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RESUMEN

Las raices de Morella pubescens H. & B. ex Willdenow, se encuentran en
simbiosis con el actinomiceto del genero Frankia, conocido como actino-
rriza. La simbiosis le permite a la planta fijar dinitrogeno y al actinomiceto
adaquirir fuentes de carbono. Se conocen aproximadamente 270 especies de
plantas que presentan este mismo tipo de simbiosis. Este frabajo tiene como
objetivo caracterizar las estructuras y proceso infectivo en la asociacion
simbidtica de Frankia sp en las raices de Morella pubescens. Los nodulos
se colectaron se describieron en su morfologia externa y se procesaron
para Microscopia optica de alta resolucion, Electronica de Transmision y
tinciones de histoquimica. Los resultados mostraron un patron de infec-
cion muy organizado y las estructuras tipicas de la invasion por parte de
Frankia sp en el tejido radicular de la planta observandose claramente la
ultraestructura de las hifas y vesiculas fijadoras de nitrégeno.

ABSTRACT

Morella pubescens H. y B. ex Willdenow is a plant that carries out a Ssym-
biosis with an actinomicet of the species Frankia over the radical tissue of
certain plants, which makes it known as actinorrize, of which 270 species
are found and by which dinitrogen, contained in an unavailable form in the
atmosphere can be fixed symbiotically to organic nitrogen: nitrates and
ammonia. The work has as its objective to characterize the structures and

Recibido para evaluacion: Abril 7 de 2008. Aprobado para publicacion: Julio 10 de 2008

1 Universidad del Cauca — Unidad de Microscopia Electronica.
2 Universidad del Cauca — Bi6logo Programa de Biologia.

Correspondencia: Andrés Torres. E-mail: gator@unicauca.edu.co/



22

Facultad de Ciencias Agropecuarias
Vol 6 No.2 Diciembre 2008

infective process in the symbiotic association of Frankia sp in the roots of Morella pubescens. The nodes were
collected, their external morphology was described and they were processed for high resolution optic Microscopy,
Electronic Transmission and tinctures of histo-chemistry. The results showed a very organized infection pattern and
structures typical of invasion by Frankia sp in the radical tissue of the plant, clearly observed in the ultra structure

of the hiphas and fixed vesiculars of nitrogen.

INTRODUCCION

Morella pubescens H. & B. ex Willdenow (Myricaceae)
es una planta que realiza una relacion de simbiosis
con un actinomiceto del género Frankia sobre el tejido
radicular de algunas plantas, por lo cual se conocen
como actinorriza [1] y entre las que se encuentran
270 especies [2] pertenecientes a 25 géneros [3] y 8
familias [4], a través de esta asociacion pueden fijar
simbidticamente el dinitrogeno, contenido en la atmos-
fera de una forma no disponible, a nitrdgeno organico:
nitratos y amonio [5].

Una parte del nitrogeno es utilizado para el metabolismo
de la planta, la cual le da a la bacteria una fuente de
carbono [6] [7], y el excedente es agregado al suelo
para ser utilizado por otros organismos, principalmente
plantas y bacterias [8].

Frankia es un género de bacterias grampositivas filamento-
sas que utilizan nitrogeno atmosférico para crecer. En medio
de cultivo estas bacterias se caracterizan por desarrollar
estructuras como hifas, vesiculas y esporangios, sin em-
bargo, cuando forma asociaciones no siempre desarrolla
esporangios y vesiculas, depende de la planta hospedera, en
esta investigacion se muestra las estructuras mas evidentes
y tipicas de esas asociaciones.

En Colombia Morella pubescens es conocida con el
nombre de “laurel de cera” u “Olivo de cera”, en razon
a que sus frutos producen una gran cantidad de cera
[9]. Esta planta vinculada a la familia Myricaceae [10],
promisoria para la recuperacion de suelos degradados
y cuencas hidrograficas [11] [12]; es utilizada para
mejorar el campo de pastoreo [11] y como fuente de
obtencion de cera [13].

Los arboles y arbustos fijadores de nitrogeno pueden
asociarse con cultivos agricolas, también como bancos
forrajeros y como cercas vivas.

El Laurel de Cera tiene gran variedad de productos y
usos como: obtencion de cera, lefia, carbon, made-

ra, productos medicina-les e industriales, sombra,
division de lotes y demarcacion de linderos, barreras
rompevientos, control de erosion, refugio de avifauna
silvestre, reciclaje de nutrimentos [14]. Por otra parte
esta especie incrementa el nivel de nitrogeno al suelo
a través de materia organica suministrada por hojas,
flores y raices muertas.

A pesar de la importancia ecoldgica que tiene para el
suelo esta especie no se ha realizado un estudio ma-
croscopico (nodulos), histologico y ultraestructural de
la simbiosis y sus células infectadas. Este trabajo tiene
como objetivo caracterizar las estructuras y proceso
infectivo en la asociacion simbidtica de Frankia sp en
las raices de Morella pubescens

METODOLOGIA

Se tomaron 10 plantas adultas de las cuales se selec-
cionaron igual nimero de nodulos, estas se colectaron
en la vereda La Esperanza (2200 m.s.n.m), municipio
de Sotara y kilémetro 3 via Popayan Coconuco.

Los muestras transportadas al laboratorio debidamente
refrigeradas, fueron sometidas a un proceso de limpieza
para registro fotografico y medicion de nodulos, se
seleccionaron tres de estos al azar por cada planta los
cuales se fijaron en glutaraldehido al 2% en buffer de
fosfato (BP) 0.2M pH 7.4. y conservadas a 4°C hasta
Su procesamiento.

Microscopia Optica de Alta Resolucion (MOAR)

Las muestras, fijadas con glutaraldehido, fueron lavadas
en BP 0.2M pH 7.4 y posfijadas en 0s03 2% en BP
0.2M pH 7.4, deshidratadas en alcoholes ascendentes
y acetona, infiltradas en resina spurr, y finalmente orien-
tadas en moldes de inclusion [15], para las obtencion
de cortes de espesor de 1 a 5 um en ultramicrétomo
Leica Ultracut. Los tejidos tenidos con azul de toluidina
fueron observados en microscopio de alta resolucion
Microphot Nikon.
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Histoquimica

Las muestras fijadas con glutaraldehido y cacodilato de
sodio 0.2M pH 7.2 fueron deshidratadas en alcoholes
ascendentes, posteriormente se infiltraron en Xilolpa-
rafina y posteriormente se orientaron en moldes con
parafina 52° C. El material se cort6 en Microtomo a un
espesor de 6 a 7um, se tifieron con azul mercdrico de
bromofenol (AMB), verde rapido — safranina (VR-S),
y Lugol, previamente desparafinados con xilol. La pre-
paracion de los reactivos se hizo de acuerdo a Jensen
(1962)[16]. El tejido fue observado en microscopio de
campo claro Nikon Microphot.

Las muestras para MOAR e histoquimica se procesa-
ron en el Sistema de Andlisis de Imagenes Leica Qwin
550

Microscopia Electronica de Transmision (MET)

A partir de los bloques procesados para MOAR se ob-
tuvieron cortes de 60 a 90nm los cuales se recogieron
enrejillas y se tineron con acetato de uranilo y citrato de
plomo para su observacion al Microscopio Electronico
de Transmision Jeol 1200 EX

RESULTADOS
Morfologia Externa

Los nodulos de Morella se encontraron en suelos are-
nosos y con poca materia organica. Estos se originan
via infeccion pelo radicular de un punto de infeccion
para formar uno, o varios primordios lobulares que
crecen por expansion de la punta distal del I6bulo y
se ramifican por la division del meristemo, presentan
raicillas nodulares son perennes y sus nodulos no se
compactan entre ellos. Presentan una coloracion café y
un tamano intermedio de 2 a 3 cm2, con una extension
lobular de 0.3 cm2, (Figura 1).

Microscdpica Optica de Alta Resolucion

Para los andlisis de MOAR se tomaron diferentes
bloques observandose caracteristicas histoldgicas asi
como el patron de infeccion sin diferencias significati-
vas entre estos. La bacteria Frankia sp se distribuye en
la parte media del cortex formando un anillo entre el
cilindro central y 1a epidermis. En la figura 2 se puede

observar claramente el cilindro central con floemay un
xilema de paredes celulares engrosadas, el endodermo
caracterizado por el engrosamiento de la pared celulary
su notable tincién. Se hace muy evidente la presencia de
células corticales infectadas y 1as no infectadas, deter-
minandose un patron de infeccion muy organizado.

Figura 1. Nodulos radiculares de Morella pubescens. Se muestra los
nodulos (No) con los lébulos (Lo) y la raiz nodular (RN).

Figura 2. A) Corte longitudinal de un nodulo de M. pubescens. Se ob-
servan la infeccion por todo el borde del nédulo y claramente definida
dos estratos celulares de células infectadas CCl y no infectadas CCN;
EP: epidermis; Ed: endodermis; CiC: Cilindro Central;L: Lobulo; Me:
Meristemo.
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Figuras 2 B) Corte transversal de un I6bulo, los puntos muestran la
distribucion de las células corticales infectadas CCl, corteza radicular
CR; cilindro central GiC. Aumento 4X C) Detalle del cortex radicular y la
epidermis CR corteza radicular Ep epidermis Pd peridermis; Ri Rizosfera
Fr. Frankia. D) Detalle de la infeccion celular se observa las hifas en el
interior HI: hifas, PC: pared celular, Ve: Vesiculas, AM: Amiloplastos.
Fotomicrografias de MAOR . Tincion azul de toluidina.

Pruebas de Histoquimica

La prueba de Azul Mercarico de Bromofenol muestra
la alta actividad de division celular y metabolica evi-
denciada por la tincion de las proteinas, Figura 3A).
Los mismos resultados se observaron con la prueba
con Verde Rapido — Safranina la cual evidencio el alto
contenido de material de replicacion caracteristico de
la alta actividad de division celular. La tincién con lugol
mostro el alto contenido de amiloplastos en las células
del parénquima alrededor del anillo de infeccion, esto
se debe a los altos requerimientos de carbdn por parte
de la bacteria (Figura 3B)

Microscopia Electronica de Transmision

Las observaciones muestran las estructuras del proceso
infectivo de Frankia como hifas y vesiculas, caracteris-
ticas en la simbiosis del género Morella. La figura 4A)
muestra diferentes tipos de vesiculas entre estas las
maduras que Se caracterizan por la septacion interna.
Igual-mente se hace muy evidente una gran cantidad de
vesiculas maduras con espacios vacios que indican, la
efectividad de la fijacion de nitrgeno y el aislamiento
de la vesicula para proteger la nitrogenasa del oxigeno,
Figura 4B). La figura 4C) muestra la forma de infeccion
intracelular de una hifa invasiva septada la cual rompe
la pared celular de las células de la planta.

Figura 3. Pruebas histoquimicas de azul mercurico de bromofenol del
|6bulo de nédulo de M. pubescens A) se observa el alto contenido de
proteinas (color Azul) en células corticales infectadas CCI contrariamente
ausencia del colorante en las no infectadas CCN.
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Figura 3 B) prueba histoquimica de Lugol se aprecia la gran cantidad Figura 4. Fotomicrografias Electronicas de células corticales de Morella
de amilo-plastos, Am, color marrén alrededor de las células infectadas. pubescens H. & B. ex Willdenow, infectadas por el actinomiceto Frankia
Ep: epidermis; Pd: peri-dermis; Ri: rizosfera. . A. Presencia de Vesiculas (VE), Hifa Invasiva (HI), Hifa Vegetativa (HV)

y Pared Celular del Hospedero (PC).

Figura 4 B. Célula Cortical infectada que presenta vesiculas maduras. Figura 4 C. Célula Cortical infectada. Se observa una hifa invasiva (HI)
Se observa la Membrana Vesicular Externa (MEV), Membrana Vesicular que atraviesa la pared celular del hospedero (PCH).

Interna (MIV), Espacio de Aire (EA), Citoplasma de la célula Cortical

Infectada (CCC) y Vesiculas (VE).
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CONCLUSIONES

Los nodulos de la simbiosis Frankia — Morella pubes-
cens presentan el patron de desarrollo y crecimiento
de los nodulos tipo Morella caracterizado por un tipo
de infeccion via pelo radicular a partir de un punto que
origina uno o mas primordios lobulares que crecen por
expansion de la punta distal del I6bulo y se ramifica
por la division del meristemo con raicillas nodulares
perennes y nodulos no compactados

La zona de infeccion de Frankia en los lobulos nodulares
de Morella pubescens tiene la forma de un anillo que se
encuentra en la zona media del cortex entre el cilindro
central y la epidermis ya que estas células corticales
son excretoras con alto contenido de reticulo endoplas-
matico, aparato de golgi y ribosomas, lo que le asegura
a la bacteria los altos requerimientos proteinicos para
la formacion de sus estructuras.

En las células corticales de los I6bulos nodulares de
Morella pubescens, Frankia desarrolla sus estructuras
caracteristicas: hifas y vesiculas fijadoras de nitro-
geno, sin observarse los esporangios posiblemente
debido a que la bacteria no se encontraba en etapa de
esporulacion.

Un gran numero de amiloplastos alrededor de la zona de
infeccion muestra los altos requerimientos de carbono
por parte de la bacteria.

La evidencia de material de replicacion y alto contenido
proteinico en la zona de infeccion muestra la alta activi-
dad de division celular y metabolica de la bacteria dentro
de las células corticales infectadas del hospedero.
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