),  se pueden originar múltiples primordios lobulares, 

eso depende de la planta hospedera, cuando uno o más lóbulos maduran se forma el nódulo 

actinorrízico, se debe aclalar que cuando se origina el prenodulo, simultáneamente el 

periciclo y endodermo comienzan a originar el primordio lobular nodular primario, 

entendiendo que estos dos procesos ocurren casi al mismo tiempo se dice que el prenodulo 

el primordio lobular primario constituyen en conjunto el “nódulo primario”. 
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4.4.2 Vía penetración intercelular En este caso la hifa penetra la lamela media que se 

encuentra entre las células de la epidermis o células corticales adyacentes (Miller y Baker, 

1986), se presenta en Elaeagnaceae; en los géneros Ceanothus y  Cercocarpus (Berry y 

Sunell, 1990). La hifa invasiva crece a través de los espacios intercelulares  mientras que la 

epidermis y las células corticales excretan material del tipo pectinasas y proteinasas (Liu y 

Berry, 1991), formando la “capsula”, aquí no ocurre formación del prenoludo, las hifas 

llegan hasta el periciclo para inducir  la formación del “primordio lobular nodular primario” 

o más, en dicha zona las hifas penetran intracelularmente y son también encapsuladas. 

 

4.5 FORMACIÓN DEL PRENODULO Y DEL LÓBULO NODULAR PRIMARIO 

Los primeros estudios morfológicos y estructurales de la formación del prenodulo y del 

“lóbulo nodular primario”; fueron hechos por Angulo Carmona en 1974 y  por Quispel  en 

1974. En 1977 Callaham y Torrey hicieron estudios del mismo tipo en la planta Comptonia 

(Morellaceae), se aclararon los términos como “nodulo primario”; que para Callaham y 

Torrey es la equivalencia de  “prenodulo”. El problema de dicha conceptualización 

radicaba en el hecho de que un “nodulo primario” no es un “prenodulo”, pues durante el 

origen del “nodulo primario” suceden casi simultáneamente el origen de dos estructuras: la 

formación del “prenodulo” cerca del sitio de infección; caracterizandose por la hipertrofia y 

división celular de las células corticales cercanas a dicho sitio  y casi al mismo tiempo 

ocurre la estimulación del inicio de la formación de la segunda estructura, el  “primordio 

lobular primario”  en el periciclo y endodermo (Berry y Sunell, 1990), es decir, cuando la 

hifa penetra el pelo radicular (infección vía pelo radicular)  y entra en contacto con el 

citoplasma de las células del hospedero, casi al mismo tiempo el periciclo y el endodermo 

son estimulados para originar el “primordio lobular primario” por medio de señales 

moleculares desconocidas, estas dos estructuras conforman el origen del ”nodulo primario”. 

Si el tipo de infección es vía intercelular no ocurre formación de prenodulo, solamente se 

presenta la formación del “primordio lobular primario”. Conceptualizando se determina que 

un “prenodulo” se inicia de la proliferación limitada y del hipertrofismo de las células 

corticales del hospedero cercanas al punto de infección; un “lóbulo nodular primario”  es 
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un primordio que se origina casi simultáneamente en el periciclo y el endodermo, mientras 

que cerca del punto de infección se está formando el “prenodulo”. Un “nodulo primario” 

incluye el prenodulo y el primordio o todos los primordios originados (Callaham y Torrey, 

1977). Se debe aclarar que a partir de un punto de infección se puede estimular el origen de 

múltiples primordios, eso depende el tipo de planta hospedera (Newcomb y Susan, 1987): 1 

primordio es común en Casuarina (Torrey, 1997 citado en Newcomb y Susan, 1987), 1-3 

es común en Alnus (Carmona et al., 1976 citado en Newcomb y Susan, 1987), 1-6 en 

Morella gale y 1-14 en Comptonia (Torrey y Callaham, 1979 citado en Newcomb y Susan, 

1987). Aclarados dichos conceptos, el proceso de desarrollo del nódulo continua con el 

desarrollo del  primordio lobular primario o más, las hifas comienzan a desplazarse desde la 

zona del prenodulo hacia el primordio lobular primario en desarrollo, finalmente invaden 

ésta estructura que madura y finalmente se origina un lóbulo maduro siendo una raíz lateral 

modificada en la Figura 5 se explica el proceso de infección y origen del prenódulo y del 

primordio lobular primario. Estudios de Bowes en 1977 y de Schwintzer en 1982, 

determinaron que en el crecimiento de un lóbulo nodular se  presentan dos estados 

(Newcomb y Susan, 1987). En el primer estado la punta distal del lóbulo se expande y 

ocurre una división en el grupo de células del meristemo del lóbulo,  en el segundo estado a 

partir de la división en el meristemo en la punta del lóbulo maduro se comienza a dividir en 

dos nuevos lóbulos  (Schwintzer et al., 1982) y la infección de Frankia continua por el 

crecimiento de las hifas desde el lóbulo viejo hacia los nuevos. (Bowes et al., 1977 citado 

por Newcomb y Susan, 1987). 
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Figura 5. Infección y organogénesis temprana de de un lóbulo nodular en las plantas 

actinorrizas (Tomado de Obertello et al., 2003). 
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5. METODOLOGÍA 

 

Las muestras para esta investigación se colectaron en de dos lugares del departamento del 

Cauca en el mes de febrero y marzo de 2004: vereda La Esperanza (municipio de Sotará) 

localizada en el flanco occidental de la cordillera central a 2.200 m.s.n.m. presentando un 

clima de montaña con suelos de cordillera derivados de cenizas volcánicas y temperaturas 

constantes o inferiores a los 18 ºC  (Escartín y Ubach, 2004) y Chiribio (Municipio de 

Popayán), localizado en el flanco occidental de la cordillera central a 2.350 m.s.n.m . 

presentando un clima de montaña con suelos de cordillera derivados de cenizas volcánicas 

y temperaturas constantes o inferiores a los 18 ºC  (Escartín y Ubach, 2004) 

 

Fue relativamente difícil poder encontrar platas de Laurel de Cera noduladas, por planta 

promedio se encontraban 2 o 3 nódulos, luego de recolectados 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® . 

  

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. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 MORFOLOGÍA EXTERNA 

Los nódulos de Morella pubescens fueron encontrados en los dos sitios descritos en la 

discusión: vereda La Esperanza y Chiribio. Los nódulos son de color café claro, no tienen 

cutícula son perennes, se agrupan en forma de coral pero no compactados (Figura 6A), se 

colectaron nódulos de 0.5 cm a 2.5 cm,  se originan desde las raíces laterales (Figura 6B). 

   

Figura 6. Nódulos de Morella pubescens infectados por Frankia sp, colectados en la 

vereda La Esperanza. A. Se observa la forma coraloide. B. Se observa un nódulo originado 

desde una raíz lateral. 

 

Los nódulos colectados presentan diferentes formas de disposición de sus lóbulos (Figura 

7A y Figura 7B) con un diámetro de cada lóbulo de aproximadamente 0,6 cm (Figura 7B) 

se observa ramificación de dos lóbulos (Figura 7A), o más (Figura 7B). En algunos nódulos 

se observan raicillas nodulares que se originan desde los lóbulos (Figura 7C). 

                 

Figura 7. Nódulos radiculares de Morella pubescens infectado por Frankia sp, colectado 

en la vereda La Esperanza. A. Lóbulo ramificado en dos. B. Nódulo ramificado en 6 

lóbulos. (Escala 0.6 cm)  C. Nódulos con raicillas loburales.  
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7. DISCUSIÓN 

 

 

Este estudio se enfocó en la caracterización de los cambios estructurales y morfológicos 

que se presentan en el proceso de desarrollo de los nódulos de la simbiosis Frankia – 

Morella Pubescens, se lograron determinar los aspectos más generalizados, ya que se 

presentaron problemas para la obtención de nódulos en diferentes estados de desarrollo,  un 

lóbulo nodular radicular es una raíz lateral modificada (Baker y Schwintzer, 1990) por lo 

tanto el proceso de desarrollo estructural y morfológico es similar al de una raíz lateral , un 

estudio profundo de este tipo requiere muestras a partir de cultivo in vitro para que los 

análisis puedan ser continuos y certeros.  Sin embargo por medio de los resultados obtenidos 

se llega a un entendimiento general del fenómeno. 

 

Los nódulos de la simbiosis Frankia – Morella pubescens presentan el patrón de desarrollo 

y crecimiento de los nódulos tipo Morella (Newcomb y Susan, 1987); se originan vía 

infección pelo radicular (Callaham et al., 1978), de un punto de infección se originan uno, 

dos o mas primordios lobulares (Torrey y Callaham, 1979 citado en Newcomb y Susan, 

1987) que crecen por expansión de la punta distal del lóbulo y se ramifican por la división 

del meristemo Schwintzer et al., 1982) (Figura 16),  prensenta raicillas nodulares 

(Newcomb y Susan, 1987), son perennes y sus nódulos no se compactan entre ellos como 

los de Alnus. 

 

La forma o disposición de los lóbulos de los nódulos es variable (figura 7) en donde se 

observa una parte de nódulo con cuatro lóbulos que se originan desde un mismo punto basal, 

esto indica que se formaron cuatro primordios lobulares en dicho punto a partir del periciclo 

(Berry y Sunell, 1990). El proceso de origen y desarrollo de un nódulo en la simbiosis  

Frankia – Morella Pubescens a partir de la infección de un pelo radicular se puede resumir 

en tres fases: penetración de Frankia vía pelo radicular, estimulación del origen del 

prenódulo a partir del periciclo (Callaham et al., 1978),  y desarrollo y maduración del 

nódulo, esta última fase incluye el crecimiento de los lóbulos que se da en dos fases; 
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expansión de la punta distal del lóbulo (Figura 16) y la división del meristemo lobular en dos 

para ramificarse en dos o mas lóbulos (Schwintzer et al., 1982). Los nódulos de Frankia-

Morella presentan un patrón de desarrollo del tipo nódulo Morella, presentado raicillas 

nodulares (Figura 7C), se ramifican en dos o mas lóbulos   y el arreglo general de los 

mismos no es compacta como los nódulos tipo Alnus (Figura 6) (Newcomb y Susan, 1987). 

 

A nivel de morfología interna se observa que Frankia se distribuye en la parte media del 

córtex formando un anillo entre el cilindro central y la epidermis. En la figura 8 se puede 

observar claramente el cilindro central con floema y un xilema de paredes celulares 

engrosadas, el endodermo caracterizado por el engrosamiento de la pared celular y su 

notable tinción, las células corticales infectadas y las no infectadas, presentado un patrón de 

arreglo en el lóbulo más ordenado que en Alnus, pues 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 citado en Perafan, 2005) y se sitúan alrededor del 

cilindro central en forma desorganizada (Perafan, 2005). 

 

La figura 15 muestra claramente el meristemo localizado en la punta distal del lóbulo que se 

caracteriza por presentar células amorfas relativamente pequeñas, alrededor del meristemo 

se notan células corticales y del cilindro central en proceso de crecimiento y alargamiento, 

proceso correspondiente a la primera fase de crecimiento del lóbulo (Schwintzer et al., 

1982), presumiblemente dicho meristemo se divide en dos y el lóbulo se ramifica. Se debe 

aclarar que lo anterior ocurre a nivel de crecimiento del lóbulo, pues como se explicó en el 

marco teórico, el origen de un nódulo incluye la generación de un prenódulo y casi 

simultáneamente el origen de uno o mas primordios lobulares (Berry y Sunell, 1990). 

 

En la figura 10 se observa la disposición estructural del cilindro central con sus estructuras 

características, presentándose el mismo arreglo de estructuras de una raíz lateral ramificada 

(Baker y Schwintzer, 1990), es decir el cilindro central se ramifica del mismo. 
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Las observaciones de ultraestructura evidencian las estructuras características de Frankia 

(Figura 17): hifas y vesículas con exepción de esporangios que son característicos en 

simbiosis del género Morella y Alnus (Schwintzer, 1990; Torrey, 1987), presumiblemente 

en las muestras recolectadas Frankia no se encontraba en fase de esporulación. Se observa 

claramente vesículas maduras que se caracterizan por la septación interna (Torrey y 

Callaham, 1982), en la figura 18, se muestra una hifa invasiva que rompe la pared celular, 

evidenciando la forma de infección intracelular.  

 

En la figura 19, se observa una gran cantidad de vesículas maduras  con espacios vacíos, 

que indica la efectividad de la fijación de nitrógeno por parte de dichas estructuras en 

simbiosis, los espacios vacíos indican el aislamiento de la vesícula para proteger la 

nitrogenasa del oxígeno, cuando la presión de oxígeno dentro de la célula hospedera 

aumenta, las vesículas generan mas capas lipídicas para proteger la nitrogenasa (Berry, 

1994), este espacio vacío presumiblemente se forma por la perdida de capas lipídicas en el 

proceso de la fijación de la muestra para estudios ultraestructurales (Lancelle et al., 1985 

citado en Newcomb y Susan, 1987) . La simbiosis Frankia – Morella pubescens  es 

infectiva y efectiva, sin embargo algunas muestras observadas en microscopio electrónico 

presentaban pocas vesículas y algunas no presentaban espacios vacíos, esto se puede deber 

al hecho de que posiblemente la presión de oxígeno era muy baja, o a que las vesículas son 

prevesículas, es decir se encuentran en proceso de desarrollo, además se debe tener en 

cuenta que las células mas alejadas del meristemo lobular nodular  tienen mayor tiempo de 

vida para poder desarrollar las diferentes estructuras a diferencia de las células recién 

generadas que se encuentran mas cerca de dicho meristemo y que apenas comienzan a 

desarrollar dichas estructuras. 

 

Desde el punto de vista histológico la prueba de Azúl Mercúrico de Bromofenol muestra la 

alta actividad de división celular y metabólica por el gran contenido de proteínas que se 

tiñen (Figura 12), así mismo la prueba con Verde Rápido – Safranina evidencia la alta 

actividad de división celular por el alto contenido de material de replicación, a diferencia de 

las células no infectadas que presentan un alto contenido de citoplasma (Figura 15). 
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El reporte de Chaboud y Lalonde (1983) habla de la conjugación de proteínas de Frankia  e 

información genética de Alnus (Perafan, 2005) que conlleva a la formación del nódulo. 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 (Pawlowski y 

Bisseling, 1996). Frankia tiene preferencia por las células corticales, pues ellas son células 

excretoras con alto contenido de retículo endoplasmático, aparato de golgi y ribosomas 

(Jensen y Salisbury, 1984), lo que le asegura a la bacteria los altos requerimientos 

proteínicos para la formación de sus estructuras. 

 

La tinción con lugol indica el alto contenido de amiloplastos en las células del parénquima 

alrededor del anillo de infección, esto se debe a los altos requerimientos de carbón por parte 

de la bacteria (Figura 13). La tinción con KMNO3 evidencia los taninos que forman una 

especie de anillos alrededor de la zona de infección, es decir un anillo entre la epidermis y 

la zona de infección y otro entre la zona de infección y el cilindro central, limitando la 

infección  a las células corticales correspondientes “casi” a la zona media del córtex y 

evitando que la infección se expanda fuera de dicho límite (Figura 14). Durante el proceso 

de infección existe una respuesta fisiológica del hospedero contra Frankia que causa la 

limitación de la infección solo al córtex de la raíz (Newcomb y Wood, 1987), y que no se 

expanda por toda la planta (Ibíd.), la elevada concentración de taninos en el nódulo nos 

indica la fuerte respuesta fisiológica que tiene el tejido del hospedero frente a la infección 

del actinomiceto. (Laplaze et al., 1999 y 2000). 
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8. CONCLUSIONES 

 

 Los nódulos de la simbiosis Frankia – Morella pubescens presentan el patrón de desarrollo 

y crecimiento de los nódulos tipo Morella; se originan vía infección pelo radicular, de un 

punto de infección se originan uno, dos o mas primordios lobulares que crecen por 

expansión de la punta distal del lóbulo y se ramifican por la división del meristemo, 

prensenta raicillas nodulares, son perennes y sus nódulos no se compactan entre ellos como 

los de Alnus. 

 

 La zona de infección de Frankia en los lóbulos nodulares de Morella pubescens tiene la 

forma de un anillo que se encuentra en la zona media del córtex entre el cilindro central y la 

epidermis ya que estas células corticales son excretoras con alto contenido de retículo 

endoplasmático, aparato de golgi y ribosomas, lo que le asegura a la bacteria los altos 

requerimientos proteínicos para la formación de sus estructuras. 

 

 En las células corticales de los lóbulos nodulares de Morella pubescens, Frankia desarrolla 

sus estructuras características: hifas, vesículas fijadoras de nitrógeno y esporangios que no 

se pudieron observar, posiblemente debido a que la bacteria no se encontraba en etapa de 

esporulación. 

 

 Los altos requerimientos de carbono por parte de la bacteria está reflejado en la alta 

cantidad de amiloplastos alrededor de la zona de infección. 

 

 La presencia de taninos formando anillos alrededor de la zona de infección, indica la 

respuesta fisiológica de Morella frente a Frankia, evitando la expansión de la bacteria hacia 

otras estructuras de la planta. 
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 La evidencia de material de replicación y alto contenido proteínico en la zona de infección 

muestra la alta actividad de división celular y metabólica de la bacteria dentro de las células 

corticales infectadas del hospedero. 
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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 24 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. 

 

 

 

 


