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Asociación simbiótica entreAtriplex aff.
cordobensis Gand et Stukert (Cariofilales)
y Frankia sp. (Actinomycetales)

Caucas V.D. y Oliva L. del V.

RESUMEN

Entre los microorganismos diazótrofos simbiontes en plantas no-leguminosas se ci-
ta el género Frankia (Actinomycetales).
A. aff. cordobensis (Cariofilales) es un arbusto forrajero que habita suelos de eleva-
da alcalinidad (pH: 8,5-9).
En el presente trabajo se propuso probar la asociación simbiótica Atriplex-Frankia,
verificar la presencia de Actinomycetes en suelos áridos y lograr el aislamiento del
endófito en medio artificial QMOD.
La simbiosis Atriplex-Frankia fue demostrada, además las plantas que crecían en su
suelo natural nodularon regularmente ; esto demuestra que el género Frankia habita
los suelos estudiados de regiones áridas.
Las cepas aisladas crecieron en medio complejo QMOD y mostraron las caracterís-
ticas morfológicas típicas de Actinomycetes.

SUMMARY

Among the symbiont diazotroph microorganisms in non - leguminous plants, the ge-
nus Frankia (Actinomycetales) is mentioned.
A. aff. cordobensis (Cariofilales) is a forage shrub which grows in soils with high al-
kalinity (pH: 8,5-9).
In this paper we intend to prove the Atrip lex-Frankia symbiotic relationship , to verify
the presence of Actinomycetes in and soils and to isolate the endophyte in an artifi-
cial QMOD medium.
The Atriplex-Frankia symbiosis has been really proved . Besides , the plants growing
in their native soil modulated regularly . This fact shows that, undoubtly , the genus
Frankia inhabits the studied soils of and regions.
The strains isolated from A. aff. cordobensis grew in the complex OMOD medium and
showed the typical morphological characteristics of Actinomycetes.
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INTRODUCCION

La fijación biológica de nitrógeno es un proceso co-
nocidoen procariotes : algas verde-azules y bacterias.
Existen microorganismos fijadores de nitrógeno de vi-
da libre y otros asociados simbióticamente con plan-
tas Angiospermas (Lecheval ier 1986 ). Entre los micro-
organismos simbiontes se cita el género Frankia com-

prendido en el orden Actinomycetales , capaz de in-
fectar raíces de plantas no-leguminosas e inducir la
formación de nódulos, dentro de los cuales Frankia sp.
fija nitrógeno atmosférico (Vanderbosh , 1985; Bec-
king, 1970 ). Mediante la acción de la nitrogenasa el ni-
trógeno fijado es reducido a compuestos asimilables
por la planta hospedante. Dicha asociación es cono-
cida con el nombre de "actinorriza"(Lechevalier, 1986;
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Backer, 1987).
La formación de nódulos radicales depende de la

presencia de Frankia sp. en el suelo, así, plantas intro-
ducidas en regiones exóticas o plantines cultivados en
suelo estéril sólo nodulan si son inoculados con sus-
pensiones de nódulos macerados o con cultivos puros
de huéspedes apropiados (Zhongze, 1985).

En la actualidad se han citado como portadores de
nódulos radicales fijadores 24 géneros pertenecien-
tes a 8 familias de Angiospermas, todos ellos arbustos
leñosos y árboles (Baker, 1987).

El endófito fue reconocido como microorganismo
por Woronin(1866), aislado por primera vez desde AI-
nus glutinosa por Pommer (1959) y su capacidad de
infectar plantas hospedantes y fijar nitrógeno fue de-
mostrada por Callaham, et al. (1978).

El género Frankia desarrolla un micelio septado y
ramificado resultando posible diferenciar formas mor-
fológicamente distintas desde las pseudohifas: vesí-
culas asociadas con la fijación de nitrógeno (Bucha-
nan et al., 1974; Fontaine et al., 1984; Zhongze et al.,
1985; Parsons et al., 1985). En algunas cepas y en de-
terminadas épocas del año hacia fines del verano for-
man esporangios con función reproductiva (Quispel,
1974; Vanderbosh & Torrey, 1984, 1985).

La importancia ecológica del género Frankia radi-
ca en que es particularmente abundante en zonas ári-
das con clima seco y cálido y con elevada alcalinidad
(Alexander, 1980).

Atriplexaff. cordobensises un arbusto miembro de
la familia Chenopodiaceae comprendido en el orden
Cariofilales que habita suelos con escaso contenido
de nitrógeno asimilable y de elevada alcalinidad en zo-
nas áridas (Romero, 1981).

Teniendo en cuenta los antecedentes que se men-
cionan y careciendo de estudios que hayan demostra-
do la relación simbiótica entre el orden Actinomyceta-
les y algún representante de Cariofilales se plantearon
los siguientes objetivos : A) Verificar la existencia de la
simbiosis Atriplex-Frankia en relación ala posible fija-
ción de nitrógeno en zonas áridas; B) Caracterizar
morfológicamente cepas de Frankia sp. aisladas en
medio artificial provenientes de nódulos de A. aft cor-
dobensis•, C) Investigar la infectividad dei endófito so-
bre su hospedero natural.

MATERIALES Y METODOS

Características generales del lugar de
recolección:
Este trabajo se realizó con material proveniente de

una parcela del Establecimiento "El Desafío" ubicado
al oeste de la Sierra de Pocho en la provincia de
Córdoba. El ecosistema se ubica en la porción sureste
del "Gran Chaco", llamada Chaco seco, localizada
entre 28°-34° de latitud sury 60°-64° de longitud oeste,
con una extensión comprendida entre6y8 millones de
hectáreas.

El clima se caracteriza por altas temperaturas en
verano e inviernos moderados, con precipitaciones
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concentradas en verano cuyas medias anuales están
cerca de los 500 mm en el borde este, descendiendo
a 300 mm hacia el oeste (Pizarro, et al., 1986).

La vegetación es predominantemente xerofitica,
con escasa densidad, compuesta mayormente por
Aspidosperma quebracho blanco, Prosopis sp. y un
estrato arbustivo representado principalmente por La-
rrea cuneifolia, A. aft cordobensis yAllenrolfia sp.

Los análisis de suelo realizados dieron valores de
pH 8,5 y 9 con presencia de carbonatos.

Material Biológico:
Se recolectaron plantas de A. aft cordobensis fru-

tos maduros y suelo de la zona próxima a sus raíces.
Las plantas fueron analizadas macro y microscópi-

camente para observar la existencia de nódulos en
sus raíces. Una vez extraídas las semillas se sembra-
ron en recipientes plásticos con suelo de lazona de es-
tudio para lograr el aislamiento biológico del endófito.
Los plantines fueron mantenidos a temperatura am-
biente, con luz natural y regados periódicamente (ca-
da 4 días) con agua destilada. A los 6 meses fueron
analizados para observar la presencia de nódulos ra-
dicales.

Los nódulos obtenidos fueron fijados en solución
de Carnoy durante 24 hs. a temperatura ambiente;
deshidratados por pasajes sucesivos en solución de
alcohol de diferentes graduaciones durante intervalos
de 2 hs. coloreados por la técnica de triple tinción pro-
puesta por Ambrogio (1976); incluidos en parafina y
cortados con micrótomo para ser observados micros-
cópicamente.

Aislamiento y cultivo de cepas de Frankla.
Los nódulos extraídos de los plantines de A. aff:

cordobensis que crecían sobre suelo del Estableci-
miento 'El Desafio" fueron desinfectados superficial-
mente con una solución de bicloruro de mercurio. Pos-
teriormente se lavaron en agua estéril y se cortaron en
pequeñas secciones las que fueron sembradasen ca-
jas de Petri sobre medio complejo QMOD agarizado
(Lalonde & Calvert, 1979).

Los cultivos fueron mantenidos a 28°C. durante 4
semanas.

Ensayos de Infección de plantas:
Paraotener los plantines, se sembraron semillas de

A. aff. cordobensisen tubos con drenaje conteniendo
vermiculita estéril. Los mismos fueron regados perió-
dicamente con una solución libre de nitrógeno pro-
puesta por Mc Knight (1949). Todos los tubos fueron
mantenidos a temperatura ambiente y con luz natural.

Las pruebas de infección se llevaron a cabo cuan-
do los plantines alcanzaron 4 semanas de desarrollo.
En todos los casos los ensayos se repitieron en 3 opor-
tunidades.

Para obtener el inóculo, las colonias de Frankia sp.
provenientes de A. aff. cordobensisque crecían sobre
medio QMOD agarizado fueron transferidas a tubos
con medio OMOD liquido (Lalonde & Calvert, 1979) e
incubadas 30 días a28° C (Gauthier, eta/., 1984). Ade-
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más se usó como inóculo maceradas de nódulos en
agua estéril ; Rodriguez-Barrueco etal. (1982 ). Ento-
dos los casos tubos sin inocular fueron mantenidos co-
mo testigos.

La presencia de Frankia sp. en el inóculo fue deter-
minada por las características de crecimiento que ad-
quirieron las colonias y que según Schlegel (1979) en
medio líquido tienen aspecto de racimos blanco algo-
donosos de 1 mm. de diámetro aproximadamente y
no alteran el medio de cultivo durante su desarrollo.
Bajo microscopio fotónico se observaron pseudohi-
fas, vesículas y esporangios dei género Frankia.

Como prueba complementaria para demostrar la
supervivencia del endófito en forma libre, se sembra-
ron semillas de A. aff. cordobensis sobre lavermiculi-
ta de los tubos donde se desarrolló el ensayo anterior.
A los 2 meses se observaron sus raíces bajo microsco-
pio estereoscópico para constatar la presencia de nó-
dulos radicales. Fig. 2: Sección transversal de raicillas noduladas de A. aff.

cordobensis mostrando células infectadas conteniendo es-
porangios (Sp) del género Frankia. Escala : 10 micras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobre plantas de A. aff. cordobensis que crecían en
su suelo natural fue posible observar bajo microscopio
estereoscópico gran número de "raíces laterales" de
crecimiento vertical y con geotropismo negativo de 2
a 5 milímetros de longitud aproximadamente, atribui-
bles a nódulos conteniendo Actinomycetes.

En la totalidad de los plantines, que crecían sobre
suelo extraído de regiones donde el género crece es-
pontáneamente, también se encontraron raicillas con
caracterisiticas similares (Fig. 1).

La observación microscópica de cortes de dichos
"nódulos" mostró el desarrollo de esporangios madu-
ros de 16 a 24 micras de longitud y 4 micras de diá-
metro, lo que permitió confirmar la presencia de Acti-
nomycetes simbiontes(Fig. 2). (Vanderbosh & Torrey,
1984) mencionaron en su trabajo que las pseudohifas
invasivas y vesículas del género Frankia desaparecen
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Fig. 1: Raíces noduladas de plantines de Atriplex aff. cordo-
bensis con 6 semanas de crecimiento.

durante la diferenciación de los esporangios. Dado
esta característica, las estructuras mencionadas no
han sido observadas en los cortes de nódulos realiza-
dos.

Los aislamientos de Frankia sp. a partir de porcio-
nes de nódulos de A. aft cordobensis muestran a la
tercera semana de siembra sobre medio OMOD aga-
rizado, el desarrollo de colonias pigmentadas (ana-
ranjadas) de consistencia firme e incrustadas en el
medio de cultivo. Las características observadas son
citadas por Schlegel (1979) como propias de colonias
de Actinomycetes.

La cepa obtenida constituye el primer aislamiento
en medio artificial de microorganismos provenientes
de nódulos de A. aft cordobensis.

Bajo microscopio fotónico las cepas aisladas exhi-
bieron pseudohifas septadas de aproximadamente 1
micra de diámetro, vesículas refringentes de 3 a 3,5
micras de diámetro y esporangios en distinto estado
de desarrollo de 12 a 16 micras de longitud. Según
Gauthier, etal. (1984) esto permitiría incluirla dentro de
una categoría capaz de producir vesículas en medio
conteniendo compuestos nitrogenados (extracto de
levadura y bacto-peptona) sin fijar nitrógeno necesa-
riamente (Fig. 3).

Las pseudohifas responden a la coloración Gram
positivo.

Todo lo expuesto anteriormente permite, en base a
criterios morfológicos, demostrar que el microorganis-
mo hallado en nódulos de A. aff. cordobensis y aisla-
do en medio artificial corresponde a Actinomycetes
del género Frankia.

Los ensayos de infectividad dieron los siguientes
resultados:

1 - En la totalidad de los plantines inoculados con
cultivos puros de Frankia sp. aislados de A. aff. cordo-
bensis se observaron nódulos radicales conteniendo
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CONCLUSIONES

Fig. 3: Cultivo puro de cepas de Frankia sp . aisladas desde
A. aft cordobensis creciendo sobre medio artificial QMOD.
Se observan pseudohifas (ps), vesículas (V), vesículas da-
ñadas (vd) y esporangios jóvenes (sp). Escala 10 micras.

Actinomycetes.
2 - Los plantines inoculados con macerado, nodu-

laron en el 100% de los casos.
La observación microscópica de los nódulos aisla-

dos mostró las mismas características morfológicas
de Actinomycetes presentes en los nódulos originales
(pseudohifas, vesículas y esporangios).

En ambos ensayos fue posible aislar el género
Frankia sobre medio QMOD sólido.

Los testigos sin inocular murieron al pocotiempo de
germinar, ésto demostraría que la supervivencia de
los plantines inoculados se debe al aporte de nitróge-
no derivado de la fijación biológica del microorganis-
mo y la relación de dependencia por parte de la plan-
ta hospedante.

Zhonge et al. (1985) citan en su trabajo que entre
las plantas con actinorrizas existen dos tipos de nódu-
los morfológicamente distintos. Ambos se originan en
raíces laterales modificadas por la presencia de Acti-
nomycetes. En nódulos "tipo-Alnus" se reduce la acti-
vidad del meristema apical, aumentan las mitosis en el
sitio de infección y se produce un engrosamiento de
las raicillas laterales formando estructuras coraloides.
En nódulos `tipo Myrica", las raicillas infectadas se
elongan adquiriendo geotropismo negativo.

Según las observaciones realizadas en el presen-
te trabajo, los nódulos presentes en Atriplexaff. cordo-
bensis corresponden al "tipo Myrica".

Con respecto a los ensayos colaterales de supervi-
vencia de cepas, la totalidad de las plantas de A. aff.
cordobensis mostraron desarrollo de nódulos, por lo
que se infiere que el endófito puede permanecer en
forma libre, sin perder su capacidad infectiva, en so-
portes como la vermiculita.

Se verifica la existencia de una asociación simbió-
tica entre la especie Atriplex aff. cordobensis y Acti-
nomycetes del género Frankia.

Es posible el aislamiento en medio artificial de ce-
pas de Frankia sp. provenientes de nódulos de A. aff.
cordobensis.

Actinomycetes del género Frankia son infectivos
sobre su hospedante natural (A. aff. corddbensis).
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