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1. INTRODUCCION

La creciente poblacidn a nivel mundial, ha determinado que
la necesidad por obtener elimenios aumente, conduclendo a
la intensificacidén de la agricultura, del pastoreo, al uso
excesivo de egroquimicos y =& la tala de bosques con el

consecuente deterioro ambiental,

Ia fijacién bioldgica de nitrdgeno es8 un proceso natural
de gren importancia, debidec & que asegura la transforma-
cidn del nitrégenc s formas dtiles y cuya potencializa-
cidn permite mantener la fertilidad del suelo y disminuir
el uso de fertilizentes quimicos nitrogenados =ain detri-

mento de la produccidn agrfcola.

Este proceso es llevado a cabo por microorganismos pro-

cariotes, algunos de ellos fijan el nitrdgenoc atmosférice
en vide livre en el suelo o el sgus, otroas necesitan vivir

en simbiosis con diversos vegetales. Estos Wltimoe  adn

cuando son menos numerosos hen recibido particular atencidn
debido & que su efecto se manifiesta  directamente en el
meyor desarrollo del vegetal con el que estdn asociados,

De este modo existe informacién ambundante respecto &

las caracteristicas de lag bacterias simbidticas fijadoras

de nitrdgenc, esi como de los hospedercs especificos con

los que se asocian; a los mecanismos mediante loa que me



establece la simbiosils, & las caracteristicas de la asocia
¢idn, a la distribucidn de los diversos sistemas simbid-
ticos y al efacto de estas asociacliones sobre el entorno
ecoldgico, Establecidndose cleramente que la inoculacidén
de cepas seleccionadas de Rhizopjum faverece la producecidn
de granos de leguminosas; que la utilizacién como abono
verde de éstos y otros sistemas simbidticos permite man-
tener en el suelo niveles adecusdos de nitrégenc en forma
de emonisco y nitrates asegurande el buen desarrollc de
otros cultives de interds egricola que carecen de las
caracteristicas pera asociarse con bacterias fijsdoras de

nitrégeno,

Asi mismo se sabe que el abono verde en suelos empobrecidos
favorece 1a aparicidn de otraes especies vegetales que
ageguran 18 recongstruccidn de 1a cape de humus y 1la

acunulacidn de elementos nutritives,

Otro sistema simbidtico fijador de nitrégeno corresponde
el integrado por actinomycetos y diversos arbustoas ¥
drboles llamadas plantas actinorrfcicas, lae que estdn
siendo utilizadas en programas de reforestacidén para
proteger a los suelos de la erosién y restaurar el ambiente

degredado.

Lo anterior indica la importancia de la asociecién de ve-



getales con microorganismes fijedores de nitrdgeno y el
potenciel que tiene el usoc de estas asccieciones en la
solucién de problemas tales como la productividad egricols,
el mantenimiento y recuperacidn de la fertilidad del suelo
7 la proteccién y regeneracidn de suelos erosicnados. Con-
siderando sstos mspectos y de manera particular la im-
portancia de lae plantas actinorrfcicas en la recuperacidn
de suelos erosionados y de que en Néxico se reporta la
pérdida snual de 400 000 hectdreae de bosques y el aumento
de superficies erosionadas, el presente trabajo tiene como
objeto recoplilar la informacién reciente acerca de las
caracterfsticas de lae plantas actinorrfcicas, metodologie
sobre el aislamiento, carscterizacidn, propagacidn e
inoculacidn del microsimbionte y distribucidn de vegetales
que establecen slamblosie con actonomycetos a fin de contri
buir al usc de esta simbiosis que puede repercutir
}avorablemente ei loe programes nacionsles de reforestacidn,

recuperacidn y conservacién de suelos.



2, REVISION BISLIOGRAPICA

2.1. Importancia de la fijecidn violégica del nitrégeno y

de los microorganismos rijedores de nitrdgeno.

Bl nitrdgeno en el aire es el elemento mée ebundanie.
Despaea del carbono, hidrégeno y oxigeno, el nitrdgeno es
el elemente mpde sabundante en los ozrganismos wvives ,
encontrdndose forpando parte de compuestos tan importantes
como proteinas, dcidos nucldicos, algunos reguladores del
crecimiento de las plantas, en vitaminas y porfirinas. El
nitrégeno ¢s importante en los seres vivos ya gque intervie

ne en todas las reacciones bioguimicas.

Las plantes para sobrevivir necesitan continuemente sbaste
cerse de nitrdgeno, de hecho en todas las dreas cultivadas,
si hay suficiente sgus y energzia ao}ar, la productivided
de estos suelos estd determinada por 1la disponibilidad de
nitrégenc inorgdnico en el suelo. Sin embargo, encontrdndose
un 80% de nitrdgeno en la atméafera cubriendo los vegetales
estos no pueden usarlo para su metabolismo. Esto se debe
a que el nitrégeno es uno de los elementos méds inertes,
requiriendo 222Kcal, Temperaturss y presicnes altas para
poder reaccionar. Sin embargo niirégeno fijo o combinade
puede llegar al suelo de dos formes. Une es sin le partici

vacidn de organismos vivos, por ejemplo: formecidn de



éxidos de ritrdgeno por medio de descarges eldctrices y
reidmpagos ¥y la otra es por mediacidn de microorganismos

del suelo, log cuzles fijen nitrdgenoc.

Los elemenios uds ebundantes en los seres vivos (C,H,0 y N)
estdn sujetos a ciclos. B1' ciclo del nitrdgeno es la re=-
circulacidén del nitrdgeno desde su forma moleculayr como
elemento libre pesando a través de los organismos vivos,

Se inicia cuendo el nitrdgeno atmosférico es fijado por
algunos microorganismos, reldmpagos y descargas electricas,
siendo llevado hasta niirdgeno inorgdnico reducido (NH4) '
en 8l suelo dste puede ser oxidedo por los microorganismos
del suelo hasta nitrégenc. E1 nitrato absorbido per 1las
plantas es reducido haste amonloc e incorporade en algunos
aminodcidos y en otros compuestos nitrogenados, d&stos son
ingeridos por los animales, quienes los degradan para
incorporarlos a sus propios compomentes nitrogenmdos, Rl
nitrégeno pasa asi de un animal a otro regresandd al suelo
cugndo el animal muere o excreta sus productos de desecho,
los microorganismos del suelc smprovechan estos compuestos
para sus propias necesidades y asf el nitrdgeno puede éer
convertido de nuevo en emonio o nitratos que podrdn ser
agimiledos por la planta. Finalmente hay microorganismos
que convierten al nitrato en nitrdgeno molecular regresan-

dolo a la atméasferg pars cerrar el ciclo,



£ig. '1.- Cielo del nitrdgenoc

denitrificacién
fijecidn de nitrdégeno
nitrificacién
reduccidn asimilatoria
amonificacidn
asimilacidn
esimilacidn



En este trabajo nos enfocemos a la incorporacidn de nitrd-
geno atmosférico al suelo mediante un proceso bioldgico
llapedo fijecidn de nitrégemo, que es el proceso  me-
diante el cual se transforma el nitrégeno del aire en ni
trégeno combinedo, compensando asi la pérdida por denitri-
ficacidn, esta fijacién es llevada & cebo por microorganis
mos procariotes (bacterias, actinomycetos y cianoficeas),
algunos de ellos fijsn nitrdgeno estando en vida libre en
el suelo o el agus y otros necesitan vivir en simbiosls con
uns plante. Bstos organismos proceriotes fijedores de ni
trégeno abarcan una gran variedad de formes metabdlicas
pudiendo ser anserobios esirictos, merobiocs estrictos, au-
t§trofos, quimicautdtrofos, heterdétrofos o fotosintéticoes,
(2}

fig. 2.~ Sistemas bioldgicos que fijan nitrdgeno

Kieroorganismo Hospedero Estructura especializada
Nostoc, Ansbeena Hongos -
Nostoc azollae Azolla -

AzZotobacter paspeli,

Azospirillum pastos tropicales -
Rhizobium leguminoesas nédulos de rafz
Frankia Diferentes especies

no leguminosas nddulos de raiz
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Rostoc muscorum, Ansbeens gilindrica
Beijerinckis indicsg

Eicobacteriug flenurm
Spirulina, Azotcbacter vinelandi

Aerobias

Células { Pacultetivos Klebeielle pneumonime
libres Citrobacter freundii

Rhodospirillum rubrum
Anaercbios Clomtridiup pasteurianum
Chromatium wvinosugm

Batos mioroorganismos llevan & caebo la fijacidén de nitrd-
geno reactivando la molécule de nitrdgeno a temperaturas y
presiones ordinarias, peroc tambien 1lo hacen en el agua
o en una atmésfera de ox{geno. El catalizador bioldgico o
enzima responsable de este proceso es la nitrogenasa gque
cataliza la reduccidn de una variedad de sustratos con 1le

hidrélisie concomitante de ATP,

La fijacidén de nitrdégeno atmosiérico es de vital importan-
eia para les plantae, los microorganiamcs fijadores de

nitrégene contribuyen con 150x106

toneledas de nitrdgenc
al afio, por 1o que sste proceso ha despertado un interés
muy grande debido a ls importancia egrondmica y econdmica
que represente. De los organismos fijadores de nitrdégeno,

han recibido particular atencidn aquellos que Be encuentren



en asociacién con organismos superiores devido & la reper-
cusidn que tienen en la productividad agricola, en la re-

generacidn de la fertilidad,

Debido a la necesidad de sbastecimienio de alimento a la
poblacidn, 1la productividad agrifcola representa un

problems grave especialmente en suelos pohres.

Para obtener rendimientos agricolas adecusdoa es necesario
mantener un nivel apropiado de elementos minerales en el
suelo, los cuales se asgotan rapidamente debido a las
slembras sucesivas por lo que es neceaario fertilizar y
abonar estos suelos, perc debido al alto costo de los fer-

tilizantes quimicos se tienen que buscar oiras soluciones.

Una alternative que se considera mdemds como mdes convenien
te e8 la utilizacién de vegetales que se asocian con micro
organismos fijedores de nitrégeno. Normalmente se usan
leguminosas y el efecto de la fijJeacidn repercute en dos
formas: aumentando el rendimiento del grsnmo (frijol,
soya, haba, chicharos) y el contenido de nitrdgenc en
hojas, tallos y rafces, naterial que a8l ser enterrado como
residuo agricols o abono verde es transformado & amonfeco
y nitratos, asegurendo de eate modo un abaetecimiento
sdecuado de nitrdégeno pars otras plantas cultivables qus’

no tienen la posibilidad de asociarse con microorganiemoe
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fijadores de nitrdégenc y gque de oiro modo requieren de

la adicidn de fertilizantea.

El agotamiento de los suelos provocado por la iniensifica-
cién de la agricultura y el pastorao, se agrave mds con la
erosién, Sin embargo se puede regenerarla fertilidad de

los suelos empobrecides y fijar los suelos erosionados.

Para el caso de loe suelos erosionados los vegetales
enmpleados pars fijar dunas o pendientes desnudas aon
drboles y arbustoe loe que com su poderosa red radical
retienen el suelo. Estos drboles y arbustos pertenecenala
familiae de lae leguminosas como las acacias que se asocian
con Rhizobium, o forman partie de oiras familias diferentes
a las leguminosas como _Adolphia infesta, Alnus acerminata,
Casuarina y Myrica que se asocian con actinomycetos del
género Prankia dando lugar a la formacidn de nddulos en

las rafces por 1o que se les llams plantas actinorrfcicas.

Rstas plantas ademds de retener o fijar el suelo contri-
buyen a la fertilidad del mismo 2l enriguecerlo con el
nitrégeno fijado por las bacterias e incorporado al vege-
tal, por 1o que al caer al suelo las hojas e dincorporarse
al mismc rafces y nédulos muertos son transformados 1libe
rando nitrdgenoc asimilable para otros microorganismos b4

vegetales ( 2 )
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2,2. Importaencia de la ascgiascidén Prankis-vegetales arbdreos

no leguminosos.
La superficie de la rafz de la planta es conocide por estiar
en contacto con varios microorganismos colonizaéores de la
rizoafera, uno de estos microorganismos, el actinomyceto
Prankia, penetra, infecta y nodula para fijar nitrégenc en
simbiosis con numerosas plantas a les que se les conoce

como actinorrfcicas ( 19 )

De las plentas actinmorricicas, los alisos (Alnus spp) en
paises templedos y los filados (Casuarins) en los paimes
tropicales son provablemente las mejor conocidas. La canti
dad de nitrégeno fijado mediante estos sistemas varia desde
verias decenas hasts cientoe de kilogramoe por hectdrea sl
afto. Bl nitrégenc fijado por lae plantes actinorrfcicas es
incorporado 8l ecosiatema como nitrégeno combinsdo por tres
caminos: 1) materia orgdnica de partes adreas de la plante
principslmente por hojas, las que son descompuestas y el
nitrégeno es mineralizado, 2) materia orgénica del sistems
de raiz que es descompuesto bajo el suelo y 3) entrada de
nitrégeno al suelo en forma de exudados de raiz, siendo la

materia orgdnice aérea la mde rica en nitrégeno. ( 7 )

Las plantas actinorr{cican tienen importancia ecoldgica y
econdmica porque muchas especies pueden colonizar  suelos

alterndos o pobres de nitrégeno y participar en la estabi-
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lizacidn y restauracidn de tales suelos { 13 ) y porque

tienen miltiples usos: ejémplo: Casuerineg ecuisetifolia

que es uno de los drboles combustibles mas usados por el
hombre en los trépicns, Debido a la existencia e impvortan-
cin potencial de las plantes actinorricicas y en especinml
de le Casuarina en la agriculture tropical y reforestacidn
se hen hecho esfuerzos en afios recientes para aislar y
cultivar cepas de Frankie de nddulos de rafces de diferen-

tes géneros y especies de plantes actinorricicas ( 37 )

La utilizacidn de estas especies’ para propdsitos relacions
dos a la reforestacidén han sido el tema de investigaeidn
¥ discusidén durente esta década. Es comin que los proyectoa
con plantas actinorricicas se consideren usos como combus-
tible de madere o medera de construccidén, para plantacién
de biomesa, para control de erosidn y como intercultives

con especles de reforestacidn.

ILas plantas actinorricices arbustivas y erborescentes podri
an tener miltiples usocs en agronomfa y en el campo forestal
tropical. Pueden ser cultivedas en monocultivos o mezcladas
con otros drboles no fijadorea de nitrdégeno; en este caso
contribuirfan a la nutricién nitrogeneda de éstos dltimos.

Las especies arborescentes como Casuarina, y en egpecial

C. & uisetifolie, ya son empleedas en numerosos paises

tropicales como cortavientos, para fijar las dunas mdviles



13

y pera proteger & los cultivos de la invagidn de erena. A
lo largo de la costa de China meridionel se han plantado
desde 1954 mds de un milldn de hectéreas de Casusrina para
formar un cinturdn de proteccidn de 3000 Km de largo por
500 m a 5Km de ancho. Igualmente se ha recurrido a Caguari-
na para proteger & la Ciudad de kéxico contra los vientos

cergados de polvo procedentes del lago de Texcocc., {( 2 )
2.3. Caracteristicas de Frankia
2.3.1., Morfologia

Frankia es una bacteris Gram positiva, filementosa que
¢rece radialmente como los microhongos; de aquf el nombre
de actinomycetos que se da 8 este grupo bacteriano al que
pertenece (actines, radic y myces, hengo). XEsta bacteria
penetra a las rafces de diversos vegetales e induce la
formacidn de nddulos por lo qgue los hospederos son designa
dos como planias actinorricicas (actino, por actinomycetos

y rhizos, rafz }. ( 2 )

En los ndédulos, los actinomycetos fijan nitrégeno ( 32 ).
Experimentos de campo y laboratorio muestran que el endé-

fite Prankia puede sodbrevivir por largos perfodos en algu-

nos suelos, gue la destruccidn natural de los anddulos da

lugar & la liberacién del enddfito y se considera que €sto
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contribuye a mantener la densidad de poblacidén de Frankia
en el suelo. ( 34 )

Bl primer cultive in vitro de Prankia lo realizd el grupo
de J. Torrey en 1978 en la Universidad de Harvard, Estados

Unidos; aisldndolo a partir de Comptonia peregrina planta

que coloniza los suelos degradados nortesmericancs. El
éxito del equipo de Torrey cometituye el punto de partida
para el aislamiento, cultivo y caracterizacidn de diversas
cepes de Frankia a partir de otras plantas actinorrfeices
de regiones templadas, empecislmente en distintas eapecies
de alisos. En las Casuarinas, el aislamiento de su eimbion
te presenté dificultades que fueron superadas hasta 1982,
ocuando H.G. Diem, obtuvo la primera cepa de Prankias in-

fectiva {capaz de producir nddulos) y efectiva (capaz de
fijar nitrégenc), a partir ‘de un nddulo fresco de Casuari-
na junghuhniane extraido de una planta viva. Easta cepa

demostrd ser capaz de fijar nitrdgeno tanto in vitro como
en ssociacidén con la planta-huesped. Desde 1982 se  han

aislado mds de una decena de cepas infectivas, cuys efi

ciencia estd en estudic, a partir de nddulos de Casuarina

procedentes de distintas regionea del mundo (especialmente
de Asia). ( 2 )

Respecto a lae caracter{sticas de Prapkie in vitro Yy en
nédulos, se han descrito ) formas morfoldgicas distintas

que correaponden a:
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- hifas septadas ramificadas
- esporangios terminales o intercalados
- vesiculas

(8, 12, 17,16 )
2.3.1.1 Hifae septadas ramificadaa
En un estudio realizado por Zhang Zhongu y John G. Torrey

con una cepa de Frankis HPPCel3 eislade de nédulos de raiz
de Casuarina cunninghamians, observaron que en un medio

1iquido el crecimiento vegetativo es filamentoso con rami-
ficaciones, ocacionalmente septadms. La mata micelial ape-
rece blanca o incolora y no hey aparicién de pigzento, Los
filamentos tienen un didmetro promedio de llum con engrosa
mientos ocasionales que alcanzan Z/m do didmetro., La va-
riacidén de los filamentos depende de los componentes dsl

medio y de la edad del cultivo.

Cuando Frankia se cultiva en el medio BAP (Murry y colabo-
radores, 1984) el cudl contiene piruvato de sodio a 10 oM
¥y Clorurc de amonio s 5 mM, Bolo aparece crecimiento fila-
mentoso en perfodos temprance de desarrollo, en tanto que
cuando se transfiere al mismo medio perc carente de nitrdé-
geno combinado se observa la formacién de vesiculas las que

aumentan a través del periodo de incubaecidn. ( 37 )
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2,3.1.2. Esporanglos

Los esporangios ss han observado in vitro y en nddulos. Ia
mayoria de las cepass, pueden formar esporangios in vwitro
en funcidn del tiempo despuds del subcultivo. En tanto que
no se han observasdo en todos los nédulos, por lo que 1]
reportan nédulos sp + (formadores de esporas) y sp - ( sin

esporas).

Las esporangiosporas se forman por ls sparicidn repetida de
septoe dentro de les bifas, seguids por el agrandamiento de
células (Newcomb y colsboradores, 1978). Las esporas madu-
Tes tienen paredes densas y una memdrans caracteristics se
presents en el exterior de la superficie de la pared de la
espors (Lechevalier y lLechevalier, 1979). ( 11 )

Bn cultives viejos cusndo los nutrientes comienzan ha ser

agotados aparecs la formacidn de vesiculas y esporangios.

E) esporangio varia en tamafio en estados temprancs de de-
sarrollo, al sub-dividirse los filamentos se elsboran es-
tructuras que engrosan & las esporas las que alcanzan uncs
60).\1: de longitud. En observaciones bajo microscopio de
contraste de fase las esporas meduras estan en la fase bri_
llante y los filamentos en la fase oscura. Cuando Bon

fotogrefiadas en un microscépio Sptico Normarskl el esporan
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glo muestra que en la maduracidn de las esporss hay diferen
ciecidn interns, le gue ocurre primeroc, en las esporas
distales del easporangio. La liberacidn espontdnea de las

esporas del esporangio puede ocurrir in vitro. ( 37 )

Se supone que las esporas de Prankia funcionen como propd
gulos inmdviles que se encuentran en nédulos vieJos o en
forma libre en el suelo. La germinacién de esporas in vitro
no se ha logrado y esto resulta importante de lograr pars
obtener célules unicas aisladas ( 11 )

La formacidn de los esporangioe es deierzinada por caracts
risticans gendticas de la bacteria y aun cuando se reportan
ciertos hospederos c¢on nddulos sp - o carentes de esporas
Torrey, 1987 considera que eésto no se¢ debe a la inter-

acciédn endéfito~hospedero, ya que casi todas las cepas
alsladas de néduloe sp - son capaces de formar esporas in
vitro y que la formacidén de estas parece estar deterainada
por las condiciqncs agbientales como lo demusstran los
estudios de Weber, Holmman y Keshankl entre otros quienes
al estudiar nddulos aislados de Alnus glutinosa, A. indica
¥ A. rugosa y Myrica gale observaron que la mayor cantidad
de nddulos sp + Be encuentiran en suelos con pHs dcidos en
tanto que en los mismos hospederos el ndmero de nddulos sp
sumente con el incremento de pH, asi mismo reportan una

correlacidn positiva entre nddulos Bp + y contenido de ma-
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terie orgdnica en ¢l suelo, De los factores metabdlicos que
gobiernan le diferenciacidn esporangiel in vive o in vitro
se coroce ruy poco, pero la existencia de nédulos sp+ y sp-
tienen otres repercusiones y se considera que la pregencie
de un gran numero de esporas o particulas infecciosas en
los nédulos sp+ aseguran el mnantenimiento y propagacidén
de Frankis en el suelo, En tanto que los nddulos sp- son
mas efectives en la fijacidn y por ianto mds importantes

para el desarrollo de la plenta. { 6, 9, 34 )
2+3.1.3. Vesfculas

Les vesfculaes son estructurss especislizmdas, se considera
que son el sitio de fijacidn de nitrdgeno de Frankia en la

planta actinorrfcice ( 32 )

Les vesiculas de Frankia son ramificaciones de hifes, las
que se diferencisn por agrandamienio esférico de las cdlu-
les terminales ( 11 ), E1 tello de las vesiculas es
-Bproximadamente igual en longitud al didmetro de la vesfcu
la, el cual varia de 3 a sjum, ocaslionmlmente las vesiculas

aparecen al final de largos filamentos no remificados ( 37)

La mayoriam de las vesfculas madures son multiceluleres con

numerosos septos internos, 1las vesiculas jovenes tienen



19

rocos septos o carecen de 8llos.Todes las venfculas estén
redeadas por una cdpsula que 9¢ extiene haste le regién
del tallo, pero no alrededor de la hifa. La cdpsulas fué
descrita por Torrey y Callsham come uns envoliura denes
multilarelar cuya funcidn es la de sctuar como barrers
ffsica a la difusidén de oxigeno ( 17, 32). Laes cdpsulas
se tifen ligeramente ¢on ncetato de uranile y citrato.
Sobre su composicidén quimica se indica la presencis de un
glicoldipido endlogo 8l detectsdo en las paredes de los
neterocistos de Apabaeng {11 ) + Eate giicollpido fud

aislade de ls envoltura mediante la adicidn de solventee
orgénicoa y tratamiento posterior con thiocarbazida de os-

mio.

Estudios sobre 1la fisiologle de las vesfculses sipladas in~
dican que en eatas se efectum le fijecidn de nitrdgeno, ya
que 88 ha comprobade la reduccidén de acetilent #n vesiculss

incubedas anserdbicamente con lones ¥g*t , ATP y ditionsto.

Las vesiculas contienen &cidos nucldicoe, -los andlisis
revelan el porcentaje de peso seco de Acidoe  nucldicos
total en células creciendo en nitrégeno y amonio,son muy
similsres (4.9 y 4.5% respectivamente), mientras que el
valor para vesfculas fué 0.64%. Bl porcentaje de peso meco
de DNA fue 0.1l para ambas célulss creciende en nitrdégeno

y amonio, y 0.06 psra vesiculas sisladas. El contenido
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: -
ipdividuel de DNA en vesfcules fué calculaedo como 1.2x10 mg

( 37)
2,3.2, Fisiologla

Prenkia es una bacteria fijadora de nitrégeno, proceso que
he sido localizado en les vesicules, reportdndose una re-
lacién directa entre la reduccidn de acetileno y el ndmero
de vesfculas producidas en cultives in vitro, Sin embargoe
el proceso perece no esiar dade dnicazente por la presencia
de sptas estructuras y la cdpsula gque presentan la que
actua regulando la tensidn de oxigeno en el interior de ds
tas, 9ino que es acompafiado por altos niveles de actividad
respiratorie (Akkermans, 1971 citado en 11) y que esto
proporcions un mecanismo adicional para establecer ten-

siones limitadas de oxigeno.

Como complemento 2 lo enterior se ha observado que las vesi
culas purificadas no reducen acetileno cuando son incuba-
das amerdbice o anaerdbicamente con sustratos como el
suceinato, proplonato o manitol, en tanto gue s{ hay reduc
c¢ién cuando se incuban aerdbicamente en presencis de
ditionato y ATP 1lo que suglere la posibilidad de gque las
ves{cules sean incepaces de generer el poder de reduccidn
y energla pare efectuar la fijacidn de nitrdgeno ¥y que el

micelio participe en el abastecimiento de este sustrato,
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Por otra perte las vesicules no se han observado dentro de
los nddulos de Casuarina lo gue indice gque la proteccidn
al oxigenc pare la actividad de la nitrogenesa no estd
restringide & la presencia de las vesiculas ¥y que en

algunas cepas de Frankia, vste actividad se lleva a cabo

en las hifas y que estas hifas presentan una especializa-

cién o diferenciscidn en la estructura de la pared,

También se reportan en las cdlulae del hospedero mecanismos
que regulan la distribucidén de oxfgeno y la reduccién
de nitrégeno efectueda por Frankia. Entre dstos =e tiene
la presencia de hemoglobina en Myrics y Cassuaripa, en tanto
que eata hemoproteins no se ha detectado en  1los nédulos

de Ceenothus, Datisca y Alnus. Las paredes celulares de

célulss infectadas de Casuarina y Myrica aparecen marcada-

mente impregnades por suberine y lignwine, en adicidn lee
cdlulas corticales infectadas de divermas especies aparecen
densamente empaquetadas, pudiendo contribuir 1la presencia
de les sustancias antes indicedas o el empaquetamiento de

célules a mantener localmente piveles bejos de oxigeno.

In vitro se ha demostrado que Frankia utiliza el nitrégeno
atmosférico, sales de amonio y numerosos aminodcidos como
sustrato pera su metabolismo nitrogenado, probablemaente

via glutamino sintetasa.
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2.3.3. Utilizaeidn de fuentes de carbono

r
In vitro se ha puesto de menifiesto aue las diferentes
cepes de Frankis presentan le posibilidad de emplear una
amplia gaza de fuenies de carbono incluyendo dcidos orgdni
cos tales como el propidnico, succinico y mdlico asf como
s la glucosa, sacarosa, arsbinosa, trehalose y otras

sustancias.

En los nddulos la via de asimilacidén de carbono no ha sido

bien esisblecida. Vesiculas aisladas de nédulos de ires

géneros de hospederos utilizan succinato; dos de estos

tambien utilizan malato y glutamato y se reporta oque el

glicdgeno y trehalosa funcionan como carbono de reserva.
{15, 25, 30, 35, 36 ¥ 39)

2.3.4. Diferenciacién de estructuras morfeldgices y amctivi

dad metabhdélica.

Ambos son reguledecs por la cantidad de nitrdgeno presente.
En cultivos desarrollados en medios carentes de nitrdgeno
la diferenciecidn de vesfculas se observa dentro de las
primeras 24 h, observédndose tambien um cambio en el

patrén de asimilaecidén de amonio.

Carbohidratos enddgenos tales como el glicdgeno Yy ia

trehslosa parecen tener la funcidn de reserva de energia
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durante el desarrollo rdpido o 1le diferenciacidn.

Los resuliados de esiudios in vitro indican que el tiempo
de generacién de este actinomiceto ee lergo de 40 8 45 h
(. 14 ) vy que al menos para la cepa HFPCcl3 de Prankis
aisiada de Casuarina las condiciocnes déptimas de
desarrollo corresponder a pH de 6.3, temperatura de 33° C,

piruvato y NH4CI como fuentes de carbono y nitrdgeno,
condiciones en las que se registrd el méximo desarrollo a

las 24 b {11 )
2,3.5. Produceidn de fitohormonas

Recientemente se demostré que in vitro una cepa de Frankia
es capaz de producir niveles bajos de dcido indol scdtico
en un medio suplementado con triptofano. Pero adn se desco
noce su via de sintesis en Prankie as{ como el significado

de este compuesto en el proceso de nodulacién, ( 11 )

2.3.6. Algunos sspectos generales de algunas enzimas de
Frankia

2.3.6.1. Nitrogenesa

Cataliza la reduccidn del nitrdgenc a amoniaco

Ny + 6at + 67  ——e——y 2NH3
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En 1966 I.R. Kennedy y colaboradores demostraron que es la
misme nitrogenssa la que opera en todas las bacterias
fijadoras de nitrégeno, ya se trate de bacterias libres

del suelo o de bgcterias simbiéticas. R.R, Eady en 1972
indicdé que la nitrogenasa no es una enzima simple sino
que se trata de un complejo enzizdtico que contiene dos

proteines Fe-3, llamadas protefna I vy II ( 2 )

En todas les bacterias investigadas la nitrogenssa contiene
dos proteinas Pe-S, las cusles son necesarias para su acti

vidad in vitro.

Bl componente protdico que contiene PeMo ha sido 1lamade
componente I, éste es una protefna tetramérica del tipo

oL, @1 o ses que contiene 4 subunidades de dos tipoa

diferentes y tiene un peso molecular entre 200 000 y
270 000. El contenido de Fe veria de 16 a 36 dtomos por
tetrdmero, si bien el ndmero mfds probable es de Kl
dstoo parecen encontrarse en 6 diferentes agrupamientos de
los cudles sélo dos son igualea, y hay 2 Mo por tetrdmero.
Existen otros metales asociados ccn la proteina Fe-Mo como
son Mg, Cu, Ca y Zn., los ligandos que ocurren son: No-S y
Pe-¥o ¥y no se ha determinado un ligando Mo-0 el cuasl se
forma en presencia de oxigenoc provocande una pérdida en la

actividad.
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El componente II de la nitrogenasa tiene un pese molecular
entre 55 500 y 72 600 y es una protefna del tipo =, que
comprende dos subunidades idénticas. Contiene 4Fe y 4S en
un solo agrupamiento.Bata prote{na tranafiere electrdénes

in vitro ya sea desde un donador biolégico o qufmico hacla

la protefna PeMo

La funcién de la protefna I es la reduccidn del N, en amo-
nfaco NHjy, ¥ la funcién de 1la protefna II es transferir a
la proteina I la energim necesaria para su funcionamiento

(2y4 )

Cuando la nitrogenase se encuentra in vitro es rdpidamente
inhibida por el oxigeno y ésta propiedad es comin a 1la
enzima de todos los microorganismos estudiados hasta
ahora., Este fendmeno no es privative de 1la enzima in
vitro, también se da in vivo. 5in embargo, los . organismos
que fijan nitrégeno han desarrollado una serie de medidas
tendientes a proteger a su nitrogenasa del oxigeno, entre
eptas estrategias tenemos:

a) Medio anasrdbio.- Bacteriame anamerdbims estrictes por lo
que su nitrogenasa se mantiene activa evitando el contacto
con 2] aire.

b) Barreras fisicas o bloquimicas.- En el caso de Prankis
hay una cdpsule envolvente en las vesiculas que impide 1la

difusidn de ox{geno.
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¢) Eliminacidn metabdlice de oxigeno.- Los organismes aerd
bios fijedores de nitrdgeno poseen unz elevada velocided
de respiracidn; estos microorganismos +tienen unc cadena
respiratorie gue en al%zs concentraciones de oxigeno se
encuentrs pobremente acopleda a la produceién de ATP, lo
cuel da por resultedo mantener una concentracién de oxi~
geno muy Cercano & cero.

d) Proteccidn conformacionel,- Se he sugerido que cuando

Azotobacter se encuenira expuesto al oxigeno, su nitrogena

sa sufre un cambio conformacional generando una forma de

la enzima resistente al oxigeno pero insctiva,

El sistems enzimdtico de nitrogenasa acoplads con hidroge-
nase es responsable de la fijacién de nitrédgeno en Fran-

kxia. ( 11 ).
2.3.6.2., Hidrogenssa

Todos los organismos fijadores de nitrégeno producen hidrd

geno, cuando el nitrdégeno es reducido a NH3.

La hidrogenesa es la enzima que catelize tanto le elimine-
cidn de electrdnes del hidrégeno, como la reduccidn de los
protones. Hay tres tipos en la natureleza; el primero es
la hidrogenesa presente en vacteries angerdbias la cual

actda como un vertedero de electrdnes msociado con la re-
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duccidn de la ferredoxina; el segundo es una hidrogenasa
gue tome hidrégenoc unidireccionalmente ¥y la cual se

encuentra en bacteriass fijadoras de nitrdgeno; el tercer
tipo de hidrogenasa es la que se encusntra asociada a la
nitrogenass y en la cual la liberacién de hidrégeno es

dependiente de ATP.

Las funciones de la hidrogenssa son:

a) Ayudar a la proteccidén respiratoria y b) reciclar el
hidrégeno para mejorar la eficiencia metabdlica, pues
aproximadamente el 30% de la energie requerida para 1la
fijacién de nitrdgeno se plerde sl producirse hidrdgeno

molecular.
2.3.6.3, Superdxido dismutasa y catalasa

La superdéxido dismutaes y caialasa son enzimas importantes
en la proteccidén de componentes celulares a la oxidacidn
via superéxido radicales libres (02') y perdéxido de hidré--
geno (3202).

La reduccidn univalente de oxfgeno resultsa en 1la produccién
de especies intermediarims téxicas, dos de estas, el radi=-
cal libre superéxido (02-) y el radical libre hidroxile
(OH™) son capaces de causar severo daflo celular, tal como

la oxidacidn de protefnas y lipidos. La reduccidén de oxige
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no y aubsec.uent; produccidn del radical anién téxico son
un resultado normal de respiracidn merdbica en especies mi
eroblanas, por eso estos organismos deben tener medios de
depuracién de este radieal, convirtidndolas en moléculas
menos téxicas. Dos enzimae capaces de estas conversiones

son la superdxido dismutasa y la catelasa. ( 29 )
2,3.6.4. Glutamino sintetasa (GSI)

La cepa de Prankia CpI, tlene dos glutamino sintetasas la
cuel estd presente durante el crecimiento con amonio o
nitrégeno y es muy similar a la glutamino sintetasa de
otros procariotes. E1 peso molecular esatimedo es aproxima-
do a 680 000 para le haloenzima de GSI y la desnaturaliza-
cidn produce une subunidad de peso molecular aproximado a
59 000 indicando que la GSI es probablemente un dodecdmero.
La GSI estd regulada por adenilacidén como lo muestra la
presencia de dos sitios en la electrofdresis en gel de poli
acrilamide y su comportamiento durante el tratamiento con

fosfodiesterasa de veneno de serpiente.

La GSI de Prankia es similer a la enzima GSII encontrada en

todoas los miembros de Rhizobiaceae analizadoe. (. 3 )
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2.3.6.5, Isoenzimas

40 especies de Prankig pertenecientes a huespedes especifi
cos de Alnus y Elmesgnus, aisledos de varies especies de
plantes en diferentes 4reas geogrdficas fueron caracterizg
dos por separacién electrofordtica de isoenzimas de ocho
enzimas. Todos los sistemas enzimdticos que fueron investi
gados muestran grandes vaeriaciones. Diaforesas y esterasas
dan multiples modelos de banda y confirmen 1a identifica-
cién de cepas especificas de Prankia,Menor variebilidad
fué observads con enzimas tales como isomerass fosfogluco-
s8, leucina aminopeptidese y meleto deshidrogeness, lo
cual permitio irazar un gran grupo de clases de Prankia.
(4)

2.4 Proceso de infeccidn y desarrollo del nddulo

Frankia penetra en las células de la rafz de su planta

huesped y forme los nédulos. Se trata de una verdsdera
infeccién que s8e transforme posteriormente en una
aimbidais mutualiste, es decir en una asociacidn mutummente

bendfica ( 2 )

E1 nédulo de la rafz de la actinorrfze es una estructure
perineal formada por repetidas ramificaciones laterales

de raices modificadass 1llemadas 1ldébulos de nddulo ( de
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aproximadamente 5-10 mm de longitud), estos +tiensn un
cilindro vascular, una zona cortical y un peridermo, esios
contribuyen a ls formacidn de une estructura compacta irre

guler o coraloide llamads nddulo.

Dentro del lébulo del nddulo individual, Prankie pasa de
célula a célula, invadiendo células de 1la cortezs de 1la
relz a traves del meristemo del nédulo, aparentemente duran

te la expansidn celular,

Antes de abordar el proceso de infeccién se describiran sl
gunos aspectos ilmportantes sobre la anatomia de los pelos
radiculares, los cuales son considerados por representar

la zona de infeccidn,

Las raices leteralee estan conetituidas de fuera hacia
adentro por la epidermis, la exodermis que normelmente pre
sente célules de tamafo mayor a las gue constituyen a 1la
epidermis, la corteza formade por capas de 4 8 6§ células
de espesor que son largas, redondas y separadas por espae-—
cios de sire (fig. 3 ) y en la parte central se encuentra
el tejido vascular. Por fuera de la epidermis Prin y Rougiler
en 1985 detecteron una delgada caps de mucilago y la pre-
pencis de sustancias osmeofflicas que se depositan en les
vacuolas, ;iendo mas abundantes en les células periféricas

de la corona de la ralz, estos autores reportan que el
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fig. 3 .- Seccién tranaversal de uns rafz lateral joven
mostrendo la epidermis (E), exodermis (Ex), corteza (C) ¥

tejido vascular (V¢).

mucilago se produce en la corona de la rafz y se extiende

a través de dsta y de los pelos radiculares.

2.4.1. Reconocimiento de los hospederos

El reconcecimiento entre Rhizobium y leguminosas ha eido

explicado por la reaccidn que se establece entre lap lecti

nas presentes en la superficie de los pelos radiculeres de

las legumingsas, las cusles reaccionan con azuceres eapeci

flcos de la pared celular de Rhizobium. Se supome que una

reaccidn similer puede estar involucrada en el reconocimien
to de Frankis y su hospedero correspondiente,pero esto no

ha sido demostrado. Algunos autores consideran que el muci

iago que rodea & las rafces de los hospedercs reaccions
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con le bacteria pero no se hs reportedo el componente espe
cifico de Prankia con el que se lleva = cebo la reseccidn,
Por otre parte no se han encontrade fimbries u otras es-

tructuras especielizedas en el actinomiceto que pudieran
actuar en un reconocimiento quimico. Newcomb y colaborado-
res reporian que las hifas sl ramificarse dan lugar a hifas
extremedamente finas (0.01/(111 de didmetrec) y que en los
eitios en donde se efectua la penetracidn existen numerocsas
ramificaciones hifales incipientes lo que sigulere que es-

tas hifss actuan como puntos de sdhesidn bacteriana { 19 )

Los sitios de infeccién fueron descritos por Burgraf y co-
laborsdores en 1983, quienes indican que la infeccidn e
lleve a cabo en les célules de la punta de la ralz, laes

cusles estdn en proceso de desintegracidn. En este sentido
se suponé que las enzlimas producidas por Prankia inter-~

vienen en le degrzdacidn de la celulosa, hemicelulosea y
pectina,sin embargo esto no ha sido demostrado in vivo;

observdndose in vitro que algunas cepas de Pronkis son
capaces de hidrolizar papel filtro y carboxil metil celulo
sa, y que esta activided se lleva a cabo bajo condiciones
de éultivo muy especificas {pH 5.0 y con piruveto o propio

nato como fuente de carbono primerias ( 28 )
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2.4.2. Infeccidn del pelo radicular

Nurante la infeccidén de Prankia en cultivos axénicos se ha
demostrado con el microscopilo electrdnico que el mucilago
adquiere una estructura fibriler, las causas de este cambio

no han sido aclaradag,

En Eleagnus se reporta que antes de que ocurra la invasidén
intracelular se estimula la produccidn de la matriz extra-
celular que presumiblemente es originada por el hospedero,

¥iller y Baker 1985,

Kosuge y colsboradores en 1980, mediante experimentos de

inoculacién observaron que se estimula la deformacidn de

los pelos radiculares, en donde aparecen zones localizadas

con células desorganizadas, se supone que en este momento

las enzimas hidrolftices y otras enzimas producldas por

Frankia desempefian un papel importante en la alteracidn

del pelo radicular,{Robertson y colaboradores 1986, En los

sitics de infeccidén las paredes de las células radiculares

infectadas presenten numerosss capas las cuales no exiaten

en las zonas no infectadas por lo que se cree que Prankia

estimula la afintesis de pared. El enroscamiento de los

pelos radiculares ha sido observado en (asuarina y Alaus

japonica. Posterior a la curvatura de los pelos absorbentes
Frankia penetra y en el interior se desarrollan filapentos,

llamedas hifas infecciosas, que se elargan paralelamente o
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describiendo espiras y slcanzan las célules de la corteza
radicular. las hifas se encuentran envueltas por una cu-

bierts de naturaleza péptica sintetizada por laz plente.

El desarrollo del prenddulo se caracteriza por la prolife-
racidn de las cdlulas corticales que se lleva e cabo como
una respueata a la invasién del enddfito (fig.4 ), las cé
lulas infectadas se caracterizan por carecer de grdnulos
de alwidén, los cuasles se mantienen presentes en cdlules
corticales adyacentes no infectadas (fig. 5 ). Bsta etapa
corresponde al prenddulo el cuaml es visible 2 oemenas
despues de la inoculacidén., 4 semense despues se observa gque
Prankia estd perfectamente establecida en un gran  numerc
de células de 1la corteza, algunas de estes contlenen nume-
rosas hifas, en tanto que en otras existen hifas y vesfcu-
las. (fig. 6 )

La infeccién se encuentra restringida a las células corti-
cales de la porcidn media en tanto que a las 6 semanas el
enddfito prolifera hasta las células corticzles gue rodean
al tejido vasculer ( fig.7 ), observdndose el 1ébulo

noduler perfectamente diferenclado.

En este trabajo se msume que la fijacidn de nitrégeno se
inicia a las 4 semanas, perfodo al cual se observaron las

ves{culas en tanto que 10 semanes despuds de lz inoculacién
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se observaron vesfculas senescentes y que después de 13 .8
menas los nddules ase multilobularon presentando el mismo
patrdn de distribucidn del enddfito alrededor del tejido
vagscular lo que asegura su relacidn con el flodma (fig.8 )
Las células corticales recientemente formadas  continuan

siendo infectadas por Prankis (fig. 9 ), observdndose en
las células de la base unicamente hifas en tanto que en las

células de las periferia existen vesfculas.

fig. 4 .- Porcidn de un pelo lateral, 2 semanas despues
de lg infeccidén con Frankia, Las hifas han invadido un pe-
lo de la raiz (flecha) y las células corticales han proli-
ferado (*). Algunas célules corticales de la  periferia
han iniciado el feldgeno{ punta de flecha )
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£ig. 5 .- Célulms corticales infectandas (X ) conteniendo
hifes (fleches) rodesdas por células corticales no infecta
das conteniendo pldstidos con grenos de almiddn (punta de
flecha)

fig. 6 .= Seccidn longitudinal de primordio de nédulo de
raiz joven (4 semanas despues de la inoculacidn), mostando
el cilindre vascular central (VC) y una zona de infececién

limitada (flechas) sobre un lado distal del primordio.
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fig. 7 .- Seccidn longitudinal mostrando elongacién del
1dbulo de néddulo debido & actividad meristemdtica en el
dpice (*). El cilindro vascular centrel (VC) estd rodeado
por célules infectadas. Zonms de células recientemente in-
fectadas (flechas) y células totalmente colonizadas (punte

de flecha) son evidentes.
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fig. § .~ Agrandemiento del cilindro vescular rodeado por

una endodermis (ER), une multicapa, citoplesme pericfclico

(P}, y una considerable cantidad de floéma (flechsas).

fig., 9 .~ Células corticales cerrando al meristemo del ng

dulo mostrando invesién de hifas (flechas). Células no in-

fectadas tilenen dengos depdsites, presumiblemente Tendlicos

(X).
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El proceso de infeccidn observado en A. japonica es similar
en otras plantes actinorricicas en las que la induccidn de
los nddulos occurre mediante la infeccidn a través de los
pelos radiculeres en tanto que en Elesgnua se reporta gue
la infeccidn ocurre por penetracldn directe a través de la
epidermis, en eate mismo hospedero no se ha reportads e

formacidén de prenddulo.

Las plantas sctinorr{cicas presentan diferenciss en cuanto
al mimero de nddulos y nimero de 1dbules por nddulo, En My~
rice gale el nvmero es bajo, generalmente uno, mientras

que en Comptonia peregrina se reportan numerosos nédulos,

Is posicidn de lep células corticales infectadas varia con
el génexro del hospedero; en A. Japonica ge observa uns Zo-

na en la corieza media en tanto que en Ceanothus se restri

gen a la mitad externa de la zona cortical (1 ) . las
formas de los nddulos varisn con la planta hospedera y 1a

edad de los nédules ( 11 )

En el género Alnus basandose en la formacidén de e¢sporas por
Frankia {(Van BDijk y Nerkus, 197ﬂsahan descrito dos tipes
de nddulos, uncs contienen numerosss espores y son designa
dos sp{+) (para esporas positivas), los otros no contienen
egpores o so0lo unas pocas y son designadas sp(~) (para es~

porus negativas). Le ampericidn de ssporas dentro del nddulo

P
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es aparentemente un rasgo gendtico del Actinomyceto, aun-
que el huesped puede tembidn influir en la forpecidn de
esporas (Torrey, 1987). Resulta de interds gue ceras sp{-)
esporulan libremente en medics de creeimieanto in vitro
(Baker, 1982), asf ambas cepas sp {(+) ¥ sp (~), tienen l=
cepacidad genétice pera esporular, pero en cepas sp (-) la

esporulecién es supririda dentro del nddulo.

Los nédulos sp (+) y ap (-) difieren en varios aspectos im
portantes (Tjepkema y colaboradores, 1986). Los nddulos sp
(-) son probsblemente mds eficierntes en sostener el creci-
miento de la planta huesped (Hall, y colsboradores, 1979 ),
puede bhaber gran especificided en la actividad de nitroge-
nasa ( Vanden Bosch y Torrey, 1984, Wheeler y colsboradores
1986 ) y puede haber un mds bajo costo de energfa en la fi
jecidn de nitrdgeno que en los nédulos sp (+) { Vanden Bosch

y Torrey, 1984 }.

Los nédulos sp (+), en contraste, contienen mas de 1000 x
particulas infectives que los nddulos sp (-) quizd debido
a 18 presencia de numerosas espores ( Houwers y Akkermans,
1981; Ven Dijk, 1984 ). Dado estas diferenciss uno puede

esperar encontrar cepas de Frankia ep (+) y ep (~) bajo di

ferentes condiciones ambientales. ( 6, 13 y 34 )
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2.5. Yegetales con los cue se asocie Frankia

El actinomiceto FPrankies invade, habite y fija nitrégenc en
las rafces de cerca de 200 especies de drboles y arbustos

pertenecientes a 10 familias de englospermas filogenética-

mente diverseas,

Bn la tabla 1 se registren las 10 familias y los géneros y
especies nodulades mds comunes. Algunos de estos se cono-
cen desde hace muchos afios, pero los reportes sobre oirae
espebies noduladas haensumentado, por lo que es razonable
esperar que la liste sea adn incompleta por 10 wmenos a

nivel genérico. ( 11 )

Teble. l.- Familias, generos y especies noduladas
Fanilia género enpecie

cordata

. Japonica

crisps
. glutinosa
incana
rubra

0B8a

sioboldiane
inokunae
viridis
pibiries
tenutifolia

lorullensis
acuminaie

Betulacea Alnus
33 especies ncduludas

:

T T T o o o ol L

-

1> |
e




Casusrinaceae Casuarine

43 especies noduladas

Gymnostoma

Allocasuarins

Coriaria
13 especies noduladas

Coriariaceae

Datiscacesne Datisca

o e s e e
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jupghuhniang
Tuzphiana
equisetifolia
littorelis
colling
cristata

cunninghamiang
oligodon
tigorensis
glauca

obesa
sumatransa

vitiense

deplancheanun
pepuenum

fraseriana
littoralis
iorulosa
lehmanniana

campesiris

huegeliana
omuelleriana

nana
yerticillete
dielsiana

arborea
myrtifolia

Datisca spp
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Bleagnacesae Elesgnus B. gogustifolia
' E. uzbellata
Z. orientalis
E. commutata
Snepherdia S. grgentea
Hippophae H. rhamnoides
unica especie nodulada
Myricaceas Xyrice M. gale
M. corifera
M. cordifoliiam
K. rudbrs
H. pululifera
M. javanica
M. asplerifolie
¥. penajlvdnica
Comptonia . peregrina
Rhamnaceas Ceanothus €. sanguineusy
31 especies noduledas £. yelutinus
€. integerrimus
Disceria 3. toumstou
unica especie nodulade
Rosaceae Cercocarpus C. butuloides
3 especies noduladas C. montanus
C. peucidentatue



Dryes D. integrifolia
D. drummondii
D. pctepeials
Scrophulariacegss Purshie P. iridentate
2 especies noduladas P. glandulosa
Ulmaceae Colletia ¢. crucate

Bl estudio del drbol genealdgico de las plantas vesculares

indica que los vegetales susceptibles a ser infectsdos por

Prankia, forman nédulos y fijan nitrégeno, pertenecen &

los grupos mds antiguos de vegetales con flores que torres
ponden e las apétalms y dimlipétalas, en tanto que en los

grupos mas reclentes representados por dicotiledoness gamo

pétalas (flores con pétalos soldades) y en as monocotile-

ddéneas no se ha encontrade hesta el momenio vegetales

actinorrfeicos ( 2 ) . ver tabla 2 .
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dud con un circulo ®
Tabla 2 . Estudio del 4rbol genesldgico de las plantas

vesculares.



46

. 2.6, Compatibilidad de Prankia con diferentes hospederos

Reepecto 8 la compatibilidad de les diferentes cepas de
Prankia con los diversosa hospederos se requiere de mds in-

vestigacidn,

Algunos investigadores indican que cilertss cepas de Prankia
8olo infecten a ciertos hospederos por lo que =2e habla de

especificided de grupo. ( 11 )

Rodriguez-Barrueco en 1979 define varios grupos de hospede
ros en tanto que Jiabin y colaboradores 1985, proponen solo
dos grupos principeles Alnue y Bleegnus . ( 13 ) . Sin

embargo de ha observado que clertas cepas aisladas de un
hospedero son lncapaces de reinfectar al hospedero del que

derivan. Estos resultados indican la necesidad de efectuar
mas estudlos para caeracterizar a Prankise y elucidar la na-

turaleza de su especificidad con el hospedero. { Il )

‘De este modo en adicidn a los anesyos biloldégicos de inocu-
lacién o pruebas de infectividad para le caracterizacidn
de Prankin se han introducido otros andlisis, Baker ¥y
coleboradores en 1981 con base en los resultados obtenidos
mediante idcnicas de inmunodifueién, describen dos serogrn
pos de Frankia . Chaboud en 1983 establecid patrones de

‘anlaces con lectines que tambidn permitieron diferenciar a
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Frankia en dos grupos e indica que estas diferenciss estdn
dadas porque la composicidn y estructura de 1la pared celu-
lar de Praskia aislada de Alnus ee diferente a la de las
- cepes aisladap de Eleagnug, 1o gque se traduce en la eapeci
ficidad de grupo y compatibilidaed con hospedesros determine
don §. 13.)

Esto ha sido comprobado por estudios de homolog{as de ADR;
por electirofordsis en gel de poliacrilamida en donde se han

establecido diferencias protéicas (mencionado en 13 ).

Estudios =mae recientes sobre la composicidn de la pared
celular de Frankis, evidenclaron le presencia de seis
azidcares, de estca la 2-0 metil-D-manosa ne encontrd de
manera constante en todas las cepas de Prankia, pero 1&g
concentracidn de ésta, es mayor en lue cepre del grupo de
Blepgnus que en la do Alnus reconociéndose eapecificidad
para estos dgs grupos.En tmanto que las cepas aisladas de
Myrice gale fueron consideradas como pertenecientes a un
grupo diferente debido a que tienen la capacidad de
infectar a ambos grupos y recomlendan mas investigacidn
scbre las cepas alsladas de otros hoaspederos comd Casuarina,
Dryas y otras las que son capaces de infectar s hospederoe
diferentes a aquellos de los que fueron aislados "inocula~

cidn eruzade* { 13 )
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Por otra parte es importante menciopar que en un mismo né-
dulo se ha descrito la presencie de mas de un tipo de cepz

de ¥rankia. { 20 )
2.7. Distribucidén de vegetales actinorr{cices.

La mayoria de los vegetales actinorrfcicos constituyen la
vegetacidn pionera de diversas dreas. Soportan condiciones
extremas y son capaces de desarrollerse directamente sobre
rocas volcdnicas, en suelos inmaduvros, deaarrollados y adn
en los altemente degradaedos o sobre desechos de minas,
toleran deficiencias de nitrdégeno en el suelo. Su habitat
es variasdo y se encuentran en bosques conservados o pertur-

bados asf como en matorrales xerdfitos.

La mayorie de los gdneros se locelizan en dreae tercpladas
y algupos como Dryms y Arcotostaphylos aparecen en dreas
circumpolares. Bn los irdpicos se ha reportade a Cnriaria
en Nueva Guinea y Pery, gercocorpus en México ¥ Alnus en
Perd. Casuarina se extiende por el trdpico oeste del pacf-
fico con uns especie C. equisetifolis siendo neiuralmente
distribuida & travéa del drea costera del oceano Indico.,

Varios de los géneros por ej: Corisria y Discaria poseen

amplia distribucidn mientras que otros estédn més restringi

dos a dreas templadas.
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La distribucidn de los vegetales mciinorrfcicos contrasta
grandemente con la distribucidn de las leguminosas que es
esencialmente tropiecal. En paises con altas latitudes tales
cone Escandinavis, Cenada y Nueva Zelanda donde las legumi
nosas e3tdn ausentes o existen en forme insignificante, -
los vegetales actinorricicos son ecologicamenie mas signi-
ficantes y mds eficientesa., As{ las plantes no leguminosss
en virtud de su amplitud ecoldgice y su amplio rango de

temperaturas, contribuyen epormemente & la economia del
nitrégeno de lap éreas naturales especialemente en las dre
as en donde la temperatura restringe el desarrollo de 1lasn

leguminosas.

2.7.1. Becogsistemas natural

2.7.1.1. Alnus

Se conocen 33 especies nodulades y este es el género dim-—
zotrdfico mas importante en ecosistemas naturales y manipu
lados ( 5 ) . Se localiza en regiones cdlidas del hemis
ferio norte y crece naturalmente en un amplio rango de
habitats, y constituye la planta actinorrfcia de mayor
importancia en los bosques templados. Los elisos son normal
mente bien nodulsdos, lo cusl indica que el enddfito debe

tener una amplie distribucidn.

Finlendia tiene dos especies netivas de alisos, Alnus inca-
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QEA(AE}EO gris) y Alnus glutinosa (Aliso negro), les cuales
tienen diferente distriducidn. Alnus incena es un  Hrbol
pequefio distribuido por todo el pais a 70°N, florece sobre
sueles secos, especialmente en bosques anteriormente quema
dos y en las orillas del campo. Alnus glutinoss crece so-
bre tierras himedas minerotrépicas tales como orillas de
mar y lagos, ¥y en pantanos { 34 ) , en Inglaterra crece

neturalmente en dreas himedas.

Alnus crispa se desarrolla en sueleos pobres, arena de coli
na y laderas desgastadas. Alnug seiboldisne pionera en lava
volcdnica y cenizas en japén. Alnus rubra crece sobre lade
ra desgastada, aluvidn y montatias himedas. Alnus rugosa
adyacente a cursos de agua y en pantanos y tierras himedas
en Montresl Canadd. Alpus tenutifolis ¢rece a un lade del
lago en California. Alnus viridis arbusto alplno de Europa
Central. (ver. mapa 1). ( 5 )}

2.7.1.2, Casuarina

Se conocen aproximasdamente 43 especies noduladas, ¢ate gé-
nero ge distrubuye naturalmente en Australia, en el sureste
de Asia, el oeste tropicel del pacifico y bordeando el
oceano Indico ( Ver mapa 1), sparece desde bosques tropica
les a bosques 4ridos, dunas costeras, pantanos, en édreas
del interior del pais sujetes a sequims periddicas y en

tierras altas de Hueva Guinea. ( 22 )
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Con objete de emplearla como lefia, Cesuarina es plantada

artificialmente en dress relativamente dridas y aunque su
establecimiento es dificil termina por adapiarse al medio
ambiente, Casparina he sido descrita como uns de las espe-
cies mds resistentes a las sequias siendo sproplada para
plantaciones en desiertos y se emples tambien en la refo-
restacién en zonas tropicales, Bn virtud de la amplia va-
riedad de condiciones ecoldgieas en las gue se desarrolla

se considera como uno de los 13 géneros criticoe en Sarawak

Borneo.

El tamefio del 4rbol de Casusripa es de 12-15 m, sunque ha
habido casos de drboles de haste 35 m y circunferencis de
1.65 m.

2,7.1.3. Coriaria

Bl género esta amplimmente distribuido y se encuenira prip
cipalmente en zonas c¢dlidas hacia el norte y hacia el sur,
ge conocen al menos 13 especies nodulades, Coriariam crece
sobre suelos pobres, arenosos y con cascajos; en  tierras
vajas y subalpinas y tembien sobre arcilla. C. myrtifolis
produce en Espafia suelos fdrtiles y contrihuyé a la pro-
ductividad, En Kueva Zelanda se emplea para reforestar es-

tebleciendoge en aluvionea y morenss. Coriarie arborea se

intredujo en la montaiia Tarawera, le cusl fué devastada

por erupcién volcdnica en 1886, constituye la primera espg
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cie arbolade gue reinvadid la zona lo cusl se convirtid en
una importante vegetacidén de erbustos de dreas hiumedas

{ver mapa 2).

2.7.1.4.Ceanothus

Ceanothus (metorral de nieve) comprende 55 especies, todas
natives de norte América, de les cuales J1 han eildo reporta
das como noduladas: Este género es el mds importante en el
Oeste de E.U. apareciendo prdcticemente asociado con todo
tipo de vegetacién en California, Bs el arbusto mas impor-
tante en 2one subalpina y chaparral seco. Despues de un
incendio, las semillas que pueden estar latentes por cien-
tos de aflos, son estimuladas a germinar por el calor ¥y 1s&
lluvia. Arriba de 400 000 arbolillos/ he pueden estar pre-
sentes en el primer afio despues de cortes e incendios re-
sultendo drboles achaparrados que proveen buensa proteccidn

tanto a drboles naturales como plantados.

Sobre sueloa deficientes de nitrdgeno C. integerrimus no-
dula creociendo 9 veces mds que las plantas sin ndédulos.

La materia merea de Ceanothus es bajs en nitrégenc total,
la estimulacidn del crecimiente reportada en respuesta peras
materia serea de Ceanothus fué hecha sobre suelos de conte
nido excepcionalmente bajo de nitrdgeno { 0.002-0.009 #%),
mientras que no hubo respuesta para materia aeres de Cemno-

thus que fuera registrada sobre suelos con alio contenido
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de nitrdgeno (ver zapa 2)

© 2.7.1.5. Cercocarpus
Cercocarpus esta limitado sl oceste de E.U. y ¥éxico, gene-

ralmente se encuentre a altas latitudes (ver mapa 3). Los
ndédulos de reiz han side reportados en +tres de las veinte

eapecies conocidas.

Las especies de Cercocarpus sen mds présperas scbre suelos

bajos en fertilidad y esto se atribuye 8 que simultdnea =

la infeccidn de Prankis existen micorrizas ectotrdficas,

2.7.1.6. Elaeagnus
Aunque Blaesgnus fué una de las primeras plantes actinorré

cicas estudiadas)ae conoce poco de su significado ecoldégico.

Existe un gran nimero de especies noduladas.

E. commutata es una planta importante en la flors nstiva

de Manitoba donde aparece en habitats alterados talee como
laderas erosionsdas. Elegesgnus estimula el crecimientoc de
especies herbdceas, tante E. commutate y E. angustifolim

son muy ebundantes en muchos lugares de norteamerica.

En Japén, E. umbellietsn es usada para establlizar las dunas,

¥y en Burope E. angugtifolis ( una de las especies mas

resistentes a 1a sal), es recomendada para la estabilizacidn
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de las dunas, después de ser fijada la dunas por Hippophse.

E. pngustifolia y B. orientalis se reconocen tante toleran

tes a la sal como a la seguia (ver mapa 3)

2.7.1.7. Purshis

Hay dos especies noduladas y en estudiocs con‘sNz se ha cop
firmado que son fijadoras de nitrdgenoc. El género eata

restringido a los estados del oeste de norte america (ver

mepa 4) en donde cubren un total de 121 000 OO0 ha. P. tri
dentste sperece por todo el bo=que y Pinus ponderosa ¥y

gobre suelos pumfticos en zonas de deseglie y buelos areno-

808.

Las doe especies no han sido blen definides y P. iridentata

forma un hibrido con Cowania mexicana.

2.7.1,8. Hippophae
Hippophae rhamnoides es la unice especie nodulada regisira

da y estd ampliamente distribuida en lae coste ceste de
Burope y Escandinavias, en Europe oriental, y en Asia gene-
ralmente al norte de los 10°C isoterms de Enmero (ver mapa
4) sobre arena, suelos calcdreos y dunas costerss. La nodu
lacidén solo aparece en suelos neutros o alecalinos & un pH
éptimo de 6.8 - 7.0 . La nodulacidn disminuye con la edad

de la planta.
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Hipoophae da lugar a poblaciones densas iwpenetrables por
exparcimiento del vegetal y estimule el crecimiento de
otros vegetales. En Ruaila, la reforestacidn de las cuencas
secas de lagos han sido posibles por la plantacldn de Hi-
ppophae y Elseagnus, Hippophae tambien ha saido utilizada

pera control de la erosién en las coatas de este pais.

Estudios sobre dunas costeras en PFrancla muesiran que 1l4&

mayoria del nitrégeno mineral es concentrade bajo Hippophsae.

2,7.1.9, Discaria

El género este distribuido en el sur, en dreae cdlidas

(ver mapa 5). D. toumatou es la vnica especie nodulada cono
cida. Discaria en Nueva Zelanda crece sobre aluvidn, grava

y en tierrss secas,

El género es importante en la sucesidn y estabiligacién,-y
ge desarrolla de manera scbresaliente en las pendientes de
laa Isles del sur. En Nueva Zelandaro scha determinado la

importancia ecolégica o econdmica.

2.7.1.10. Sheperdis

Las tres especies de Sheperdis noduladas estan confinadas

a norte américa, se encuentran a lo lergo de arroyos, cerca
de rios en asociacidn con Alnue rugosa, y & menudo coneti-

tuye la vegetacidén de sitios pobres o secos en Manitoba.
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S. g¢anadiensis es comén sobre suelos arenosos y sobre lade

ras erosionades, y es abundanie sobre sitios pobres siendo
un exeelente indicedor de especie de suelos con bajo nitré-
genc, la nodulacidn en el campo es reporteda como variable,

siendo mejor en suelos arencsos,

Hesta el memento no se conoce nada de la contribucidn de
este planta a la economia del nitrdgenc en ecosistemas na-
turales, S. canadensis esta smplimmente distribuida en

Alagka. {ver mapa 5)

2,7.1,11. Myrica
Myrice tiene su distribucidn ceniral en Africa y ests am-
plismente distribuida en Europa, Asia y America: 18 espe-

cies noduledes han sido reportadas.

Myrica gale es la mejor adaptada a condicliones 4cidas, en
pantenos, aparece alrededor de muchos lagos ingleses en el
Sur de Africa. Las especies de Myrica crecen como drboles

pequeilos, por ejemplo: M, pululifera y M. rubra ambas espg

ciea son los arbustos mds pecguefios que aperecen a lo largo
de las orillas de arroyos o sobre pendientes en montafias .
En Floride, ¥. cerifera actue como pionera natural para el
bosque de 22255 y en Indonesia, }. javanica es un activo
colonizador de suelos expuestos al fuego o 8 la actividad

volcénica.
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1. asplenifolia es la dnica plante capez de colonizar

minas en Pensilvania, en 1as cusles hay deficiencia de
nitrégeno, alta temperature en la superficie y bajo pH
que evita el crecimiento de plantes incluyendo las legumi-

nosas (ver mapa 5). { 5 )

¥éxico cuente con un buen ndmero de plentas que se han
descrito en otros paises como actinorrfecices y en la tabla
3 se indican los géneros que se han estudiado, as{ como
aquellos en los que se determiné infeccidn por Frankis 'y

hongos formadores de ectomicorrizes y endomicorrizos.

Tabla 3} . Plantas actinorrfcicas mexicenes; su habitat ¥

estado simblotico

rlanta habitat nddules Micorriza
ecto VA
Adolphis infeata matorrales xerdfilos ¥ +
espinoscs
Alnus scuminate no especifico:bosque
SSp arguts de pino, pino-encino,

cgnservado o con dig
turbio, orilla de
BrTroyos. + + +

Alnus acuminata ripario, cultivado en
bordes de canales,

ssp glgbrats dreas urbanas, + + +
Alnus jorullensis bosque de plno-encino + +

ssp Jjoruliensis

Alnug jorullensis bosque templado hime-
do de pino y oyamel + + +

ssp lutes
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Casuarina cunnin- especie introducida.
Amplia distribucidn

Ehaniens en ambientes degra-

dados. * +
Casuarina equise-~ i1dem, ademds en dunas * +
tifolis
Ceanothus buxii~ bosque de pilno y de
folius pilno-encino + + +
Ceanothus coe - boaque de encino, en

cino~pino, conservea-
Tuleusa dos o per%urbados. + + s

Cercocarpus myero- bosque de pino, pino-
hylius encino y oyamel - +

Coriaria rusecifo- bosque templado hiime
do de pino-encinc ,

iis esp mycro- ¥y en lugares altamente
Dhylia .. perturbados como

teludes de camino,
canteras, deshechos
de mina. + + +

Cowanla mexicana matorral xerdfilo - +

Myrica cerifers bosque de pino en de
rrames de lava basdl

tica. + +
Rubus liebmanii bosques templados,

favorecido en dreas

altamente perturbadas. - +

= ndédulos presentes en casi todos loe ejemplares examinados

»*
L]

nédulos presentes en pocos de los ejemplares examinados

- = nédulos susentes en todos los ejemplares examinados.



Mapa 1.- Distribucién mundial de Alnus y Casuarina



Coriaria.
Ceanothu%

® Mapa 2.- Distribucién mundial de Coriaria y Ceanothus
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y Elagagnus

Mapa 3.- Distribucién mundial de Cercocarpu

Euugngs%

Cercocarpus




b Mapa 4.- Distribucién mundial de Purshia e Hippophae
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Ia distribucidén de las plantas actinorricicas en el valle
de México estd fuertemente influide por 1las actividades
humanae que modifican el habitat restringiendo o favore-
clendo 1la presencia de los mismos.

Algunos géneros spenas resisten la desforestacidn del Valle
de México, por 1o que su presencis estd confinmda 8 peque-
hnas fracciones de bosque perturbedo y se encuentran en nime

ro limitado, tal ee el caso de Alnus jorullensis, A scumi-

nate y las dos eepecies de Ceasnothus.

A Bcuminata ha sido favorecida por la construccidn de ca
nales de riego y Coriarie prospera sbundantemente en lu-
geres donde el suelo ha pido removido como en los taludes,

de carreteree y canteras,

ILos nédulos reportados varian en su morfologfias  pudiendo
ser redondos, corsloides o en asbanico. Su tamafio oscila de

0.5 a 16 cm de didmetro. Registrdndeose la mayor nodulacidn
en A 8 grgieta y la menor en Adolphia ( 33 )

2.8. Utilizecidén de los vegetales actinorrfeicos,

1a mayor contribucién es proporcionada por las especies de
Alnus y en particuler A. rubra (aliso rojo) la cual mparece

sobre la costa del pacifico en norte América. En analisis
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recientes o8 estimada una cantidad arriba del 60% de toda
le medera durse comerciable de Oregon, Washington y Columbia
British. A rubre en contrasie a las coniferas ocupa sitios
pobres y Aluviel. Sobre sitios equivalentes, A rubra puede
producir de 50 a 75% tanto como las conifersms, los 4rboles
alcanzan de 30-35 m en 50 eflos con un diémetro de 0.6 m ¥
gon usados para fabricacidn de muebles, como meders de
construccién y revestimiento, el mayor uso sin embergo es
como pulpa de madera donde commnmente es mezclado con pulpa

de coniferas para la produccidn de te)ido de alte calided.

Cesuerina es la otra especie que crece en cantidades sufi-
cientemente grandes para producir madera de construccidn,
siendo excepcionalmente fuerte y durable. Es ampllamente
usede en el sudeste de Asim pars estacas y vigas, por ejem:

€. sumetrana y C. rumphiana son usadas para ruedas y mdatll,

Casuarina es también conocida por asr le mejor lefie del
mundo, con un contenido de energia de 19.6 KEJ/g. C. equise-
tifolia es nativa de la costa de la India y ha sido planta
de tierra adentro en cantidades comerciaies desde 1868
para proveer combustible a las sldeas loceles., La velocidad
de crecimienio es excelente sobre suelos pobres, pedregosos
o arenosos tanto cerca de la coste como tierra adentro en
Ceylon, donde Holme registra una altura media de 4.5 m deg
pues de 2 aflos y una produccién total de 70 m / ha despues
de 8 mfios.
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Bl valor nutricional de plentas no leguminosas es bajo
8in embargo se ha reporiado para usc tanto humane como
para ganado. Las frutas de Eippophae tienen un alto contg
nido de aceite y vitanmins "C*, han »sido usadas para
suplementar la dista humana y un programa de crianza ests
en marcha en el norte de Buropa. Similarmente las frutae
de Shepherdis, Arctosiaphylos y Elaeagnus son comidaes por
muchas tribus indigenas. Lae frutas de Cycas y ¥acrozamia
son venenosas pero despues de remojarsee en agua se vuelven
comestibles, El tallo de Cycas produce sagu comestiible en

cantidades comercisles,

Phureia es la unica comida naetural capaz de sostener a

un venado enjaulado por largoes periodos.

Coriaria y Cycas son de interds ya que son venenosas y

han sido responsables de le pérdide de ganmdo, en Cycas
el principio mctivo es el glucdsido téxico pakeoenin.

Algunos géneros tales como Cesnothus, Alanus, Arctostophy-

los y Myrica son empleados en diferentes regiones como
astringentes, emdticos, estimulentes e hipndticos. Otros

umos incluyen produccidn de cera de muchas especies de

Myrica. ( 5 )
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2.9, Metodolog{a para el aislamiento, propagacién, con-
servacidn e inoculecién de PFrankia y aislamiento de

veaiculas.

2,9.1, Aislamisnto de Prankia

A partir de loa resultados obtenidos por el grupo de
Torrey en 1978, quienes lograron aislar por primera vez a
Prankis y cultivarla in vitro, la informacién sobre estos

aspectos se ha incrementado,

Lz dificultad qua presenta su sislamlento fué atribuids a
la presencis de compuestos fendlicoe en las células del
nospedero, 1los que en el momento de efesctumr ls maceracidn
do los néduloe eran vertidos al exterior de las cdlulas y
al quedar en la suspensidn ejercfan su acoién bactericide
sobre el enddfito. Bste problema fué resuelto mediante la

adicién de polivinil piruvato. (18 )

La metodologie para efectuar el aislamiento involucra:

- Recoleccién de nddulos sanoe

- Lavado con sgua abundante y poeterior secado mediante
eu colocacidén sobre papel filtro.

- Desinfeccién superficial de loe mismos mediente trata-

mientos con cloramina T al 1% (Diem y colaboradores
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1982) o hipoelorito de asodio al 30% (Benson 1982).

= Eliminacidén de agentes desinfectantes mediante lavado
cor sbundante agua estéril.

- Liberacidn del enddfito para lo cuml en condiciones as€2
tices 8e seccions el nddulo y se tome con el asa una
muestira de la parte internsa {trensfiriendose sl medio de

ocultivo.

Una forma mds frecuente corresponde a la maceracidn de los
nédulos, los que se mezclan con erena estéril, se trituran
en morterc, se diluyen en agua y se homogenizan. Las parti
culas gruesas se eliman mediante la utilizaclidén de filtros
con poroe de didmetro conocido y el filtrado puede aser con
gervado por congelacidén o inoculando en diferentes medios

de cultivo (27 y 24)

Otra modalidad corresponde a la inoculacién directa  del
nédulo integro y previamente desinfectado en un caldo nutri
tivo y despues de confirmar la ausencia de desarrocllo de
contaminantes se procede a la macerscidn del nddulo en el

mismo caldo para la propagacién del actinomiceto,

2.9.2. Propagaecién de Prankis
Para la propagecidén de Frankia el medio de cultivo méds em-
pleado es el descrito por Murry y colshoradores 1984 al

que se conoce como BAP, este contiene 10mM de piruvato de
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sedio y Sal de NE,C1, { 37 y 38) - Se han obtenido buenos
resultados sustituyendo la fuente de carbono por propionato,
succinato, manitol o fructosa. Estas variaciones se han
hecho en funcidn de las diferentes cepas empleadas por éjem
plos Frapkia NPI 0136010 utiliza como fuente de carbono
propio'nato ¢ aceisto y es incapmz de usar hexosas, pentosas
disncdridos y irisacaridos ( 23 ) . Asi mismo se intrg
ducen modificaciones a los medios de cultivo dependiendo -

del objetivo del estudio.

Tiss y Ensign que utilizaron un medio de crecimiento basal
que contiene 20 mM MOPS (de. worfolino propsaol sulfonico)
y 10 = de KH PO, (Buffer MP), pH 6.5, los constituyentee
gigulentes fueron esterilizados por eeparsdo y afladidos sl
Buffer MP a las concentraclones finales indicadas: 10 mi
NH4(21, 2.0 mM Mg804 ’ 20}1! de Pe(}13 disueltos en 100 f!
de de, nitrilo acetico y 1.0 uM de W M0, * 2H,0,2m
de muesira de le mezcla de trazas de sal fué afladida  por
litro de¢ medio, $éats meszcla contleme {en gramos por litro):
5.0 MnCl,+ 2H;0, 0.25 CuClys 2 K0, 0.2 CoClye 6 Hy0, 0.5
ﬁ3303 sy 1.0 Zn50407 H20 ¥ 10.0 08012- 2 320.

Para determinar la formascidn de ves{culas y agtividad de la
nitrogenass se recomlenda 8l medio B (Murry y colaboradores)
que es idéntico al medic BAF pero carente de nitrégeno com
binada. ( 32 )
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Un aspecto de interds em el referente & que el extracte de

levadura dificulie el aislamiente de Frankis ( 37 )

Las condiciocnes de cultivo varian para cepss aisladas de
diferentes hosped‘eros. fluctuendo, la temperatura de 25° a
33%C y ol pH de 6.0 a 7.0. Eate organismo se desarrolia
en condiciones estdticas y de asgitecidn { 3 )

Lo anterior indica que &l alslamiento de Prankin de difere

-

te origen luplica la utilizacién de medios y condiciones

de cultivo varisbles. Cuando se cultiva a Frenkis en un
medio BAP, en periodea tempranos se obeerve crecimiento £i
lamsntono y exidlentes velocidades de ecrecimiento; eatas

fueron mejoradas al usar volumenes grandes de cultive, agi
tacidn y aireacidn. Iae condiciones éptimas son pH 6.3 y
33°C con loe que se registrd el mdximo desarrollo =& las
24 h.

Cuando las célulss de Prankis se trensfieren sl medio B se
observa la sparicidn de veefculas en pocos dias lms cuales
sumentan en nimere progresivamente. En el medio B la cepa
H.PPCcI3 da lugar s la formacidn de sbundantes esporangios

¥y 8 la formmcidn de wveafculas.

Experimentos pers determinar lss condiciones mds favorables

de cultive pers crecimiento de Prankie HPPCc13 fueron cop-~
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ducidos en cultivos en Batch, primero con un medic complejo
y después con un medio definido, ensayos tempranos con di-
chos medios come MEB (Baker y Torrey 1979), Q¥CD { Lalonde
¥y Celvert 1979) ¥ un medio complejo similar ( ef. Baker y
Torrey 1 80) fellaron pare producir un rdpido crecimiento
y el crecimiento vegetativo filamentoso fué frecuentemente

anormal.

Zhang y Torrey (1985) usaron el medio QMOD, un medio que
contiene componentes orgdnicos nitrogenados y lipidos.
(37, 14, 38 y 32).

2.9.3. Conservacidén de Prankia

Para la conservecidn de Prankia Cle aislada de Comptonie

peregrina, Noridge recomienda la propagacidén en medio 1i-
quido con le siguiente composicidn: (por litro de agus de-
ionlzada): 5g de succinato de sodio, 0.lg de 08012 . H20 ’
0.2g de mgso4 - THy0, 0.43g de NH,C1, 6.8g de KB,FPO0, ¥ 0.5
ml de solucidn de fierro~EDTA consietente en 10 mg de
FeS0, . TH,0 (p&r ml); 2 mg de EDTA y 0.15mg de Ragho0, ¥
pH de 6,9, 200 ml de cultivo en matraces Brlenmeyer de 500
ml, incubscidn durante 3 dias a 30° ¢ con movimiento rota-
torio a 200 rpm, cogsechar las edlulas y colocarlas en un
homogenizador de tejidos tipo Dounce para dispersar los
agregados de hifms, que se usserdn en otros experimentos o

vara establecer nuevos cultivos.
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Para un alracenamiento prolongado de cultivoes, las célules
de Frankia se cosechen en la fase exponencial y se sus-
penden en glicerol sjustando le concentracidn final & 10 #
(peso/vol). La cuspensidn se enfris en un bailo de hielo por
15 min y en tubos estériles se concentran las células por
centrifugacidn, se congelan 8 -20° C por 2 a 4 h pare deg
pues almecenar a -80°C . Zejo estas condiclones las c¢édlulas

vermenecen visbles por més de 1 afto ( 17 )

2.9.4. Incculacidn de Frankis

La incculacifin se efectus en pldntules cultivados en inver
nadero'bajo condiciones controledes. Los soportes que se
emplean pars el desarrollo de los diferentes hospederos
pueien ser: Vermiculitas, Agrolitas, Perlita y arena de rio;
la soliucidn nutritive méds frecuentemente reportada corres-
ponde & la solucidn de Crone‘s ( 31 ) . Guando las plén
tules tiernen un tamefo aproximade de 12.5 c¢m y suficiente
rafz, ésta se inocule medisnte las =dieddn de un volumen co
pnocldo en la parte superior del sistema radicular de cade
planta, los arbolilles o pldntulas infectados aon entonces
erpleados pera evaluar el efecto del inoculantie por diferen
tes métodos o bien se emplean directamente en prdcticas de

reforestacidn.

El indculo se prepars & partir de un mecerado fresco de nd

dulos 0 hien se epplea un cultivo mesive joven o bhien de
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un concentrado de células conservadas en refrigeracidn en

este dltimo caso las cdlulas se suspenden en une dilucidn
1:100. Lz concentracién del indculo es dificil de estanda-
rizar debido a que se trazbaje con microorganismos filamen-
tosos por lo que la proporcidn de células por ml de indeulo
ea variable. (1, 26 3 27)

En el caso de indcule procedente de mscerades la cantided
de indculo se exprese come gramos de nddulo por ml de la

suspensién a ser emplesda como indeulo.

2.9.5, Metodologie para el aislamiento de vesiculas

En virtud de que la actividad dJe 1z nitrogenasa se ha
detectado en las vesfculas a continuacién Be exponen los
métodos descritos para efectusr el aiplamiento de vesiculas
a partir de nédulos, la induccidn de vesiculas in wvitro y
la metodologia para su aislamientio y evaluacién de 1la nitro

genasn.,

Grupes de vesiculss de Frankis fueron aislados de nddulos
de raices de ddiversas plantes no leguminosas.

- Induccidn de vesiculas.~ Pere ipducir el desarrollo de
vesiculas y la actividad de nitrogenasa, las edlulas fueron
cosechadas despues de 14 dias de crecimiento en un medio
que contiene 5.0 m¥ de NH4cl y fueron lavades 3} veces con

un Buffer que contiene 20 mM de delde morfolinopropanceunl-
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fonico (MOFS) y 10 mM XH,PO, & un pH 6.8, Las cdlules la-
vadas fueron inocculadas dentro del medio de crecimiento
carente de une fuente de nitrdgeno ceombinado e incubadas
por 4 dias & 25° ¢ . El medio de creecimiento contiene 20mM

de fructosa o succinato como fuente de cerbono.

Para aislar las vesfculas es necesario hacerlo en un medio
anserobio, para este los vieles fueron sellados con tapones
de neopreno y los tubos de centrifugas fueron sellados con
unse tapa de goma. Los tubos, Buffers y solucionee  fueron
regados con nitrdégenc gaseoso por 15 min antes de sellarse,
El recipiente sellado fué vaciado y regasificado con argdén
varies veces, Los gamses usados fueron purificadeos pasando-
los sobre un catalizador de cobre calentado o 180° C y en
algunos casos al Buffer y a otras scluciones se les mgregd
anseroblicamente 1.0 mM de ditionstoc de sodio asegurando con
e8to proteccidn contra la expoeicidén a oxfgeno. Paras trans
ferir las soluciones se utilizaron Jeringas que fueron pre
viamente regades veriae veces con argén o enjuagadas con

un Buffer anserdvic conteniendo ditionato de sodio. { 32 )

2.9,5,1. MNétodo de presidn de French.

Despues de una cosecha de cdlulas frescas o congeladas se
situaron bajo una atmdsfera de argén levandose dos  veces
con 25 mi de tris Cloruro de hidrdgeno- manitol 0.5M-10 mM
de Buffer ditioneto de sodlo, pH 7.4 (Buffer T¥D), a 20°C,
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Les célulaa se pasaron 8 través de una presidén de células
de French de 10 000 & 12 000 1b/in a 4° C, bejo une atmés
fera de argdén. La examinacién microscdpica revela separa-
cidn casi completa del micelio, sin un daflo aparente & las
vesiculas. La suspensidn celular con vesfculas fué centri-
fugada a 6000 x g por 5 min a 20° C. La fraccidn sediments
da contiene todas las vesficulas y algunos residucs celula-
res por lo que con varias lavadas las vesiculas estardn com

pletamente libres de residuos celulares y micelio. { 32 )

2.9.5.2. Método de digestidn con lisosima.

Despues de una cosecha de cdlulas se lavan dos veces bajo
condiciones anaerdbicas con Buffer TMD, Bse resuspenden en
el misgo Buffer con 125,Ag de lisosims por ml, incubandose

en un cuarto de temeperaturs por 3 h.

2.9.5.3. Método de separacién sénica

Ies células fueron lavadas doe veces en condiciones enaerd
bicas con Buffer TMD y separadas por sonicacldn por 3 a 5
min bajo una co;rieute constente de gas nitrdégeno, se uti-

1izé un Sonifer modelo Braun 350. ( 32 )

2.9,5.4, Método de densidad de centrifugacidn en un paso
de gradiente con sacarosa.
Ia golucidn de sacarosa fué hechaz en medio {pH 6.5} conte-

niendo por litro: 5g de succinato de sodio, 0.lg de Cacl2



76

O.2g de Mg804- 7 B50, 5 mg de PeSO4' TH,0, 1 cg de EDTA,
0.075 mg de Nazb:oo4 y 1.36g de KH2P04.
Lasg células se colectaron sobre papel filiro por filtracidn
en vacio, fueron removidas y colectadas en tubos de centri
fugas de SO ml. Les células fueron suspendidas en 20ml  de
50% (peso/vol) de sacarosa y homogenizadas por 5 min con un
homogenizador de tejidos Polytron, para liberar las vesicu
lae de las hifas. Las muestras fueron removidas periodica-
mente y examinadas microaﬁdpicamente hasta que la mayoria
de las vesiculas estuvieran libres de las hifaa. Este sus-
pensidn fud transferida s tubos de ulirscentirifuga, agre-
gandoss 10 ml de sacarosa 50%, esta suspensidn celular fud
diapersada con varillas de widrio. Se sobreponen 5 ml de
sacarosa 40% (peso/vol), los tubos fueron centrifugadoa a
100 000 x g a 20° C por 1 h. La banda de vesfculas fud
removida con pipeta Pasteur y despuds se transfiere en un
medio de nitrdgeno libre sin sacarosa, las vesfculas se la
varon 3 veces con 15 ml de medio de nitrdgeno libre por
centrifugacidn a 20 000 x g por 10 min para remover el exce

80 de sacarosa. ( 17 )

Un método similar al anterior fué utilizado para separar
grupos de vesfeulas de preparados de nddulos de raices de
A+ incana, el procedimiento es de filtracidn-homogenizacidn

8in sacarosa, en este estudio se concluye gque las vesiculas
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de Prankis aisladas por este método eatdn suficientemensde
puras pera ser usadas en los estudice de metabolismo de

Prankis ( 10 ) . . Lae vesiculasfueron contadas usando
una camara Petroff-Hausser con un microscopio de contraste

de fase con una amplificacién de 400 x. {(38y32)

De los métodos uosados para aislar vesfculas los mejores re
sultados fueron obtenidos por el método de presidén celular
de Prench con el cual se logra una separacidn completa de

las vesicules ein presentsr ningin daflo.

2.10 Perspectivas de la inoculacién con Prankia

Con objeto de potencializar la fijacién de nitrégeno que
ge presenta en las plantas actinorr{cicas, ss han realizado
diversos estudios en los que se pretends seleccionar a las
cepas que estableican sinmblosis mds eficientes con loe di-
ferentes vegetales. Loe criterios adoptados corresponden a:
especificidad. Bn relacién a esta caracteristica se han ing
culado cepas aisladas de Alnus en hospederce de diferentes
géneros obvservandose une mejor respussta con la inoculecidn
de cepas homdlogas 1o que ha conducide al establecimiento

de dos grupos hospederos.

Reddellt y Bowen en 1985 pera demostrar la especificidad

huesped-Prankia realizaron un estudio sn el que smplearon
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a Cssuarins, Allocasuarina y Gymnostomg& como hospederos y

los inocularon con 38 cepas de Frankia aisladas de diferen
tes hospedercs, sus resultados indican que s8e forma un
mayor numero de nédulos cuendo las cepas procedian del aig
lamiento de hospedercs del mismo género y que con cepas
heterdlogas se presentd en la minorie de loe casos lo que
confirmas la especificidad intergendrice en la familia

Casuarineceae,

Otra observacién corresponde a que algunas cepas de Frankig
tienen un rango mas amplio de¢ plantas huesped en tante que
otras s0lo son capaces de nodular en especies de un solo
género. Beto dltimo indica la necesidad de mayor investiga

cién para elucidar ls naturaleza de la especificidad ( 24 )

Otro aspecto de interds corresponde & las caracterfsticas

de las cepas relaclonadas con su capacidad para formar o
no esporas, en este sentido la eficiencia para fijar nitrd
geno ha sido correlacionade al tipo de esporulacidn de ce-
pas ( sp* o =ep” ), siendo el tipo ap~ el mas eficiente

(Normand y Lalonde 1982, Vandonbosch y Torrey 1984). Esto
ha sido explicado como que le energia utilizada para 1l
formacidn de easporss y propegacidn de la especie disminuye
la eficiencia en la fijecidn de nitrdgeno. Sin embargo se

requiere de mas investigacidn en este aspecto debido & gue
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algunas cepas de Prankis que no esporulan en el inte}io@f&ﬂ
de los nédulos zl ser aisledas esporulan in viiro ein
haberse determinado las ceusas que impiden la esporulacidn

en la asociacién.

®eber en 1986 estudio la distribucidn de nddulecs sp (+) ¥
sp (=) en A. incans y A. glutinoss, el muestreo lo realizo
en diferentes ecosistemas de Pinlandia, observando que A.
glutinosa se distribuye predominantemente en sueloa con
alta humedad y en ella detectaron nddulce sp (-) en tanto

que A. incena que se distribuye en suelos secos presenta

nédulos ep (+) y concluye gque el status del sueloc o habitat
de las 2 plantas hospederae determinan la infeceidén  por
diferentes tipos de PFrankia. Batos resultados coinciden con
lo reportado para Alnus rugosa y M. gale que relaciocnan
la cantidad de ndduloe sp (+) y con pH decido del suelo.

Redellt y Bowen indican al fdaforo como un factor del sue-
lo que limita no sole el desarrollo de las plantas 8i no
tambien la nodulascidn y la fijscidn de nitrégeno en la fa-
milia Casuerinacese,dste factor parece afectar mda al géne

ro Casuarina que & Allocasuarina en donde la nodulacién es

mas irregular bajo las miemas caracteristices de suelo,

Rodriguez y colaboradores en 1988 indican que lee cepas ap

(+) no necesariamente forman esporas Jentro de los nédulos



80

si po que ésta caracteristica es influide por el huesped y

las condiciones ambientales por tanto la ceracteristica de

cepas que no esporulan no debe ser empleada como criterios

de peleccidn y consideran que pars aclarar lo referente a

compatibilidad o especificidad es necesario mejorar las tec
nlcas de aislamiento y medios de propsgacidn a fin de acle

rar les siguientes dudas: 1l.- Porqué una cepa gue espo-

rule en cultivo puro,no lo hace en asocimcidn 7.

2,~ ¢{ Porque una cepe aielada de un género, es incapaz de

reinfectar sl mismo hospedero?.

3.- { Como se explica la presencia de mds de ups ceps en el

mismo nddulo o en la misma planta?.

Otre ceracteristica corresponde & la posibilidad de produ-
cir 0. no & la enzims hidrogenasa, reportdndose cepas Hup*
¥ Bup~ . En relacidn a esto Sellested y colsboradores en
1984 indican que la captacidn de hidrdégeno por lse cepas
Hup+ puede ser tambien una caracteristlca importente en la

eficiencia de la simbidsis.

Es importante mencionar que los factores ambientsles influ
yen en la nodulacidn y fijacidn de nitrégeno, el nitrégeno
ha recibido mayor atencién debido 2 su capacidad para limi
tar la fijacidn de nitrdgeno: altas concentraciones de ni.-
trégeno combinado inhiben localmente la nodulacidn y sfectan

el metebolismo de toda la planta ademds de retardar su no-
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dulzeidn (Pizelle, 1966, Pizelle, 1984).

Sin embargo Mec Kay y colaboradores en 1987, establecleron
un experiment¢ con A. glutinoss, en él probaron una serle
de arbolillos no inoculedos a los que se adicionaron doseils
crecientes de nitrdgenc mireral (0, 2, 5, 10, 25 y 100% ),
una segunde serie inoculeda y & 1la que se le did los mismos
tratamientss de nitrdgeno, los resultados indican que el
crecimiento de plantas no inoculadas depende directamente
del nitrdégeno que se le suministré. Obvservdndose que entre
los 62 y 69 dias despues de iniciar el experimento las plan
tag sin nitrégeno y no inoculadas mostraron un desarrollo
escaso y una apariencia clordtica en tanto que el crecimien
to de las plantas en los oiros tratamientios fué directamen
te proporcional sl nitrdgeno afiadido. Por otra parte en las
plantas inoculadas se observé que en los tratamientos sin
nitrégeno la actividad de la nitrogenass evaluada  por
reduccidén de acetileno se inicio entre los 44 y 77 dfas y
aumentd progresivamente hasta los 126 dlas. Respecto & los
tratarientos con nitrégeno se observd una actividad de
la nitrogenasa mayor y ésta fud detectada despuds de 1los
44 dfas observdndose una estimulecién por efecto de laes df
sis creclentes de nitrdgeno mineral cxcepto en el trate-

miento 100% en donde lg actividad fué nula.

Loe resultados demuestran que l& adicién de nitrégeno com-
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binade acelers el establecimiento de fijecidn de nitrdgeno

en la simbiosis Alnus~Frankia.

Una conclusidén mds de este estudio corresponde & que las
cepas de Frankig sp (~) son méds eficlientes que las cepas
ap (+) 1o que confirma los resulindos expuestos por otros
autores, (Rormepd y Lelonde, 1982; Sellstedt y colaborado-
res, 1986; Vendenbosch y Torrey, 1984; Vandenbosch y Torrey
1985). ( 6, 9, 34 )
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HESUNEN

Ls fijacidn violdgica del nitrdgeno llevade a cabo por mi-
croorganismos colonizadores de la Rizosfera es importante
por contribuir a enrigquecer el suelo de compuestos nitro-
genados indispensablea vpara las plantas, los cusles los
necesitan para su crecimientc. Bstos microorgmnismos pueden
ser de vide libre o encontrsrse asociados simbidticamente
con plentes superioxres, de dstos 1los mds importentes son
los segundos por contribulr con mayor cantidad de ni-

trdégeno al suelo.

Bl microorgenismo Prankis es uns bacterie filamentosse del
suelo que penetra, infeeta y nodula plantas arbdreas no
leguminosas conocidas com actinorrfeicas ( actine, por
actinomycetos y rhizoe, rafz), estas plentes son imporian-
tes por tener miltiples ueos, tales como combustible de

madera, madera de construccidn, ademds de que algunas de

ellas son fruteles y oiras son usadas como medicinales.

Este trabzjo es una recopilacidn bibliogrdfice de 1986 a
1989 sobre le asocimcidn de Frankis con las plantes acti-

norrfcices sbarcando los aspectos morfoldgicos del micro-
organismo, el proceso de infeccidn y metodologifa para lle-

var a cabu su eislemiento.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

l,- La informacidn consultada confirms la importancis

del estudio y aplicacidn de esta simbidais, la que repercu
te en la incorporacién de nitrdgenc atmosférico a formas
asimllables y especialemente por la amplia diastribucidn
climdtica de loa vegetales actinorrfcicos y debido a que

tienen la capacidad de prosperar en condiciones adversas,

2.~ Se requiere de mayor investigacidn sobre 4sta asocia-~
eidén para esteblecer &1 o los mecanismos de reconocimiento
o infeccidn, asf como de las condicicnes en que se lleva A

' cabo el proceso de fijacidn de nitrdgeno.

3,- Bl uso de inoculantes con Prankias ofrece una aliernati
va & mediano y largo plazo para recuperar suelos degradados.
Para ello e? necesario aclarar aspectos referentes a especi
ficidad de los simbiontes asi como de las condiciones que

limitan o favorecen el esteblecimiento de la simbidsis.

4,~ Néxico cuenta con una gran veriedad de climas y suelos,
pero existe poca informecién sobre la distribucidn de plan

tas actinorrfcicas, las que probeblemente existen en sbun-

dancie.

5.,- Con basa ¢n 1o anterior y de que en la Repiblica Kexica
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na 8e reporte le pérdida y degredacidn de grandes superfi~
cies de suelo, es recomendable hacer un inventario de 1la
distribucidn de vegstales actinorrfeicos, investigar si
datos presentan nodulacidn y aplicar loe resultados de

otroa puises pera efectuar el aislamiento e inoculecidn

con cepas nativas & fin de fortalecer el potenciml natural
que ofrecen estoa vegetales en el mantenimiento da la fer~

tilidad y recuperacidn de suelos.
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