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RESUMEN. El factor mayor limitante del desarrollo de los seres vi-
vos en el planeta es el nitrógeno. En algunos casos la adquisición de
nitrógeno se realiza de manera simbiótica; las bacterias que forman
parte de este tipo de asociaciones pertenecen a dos grupos filogenéti-
cos bien establecidos, los Rhizobia y las actinobacterias del género
Frankia. ¿Qué sabemos sobre Frankia, este actinomiceto que se aso-
cia con géneros de plantas pertenecientes a 8 diferentes familias botá-
nicas? ¿Por qué no hay especies en este género? La secuenciación del
16S rDNA y su contribución a la filogenia bacteriana, así como las
técnicas de huellas dactilares moleculares, han revolucionado nuestra
percepción en la filogenia y taxonomía de todos los organismos vi-
vos, incluyendo a Frankia. La taxonomía polifásica trata de integrar
los diferentes tipos de información, como son el fenotipo, genotipo y
la filogenia de los microorganismos. Esto constituye la taxonomía
bacteriana moderna de este actinomiceto, aunque sigue siendo difícil
hacer una clasificación definitiva de Frankia en especies. Sin embar-
go, este conocimiento revela mucho sobre la diversidad genética y
distribución de este actinomiceto fijador de nitrógeno.

Palabras clave: Frankia, fijación de nitrógeno, actinorriza, diver-
sidad, filogenia.

ABSTRACT. Nitrogen is the major factor limiting the growth of
the living beings in the earth. In several instances the supply of this
nutrient by plants is acquired by symbiosis. Symbiotic bacteria be-
long to 2 well established phylogenetic groups, the protobacteria
Rhizobia and the actinobacteria Frankia. What do we know about
Frankia the actinomycete associated to plants belonging to 8 differ-
ent botanic families? Why there are not yet species in the genus?
The 16S rDNA sequencing and the fingerprint techniques contribu-
tion to the bacterial phylogeny have dramatically changed our per-
ception on the phylogeny and the taxonomy of all the living beings
including Frankia. The polyphasic taxonomy intends to integrate
different types of information: phenotypic methods, genotypic
methods, and microbial phylogenies. These methods are used in the
modern bacterial taxonomy for Frankia, although it is still difficult
to formulate reliable and definitive classification of Frankia in spe-
cies. However, this information provides much light on the genetic
diversity and distribution of this nitrogen-fixing actinomycete.

Key words: Frankia, nitrogen fixation, actinorhiza, diversity, phy-
logeny.

REVIEW ARTICLE

I. INTRODUCCIÓN

El factor mayor limitante del desarrollo de los seres
vivos en la tierra es el nitrógeno. Por ello, la fijación
biológica de nitrógeno (FBN) aunada al abastecimiento
de energía proporcionada por la fotosíntesis, constituye
la base de la vida en nuestro planeta. El amonio, pro-
ducto de la FBN, provee el elemento básico de los dos
grupos más importantes de moléculas, los ácidos nu-
cleicos y las proteínas, es decir, forma parte de las bases
que constituyen los elementos esenciales del DNA y del
RNA, responsables de almacenar y transformar la infor-
mación genética.

La FBN es el proceso que realizan exclusivamente orga-
nismos procariontes pertenecientes a los dominios Bacteria
y Archea y juega un papel importante en la aportación de

nitrógeno a los ecosistemas. En algunos casos este proceso
se puede realizar de manera simbiótica, en asociaciones en
las que participan bacterias y plantas. En general, las bacte-
rias que forman parte de este tipo de asociaciones pertene-
cen a dos grupos filogenéticos bien establecidos, los Rhi-
zobia y las actinobacterias del género Frankia.

Pero, ¿qué sabemos sobre Frankia, este actinomiceto
que se asocia con géneros de plantas pertenecientes a 8
diferentes familias botánicas? ¿Cómo ha sido utilizado el
conocimiento actual y cuál ha sido su impacto en benefi-
cio de la humanidad? El mayor impacto debería ser a tra-
vés de una forestería y agroforestería sostenibles. Estas
familias, a diferencia de las plantas leguminosas que tie-
nen un origen tropical, tienen un origen templado. Los
países latinoamericanos, muchos tropicales por latitud,
tienen vastas regiones templadas de montaña con urgen-
te necesidad de recuperar la fertilidad de sus suelos y de
reforestar.

El reciente conocimiento de las secuencias del geno-
ma completo de tres cepas tipo de Frankia que forman
nódulos fijadores de nitrógeno en plantas de diferentes
familias botánicas han resaltado las fuerzas evolutivas
que han conformado la genética, no sólo de la simbiosis,
sino de la bacteria. Las secuencias han mostrado además,
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que estos genomas son dinámicos. En este marco genéti-
co, nosotros hemos revisado los datos de esta historia
porque estos datos han conducido a establecer su diver-
sidad y filogenia. Una revisión exhaustiva sobre la taxo-
nomía polifásica de este organismo es la de Hahn (2008);
aquí se han tomado en cuenta los genes estructurales de
la nitrogenasa, los genes de asimilación del producto fi-
jado, los genes que participan en el reciclaje del hidróge-
no, los genes llamados “housekeeping”, los plásmidos y
los elementos móviles.

II. LAS PLANTAS ACTINORRÍZICAS

Frankia establece simbiosis en las raíces de 25 géneros
de plantas distribuidos en 8 familias que son llamadas co-
lectivamente plantas actinorrízicas (PA) y que habitan en
muy variados ecosistemas (Huss-Danell 1997, Valdés
2008). La asociación se llama Simbiosis Actinorrízica.

El establecimiento de esta simbiosis se consuma con
la generación de estructuras coraloides en las raíces de
las PA llamados nódulos fijadores de nitrógeno. Esto
contribuye a que las PA sean capaces de crecer en suelos
de baja fertilidad, en ambientes extremos como arenas sa-
linas, áreas semiáridas y ambientes polares. Además, las
PA crecen en suelos deficientes en nitrógeno y posterior-
mente establecen la sucesión ecológica. Estas propieda-
des hacen de las PA unos excelentes prospectos en los
procesos de reforestación y también para ser empleadas
como plantas pioneras en la restauración de suelos pertur-
bados (Diem y Dommergues 1990, Schwenke y Carú
2001, Benson et al., 2004).

Otro aspecto que resalta la importancia ecológica de
las PA es que la tasa de fijación de nitrógeno es igual o
más alta que en las leguminosas (Torrey 1978, Dommer-
gues 1997, Busse 2000). Se ha reportado por ejemplo que
las tasas de acumulación de nitrógeno en plantaciones de
Alnus van de 60 a 320 kg/ha/año (Paschke et al., 1989).

Las PA son árboles y arbustos perennes, con la única
excepción del género Datisca que es herbácea, son de
distribución mundial y predominantes en ambientes tem-
plados (Tjepkema y Torrey 1979, Huss-Danell 1997). La
presencia de estas plantas en los trópicos es rara, sólo el
árbol Casuarina crece en subtrópicos y trópicos (Diem y
Dommergues 1990). Los géneros Alnus, Casuarina y
Elaeagnus son los que se encuentran distribuidos más
ampliamente, ya que han sido empleados exhaustiva-
mente en procesos de reforestación (Dommergues y Sub-
ba Rao 2000).

El hecho de que sean perennes influye de manera con-
siderable en su potencial ecológico, ya que constantemen-
te están aportando nitrógeno al suelo y a las plantas veci-
nas, ya sea a través de la red micorrízica (pues las PA

forman ectomicorriza y/o micorriza arbuscular) o por la
descomposición de las hojas que liberan nitrógeno y que
forman parte de la materia orgánica en descomposición
(Dawson 1990, Huss-Danell 1997, Wall 2000). Algunos
estudios han demostrado que esta materia orgánica reper-
cute directamente sobre las poblaciones bacterianas de
Frankia en aspectos como supervivencia y capacidad de
nodulación (Sayed 2003, Nikel et al., 2001).

Algunas plantas actinorrízicas se consideran promis-
cuas porque pueden formar asociaciones fijadoras de nitró-
geno con cepas de otras plantas hospederas; éste es el caso
del género Myrica, de la familia Myricaceae, familia botá-
nica más antigua en la simbiosis fijadora de nitrógeno. La
reevaluación actual de la especificidad hospedero-sim-
bionte, estudiada a través de la secuenciación del ITS del
18S-28S rDNA y del gen rbcL, ha mostrado que filogenéti-
camente las Myricaceas han divergido en dos grupos de
diferente especificidad (Huguet et al., 2005).

Aunque considerado como un grupo de plantas taxo-
nómicamente diverso, los estudios moleculares indican
que las plantas actinorrízicas se encuentran más relacio-
nadas que como se pensaba (Swensen et al., 1994, Magia
y Bousquet 1994, Roy y Bousquet 1996). De acuerdo
con la filogenia construida con base en la secuencia del
gen rbcL, las plantas actinorrízicas forman una agrupa-
ción coherente en el Grupo Eurosid I (Magia y Bousquet
1994, Soltis et al., 1995) junto con las leguminosas. La
filogenia delineada con este gen sugiere que ambos gru-
pos de plantas poseen un ancestro común (Soltis et al.,
1995). Swensen (1996) y posteriormente Jeong et al.,
(1999) con evidencias filogenéticas mostraron que la ca-
pacidad de establecer una simbiosis fijadora de nitróge-
no ha tenido al menos 4 orígenes en linajes diferentes de
angiospermas. Además esta filogenia sugiere múltiples
orígenes evolutivos de la simbiosis actinorrízica y que
dentro del grupo de las PA ha habido procesos de ganan-
cia y pérdida de la capacidad de establecer simbiosis
(Swensen y Benson 2008).

En cuanto a estudios de la interacción planta-micro-
simbionte, Bagnarol et al. (2007) analizaron por electro-
foresis de dos dimensiones con identificación por MAL-
DI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization/time
of flight fingerprinting) el efecto de extractos radicales
de Myrica sobre el proteoma de Frankia; el patrón glo-
bal de proteínas se vio alterado por los extractos de la
planta. Cincuenta proteínas fueron identificadas en la
base de datos de la secuencia de los genomas de las ce-
pas AcN14a y EaN1pec. La respuesta más evidente fue en
la regulación de proteínas de estrés oxidativo, lo que su-
giere una reorganización del metabolismo de la bacteria
para protegerse contra las sustancias de respuesta de de-
fensa de la planta.
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III. FRANKIA

El microbiólogo suizo J. Brunchorst acuñó en 1887 el
nombre de Frankia en honor a su maestro A. B. Frank. El
género Frankia está compuesto por actinomicetos de cre-
cimiento lento, heterotróficos, Gram positivos, con un alto
porcentaje de G + C (66-77%) y que a diferencia de Rhizo-
bium, fija nitrógeno tanto in vitro como en simbiosis
(Pawlowsky y Bisseling 1996).

Este actinomiceto, aislado en cultivo puro hace 30 años
por el grupo del Dr. Torrey (Callaham et al., 1978), pre-
senta tres estructuras morfológicas características, las hifas
ramificadas y septadas consideradas las células vegetati-
vas que posteriormente se diferenciarán en otras estructu-
ras especializadas: los esporangios multiloculares que al-
macenan esporas inmóviles, y las vesículas reductoras de
nitrógeno que, como su nombre lo dice, son la sede de la
nitrogenasa. Los diazótrofos aerobios como Frankia pade-
cen el llamado “dilema de fijación de N2 de O2”, pues la
nitrogenasa es muy sensible al O2 y sólo funciona en un
ambiente libre del mismo. Pues bien, en contraste con to-
dos los rhizobios, Frankia cuenta con su propio sistema
de protección contra el oxígeno, formando estas estructu-
ras especializadas llamadas vesículas que restringen el ac-
ceso del O2 al interior de las mismas.

La estructura de la pared celular de las vesículas consta
de láminas lipídicas que se acomodan en formas de capas
y que además contienen hopanoides en alta concentración
(Berry et al., 1991, 1993, Rosa Putra et al., 2001), esta es-
tructura evita la difusión del oxígeno hacia el interior, pro-
tegiendo así a la nitrogenasa (Tjepkema et al., 1981, Sil-
vester et al., 1988, Berry et al., 1993).

Las tres estructuras mencionadas se hacen presentes in
vitro (bajo ciertas condiciones), e in planta en la mayoría
de las simbiosis (Newcomb et al., 1979). La formación de
vesículas y esporangios se puede controlar in vitro, modi-
ficando ciertas condiciones de cultivo; las vesículas en
medio de cultivo sin fuente de N y los esporangios con
baja cantidad de P. Se ha demostrado que en simbiosis es
la planta quien determina la morfogénesis de las vesículas
(Torrey 1985). Este polimorfismo sugiere que existe un
fino proceso de regulación en la morfogénesis de la bacte-
ria y que está dirigido directamente por el ambiente en el
que se encuentra, es decir, este es un evento netamente
adaptativo.

La determinación de la secuenciación completa del
genoma de F. alni cepa ACN14a ha permitido caracteri-
zar su proteoma, en especial su compartimento extracelu-
lar. Alloisio et al. (2007) analizaron 126 proteínas por
electroforesis de dos dimensiones identificándolas por
MALDI-TOF, encontrando que la fracción extracelular
contiene algunas enzimas glicolíticas que carecen de se-

ñales de excreción, así como algunas proteínas abundan-
tes de resistencia a estrés. La expresión de algunas proteí-
nas involucradas en asimilación de N y del sistema de de-
fensa oxidativo se mostró afectada por la presencia o
ausencia de nitrógeno en el medio de cultivo.

1. DESIGNACIÓN DE CEPAS

En 1987 Baker intentó hacer la primera clasificación
subgenérica de las cepas de Frankia con base en su espec-
tro de infección de hospedero. Hizo ensayos de inocula-
ción cruzada de diversos hospederos con cepas aisladas de
PA diferentes, lo cual le permitió definir grupos de infec-
ción de hospedero (HSG por sus siglas en inglés). Poste-
riormente se ha probado que el grado de especificidad de
algunas cepas y el de ciertas plantas es variable; aun den-
tro de un mismo género de plantas existe esta variación en
el establecimiento de la simbiosis (Bosco et al., 1992).

Es importante señalar que la designación de especies
dentro del género Frankia ha sido un tema controversial.
Por diversas razones, hasta la fecha, no se ha podido desig-
nar especies a este género. En la práctica nos referimos to-
davía a la mayoría de los aislamientos de Frankia con
acrónimos basados tanto en la planta de origen o por los
números de identificación de la cepa que usa un sistema
de código creado en 1983 (Lechevalier 1983).

Debido a la relación intrínseca que existe entre las ce-
pas y las plantas hospederas, la designación inicial consis-
tió en nombrarlas de una manera tal que se hiciera referen-
cia a la planta de la que fueron aisladas, colocando la
primera letra del género seguida por la primera letra de la
especie, agregando además un código numérico determi-
nado por el autor. Por ejemplo, una cepa que se aisló de
Alnus rubra se llamó ArI3 (Lalonde et al., 1988). Este sis-
tema de acrónimos se consideró confuso, sin embargo se
sigue empleando hasta la fecha.

Esta clasificación nominal de las cepas de Frankia se
ha utilizado para catalogarlas en las diferentes colecciones
internacionales de cepas tipo como la ARS-NRRL (Agri-
cultural Research Service-Northern Regional Research La-
boratory), cuya dirección electrónica es http://nrrl.ncaur.
usda.gov.

2. GENÉTICA DE FRANKIA

Frankia comparte características genéticas con otras
actinobacterias: elevado contenido de G+C (66-72%), así
como una gran versatilidad metabólica, notablemente de
actividades líticas (Girgis y Schwenke 1993).

Hasta la fecha no se ha podido establecer un sistema ho-
mólogo para la transformación genética y tampoco se han
obtenido vectores de clonación (Lavire y Cournoyer 2003,
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Normand et al., 2007b). Por lo tanto, los estudios se han
basado en el aislamiento particular de regiones génicas y
su posterior clonación y expresión en sistemas heterólo-
gos. Los primeros genes que se han elegido para ser carac-
terizados son aquellos que se encuentran implicados en
los procesos metabólicos más sobresalientes de esta bacte-
ria: los genes de la fijación de nitrógeno, los genes gln y
hup y los elementos móviles.

2.1 Genes implicados en la fijación de nitrógeno

Los productos de los genes nif están involucrados di-
rectamente en la reducción del nitrógeno atmosférico o di-
nitrógeno (N2) a amonio (NH4

+), es decir, en la expresión
del complejo nitrogenasa.

Como es bien conocido, la nitrogenasa es un complejo
enzimático de dos componentes semejante al de otros mi-
croorganismos diazótrofos. El primer componente es una
ferroproteína homodimérica (Fe) y el segundo es una mo-
libdoferroproteína (MoFe) heterotetramérica con estructu-
ra �2�2.

Aunque la nitrogenasa de los nódulos actinorrízicos no
se ha purificado, los estudios con homogeneizados de nó-
dulos y con extractos libres de células han mostrado que
esta nitrogenasa es semejante a la de los rhizobios (Ben-
son et al., 1980). Este complejo multimérico está codifica-
do por 3 genes, nifHDK. Empleando la secuencia de estos
genes como sondas, se detectaron señales positivas de hi-
bridación en el DNA total de Frankia CpI1 (Ruvkun y Au-
subel 1980).

Mientras que el gen nifH codifica la ferrroproteína tam-
bién conocida como dinitrógeno reductasa los genes nifD
y nifK codifican para las subunidades � y � de la molibdo-
ferroproteína, respectivamente (Normand y Bousquet
1989, Rees et al., 1998). Posteriormente se encontró esta
misma región en Frankia ArI3 y también se determinó que
la región homóloga para los genes nifH y D están en la
misma posición con respecto a nifK, determinando de esta
manera que estos genes se encuentran distribuidos de ma-
nera contigua y en la secuencia nifHDK (Normand et al.,
1992). La caracterización de estos genes en algunas cepas
se logró en 1987 (Ligon et al.,1987).

Dentro de los estudios de hibridaciones heterólogas hubo
algunos que permitieron identificar otros dos genes además
de los ya mencionados, nifA y nifB (Simonet et al., 1988).
Años después se registró la secuencia completa de los genes
estructurales de la nitrogenasa de las cepas ArI3 y EuIK1
(Normand et al., 1992, Nalin et al., 1995, Kim y An 1997).

La búsqueda de genes nif se ha continuado extensa-
mente en diferentes cepas de Frankia y se han obtenido
sus secuencias, tantas que en el año 2002 se reportó que el
40% de las secuencias de Frankia almacenadas en el Gen-

Bank corresponden a genes nif (Lavire y Cournoyer 2003).
En Frankia EuIK1 se han descrito al menos 14 genes

involucrados en la fijación de nitrógeno, 10 de ellos (nifV,
nifH, nifE, nifN, nifX, nifW, nifZ, nifB, nifU y nifS) partici-
pan en la síntesis del cofactor fierro-molibdeno y se en-
cuentran agrupados de manera canónica dentro del cluster
de genes nif (Jae y An 2003). La excepción a esta posición
se encuentra en Frankia EaN1pec en la cual el gen nifV se
encuentra lejos de su localización original (río arriba del
gen nifH) (Normand et al., 2007b). La función específica
de cada uno de estos genes es descrita de manera amplia
en la revisión de Lavire y Cournoyer (2003).

Los espacios intergénicos que separan los genes nif han
sido analizados por PCR-RFLP, el IGS nifD-K se ha estu-
diado preferentemente sobre el nifH-D debido a que es
más largo y más variable en secuencias (Normand et al.,
1992 Jamman et al., 1993). El análisis en esta región ha
permitido determinar la diversidad genética entre cepas
nodulantes de Elaeagnus sp. (Jamman et al., 1993) Alnus
sp. (Cournoyer y Normand 1994, Nalin et al., 1995 ) Ca-
suarina sp. (Rouvier et al.,1992 y 1996, Trujillo Cabrera
2007) y de Ceanothus sp. (Murry et al., 1997), así como
divergencias en las interacciones simbióticas de Casuari-
na con las cepas pertenecientes al mismo grupo genómico
(Nasr et al., 2007).

La regulación de los genes nif en los diferentes diazó-
trofos presenta variaciones en cuanto a los circuitos in-
volucrados en la activación o represión de los genes. Sin
embargo existen elementos regulatorios como el activa-
dor transcripcional codificado por el gen nifA y el factor
sigma alternativo �54 que aparentemente se encuentran
conservados, al menos en las eubacterias diazotróficas.
En los diazótrofos el producto del gen nifA actúa como
un activador transcripcional de los demás genes nif, su
expresión es regulada por proteínas sensoras de oxígeno,
amonio y otros metabolitos y por la enzima represora
nifL, originalmente descrita en Klebsiella pneumoniae y
en Azotobacter (Dixon et al., 1998, Martínez-Argudo et
al., 2004).

En la cepa Frankia EuIK1 se describieron dos genes
nifA, el nifA1 y otro al que se le llamó nifA2. El primero
presenta un comportamiento clásico y se expresa de mane-
ra constitutiva en las células, el segundo presenta un com-
portamiento similar a nifH, es decir que sus niveles de ex-
presión varían con respecto al proceso de fijación de
nitrógeno (Lee et al., 2001).

Existen otros genes que se encuentran relacionados con
el proceso de fijación de nitrógeno, la mayoría de ellos
participan en la regulación de la actividad nitrogenasa,
los procesos de asimilación de nitrógeno y en la protec-
ción de la inactivación de esta enzima por efecto de com-
puestos como el hidrógeno y el amonio.
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2.2 Genes gln

El producto final de la reacción catalizada por la nitro-
genasa es el ion amonio. Este compuesto inhibe la síntesis
de novo de la nitrogenasa, por lo cual los organismos dia-
zótrofos poseen sistemas de asimilación que se encargan
de utilizar dicho compuesto de una manera casi inmediata
a su producción. Dentro de los procesos de asimilación
iniciales se encuentra el de la enzima glutamina sintetasa,
enzima codificada por los genes gln.

De manera semejante a otros microorganismos, Frankia
codifica para la síntesis de 2 glutamina sintetasas, los ge-
nes han sido designados glnI y glnII y sus productos GSI y
GSII respectivamente (Edmans et al., 1987). La GSI es una
enzima dodecamérica, regulada por la adenilación indivi-
dual de sus subunidades y es inhibida por retroalimenta-
ción negativa de metabolitos derivados de la glutamina
(Tsai y Benson 1989).

La GSII es un homooctámero que en Frankia es sinteti-
zado tanto en las hifas como en las vesículas. Esta enzima
es regulada por las concentraciones de nitrógeno en el me-
dio en el que se encuentra la bacteria, además muestra
ciertas semejanzas con las glutaminas sintetasas de otros
procariontes y con las que se encuentran presentes en los
organelos y citosol de algunas células eucariontes (Tsai y
Benson 1989). Lo anterior sugiere que el origen del gen
glnII fue un proceso de duplicación del gen glnI, anterior
a la divergencia de los linajes eubacteria y eukarya (Ku-
mada et al., 1993, Robertson y Tartar 2006).

Cornouyer y Lavire (1999) determinaron el grado de si-
milaridad de los genes glnI y glnII entre cepas pertenecien-
tes a diferentes especies genómicas, como son AcoN24d y
AcN14a; encontraron un porcentaje de similitud de 93% y
95% respectivamente, lo que puede conducir al empleo de
este gen para inferir relaciones filogenéticas entre diversas
cepas de Frankia.

2.3 Genes hup

El hidrógeno (H2) es un co-producto de la reacción de
reducción del nitrógeno por la nitrogenasa. Algunos dia-
zótrofos poseen un sistema de oxidación del H2 (actividad
hidrogenasa) que permite reciclar el hidrógeno liberado,
conduciendo a una conservación de energía que conduce a
un impacto positivo sobre la eficiencia del proceso de fija-
ción de nitrógeno.

Existe una amplia variedad de hidrogenasas, las cuales
participan en diversos procesos metabólicos. Aquellas que
participan específicamente en la asimilación y reciclaje
del hidrógeno son codificadas por los genes hup (de
hydrogen uptake). En Frankia las hidrogenasas están pre-
sentes tanto en hifas como en vesículas y su localización

es membranal (Sellstedt y Lindbland 1990). La hidrogena-
sa de asimilación de hidrógeno en Frankia posee en su si-
tio activo un cofactor de níquel-fierro y es un heterodíme-
ro compuesto por dos subunidades, una pequeña que es
codificada por el gen hupS y cuya función es la de transfe-
rir electrones a la subunidad mayor que es codificada por
el gen hupL (Mattson y Sellstedt 2000).

Recientemente se determinó que existen dos sintones
de estos genes, el primero contiene los genes hupS1,
hupL1 y el segundo a hupS2 y hupL2. Se sugirió además
que el origen del segundo sintón fue un evento de dupli-
cación génica del primero, teniendo fuertes implicaciones
evolutivas sobre el mecanismo de asimilación del hidró-
geno. Los genes hupS1 y hupL1 se sobreexpresan en con-
diciones de vida libre, mientras que se supone que los ge-
nes del segundo sintón están implicados en eventos
simbióticos, ya que se ha detectado un aumento conside-
rable en los transcritos de estos genes al estudiar sus nive-
les de expresión en nódulos radicales (Leul et al., 2007).

Las relaciones evolutivas y la diversidad de las cepas
de Frankia se han inferido con base en el estudio de los
genes involucrados en la fijación de nitrógeno. Los más
utilizados han sido el gene nifH (Valdés et al., 2005, Nor-
mand et al., 1992), el gen glnII (Clawson et al., 2004) y el
gen hup (Leal et al., 2007). Los resultados no han sido
muy diferentes a los obtenidos con las otras regiones ge-
néticas, es decir los agrupamientos obtenidos han sido
consistentes con los ya anteriormente reportados.

2.4 Plásmidos

Una de las primeras interrogantes que se ha planteado
sobre la genética de Frankia es la existencia de DNA extra-
cromosómico que estuviera localizado de manera episo-
mal. La búsqueda de plásmidos en Frankia tuvo al menos
dos finalidades, la localización de funciones metabólicas
importantes que no se encontraran codificadas en el cro-
mosoma y la utilización de plásmidos autóctonos como
vectores de clonación y expresión de transgenes.

Desde 1983 Normand et al. identificaron plásmidos en
4 cepas de distintos grupos de infección, el tamaño de es-
tos plásmidos es variable, de 7 a 32 kb. Se descartó la pre-
sencia de actividades esenciales para la nodulación y en
uno de ellos (el de 190 kb) se encontraron secuencias ho-
mólogas de los genes nif (Simonet et al., 1986). Previa-
mente los plásmidos de Frankia fueron clasificados con
base en sus perfiles de restricción y en su tamaño molecu-
lar (Simonet et al., 1985).

Para optimizar la construcción de vectores de clonación
plasmídicos, aunque sin éxito, se determinó la secuencia
completa de los plásmidos pFQ11 (Xu et al., 2002) y
pFQ12 (John et al., 2001). Por su parte, Lavire et al.
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(2001) desarrollaron un plásmido derivado de pFQ31, el
vector pFQ199, con el cual logran transformar células de
Escherichia coli, pero no fue posible hacerlo con el acti-
nomiceto Streptomyces lividans. Estos resultados sugieren
que existen otros factores desconocidos hasta el momento,
que evitan que dichos plásmidos puedan ser empleados
como vectores de clonación en Frankia.

2.5 Elementos móviles

Los elementos móviles como secuencias de inserción,
transposones y secuencias profágicas tienen un impacto
considerable sobre la dinámica de los genomas y sobre su
evolución (Kazazian 2004). Además, gracias a sus caracte-
rísticas estos elementos pueden ser empleados en la biolo-
gía molecular para generar mutaciones dirigidas, así como
la inserción de material genético específico.

Frankia ArI5 presenta una secuencia única de inserción
(IS) que incluye el gen de una transposasa, cuya función
no ha podido ser determinada; sin embargo se le otorgó
una función potencial como herramienta genética (John et
al., 2004).

Con el análisis de las secuencias del genoma de las tres
cepas tipo de Frankia, se demostró que este tipo de ele-
mentos móviles forman un porcentaje importante del total
de sus genes; en Frankia CcI3 un 3.4%, en Frankia
EaN1pec un 4.1% y en Frankia AcN14a un 0.6% (Nor-
mand et al., 2007b). En primera instancia estos valores re-
flejan el dinamismo y la plasticidad presentes en los geno-
mas de estas cepas.

IV. FILOGENIA Y DIVERSIDAD

Todas las cepas de Frankia están ahora clasificadas en
un linaje separado entre los actinomicetos Gram positivos
de alta proporción G+C con la siguiente posición en la je-
rarquía bacteriana (http://www.cme.msu.edu/Bergeys/
taxonomyinfo.htlm):

La definición taxonómica actual del género Frankia es
aquel grupo de actinobacterias fijadoras de nitrógeno (tan-
to en simbiosis como en vida libre) que además de presen-
tar las características morfológicas descritas anteriormente,
poseen una pared celular tipo III, un patrón de fosfolípi-
dos PI, lípidos hopanoides (bacteriohopanetetrol y bacte-
riohopanetetrol fenilacetato monoéster) en su pared celu-
lar, así como el azúcar 2-0-metil-D-manosa (Lechevalier
1994).

A partir de que se consiguió el aislamiento in vitro de
estas actinobacterias, se acordó que hasta ese momento era
imposible definir especies dentro del género y por consi-
guiente todas las cepas aisladas se considerarían miembros
de la misma especie, confiando en que posteriormente se

lograría definir la especiación dentro del género a través
del estudio de características ecológicas, fenotípicas y ge-
notípicas de cada cepa aislada (Lechevalier 1984, Baker
1987, Lalonde et al., 1988).

Se han realizado numerosos estudios de cepas hacien-
do un análisis de cada una de las características menciona-
das anteriormente. Sin embargo, aun con la conjunción
de los datos arrojados por los diferentes experimentos,
existen varios aspectos fenotípicos, genotípicos y ecoló-
gicos que no han permitido establecer una filogenia con-
creta y mucho menos la designación del nivel taxonómi-
co de especies.

En un principio, cuando aun no se conseguía el aisla-
miento de cepas de Frankia, se aplicó un protocolo de
inoculación cruzada de plantas, empleando como inóculo
un macerado de nódulos y de esta manera se definieron 6
especies del género Frankia (Becking 1970).

Baker (1987) empleando diferentes cepas en cultivo rea-
lizó ensayos de inoculación cruzada, con lo cual hizo una
reevaluación de los datos propuestos por Becking y a partir
de sus resultados describió 4 HSG que se sobreponen, con lo
cual se demostró que la clasificación propuesta anterior-
mente no era precisa. Si bien que existieron limitaciones en
este último estudio sumadas a la variabilidad presente en
los espectros de nodulación de ciertas PA, este parámetro
tiene un alto impacto sobre la caracterización de cepas de
Frankia.

Los análisis posteriores se enfocaron en los aspectos fe-
notípicos de Frankia. Con este tipo de análisis Lalonde et
al., (1988) definieron 2 especies, Frankia alni y F. elaeag-
ni, separando la primera en 2 subespecies. Los estudios
posteriores sobre DNA/DNA (Fernández et al., 1989) no
confirmaron el establecimiento de las especies propuestas.

Otros estudios se basaron en técnicas inmunológicas,
con lo cual se agruparon algunas cepas de Frankia en di-
ferentes serotipos (Baker et al., 1981, Lechavalier y Leche-
valier 1984). Así también se analizaron propiedades bio-
químicas como proteínas totales (Benson et al., 1984),
manosa (Mort et al.,), azúcares totales (St. Laurent et al.,
1987), actividades enzimáticas (Horrière 1984, Benoist y
Schwenke 1990), perfiles de ácidos grasos (Simon et
al.,1989, Mirza et al.,1992) así como proteasas (Girgis y
Schwenke 1993) e isoenzimas (Gardes et al., 1987).

A la par de los análisis anteriores se comenzó con los
análisis del genoma. Se empleó la técnica de hibridación
ADN-ADN, la cual se considera hasta el momento como el
mejor criterio para definir especies en procariontes (Stac-
kebrandt et al., 2002, Gevers et al., 2005). An et al.,
(1985) agruparon las cepas analizadas en dos genogrupos
y posteriormente Fernández et al., (1989), empleando un
número más extenso de cepas, lograron definir 9 especies
genómicas. Las diferentes genoespecies correlacionaron
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con los grupos de hospedero. Establecieron 3 especies ge-
nómicas dentro de las cepas compatibles con Alnus, 1 en
las cepas compatibles con Casuarina y 5 en las cepas com-
patibles con Elaeagnus, demostrando así que este último
es un grupo más heterogéneo y con mayor diversidad de
cepas. Análisis subsecuentes, empleando la misma técnica
sugirieron la inclusión de otras dos genoespecies, que in-
cluyen cepas compatibles con Alnus y Elaeagnus (Lumini
y Bosco 1996). Los datos obtenidos en otros estudios de
esta naturaleza (Akimov et al., 1991) no han podido ser
correlacionados debido a que se utilizaron otras cepas
para el análisis, más aún, debido a las limitaciones prácti-
cas de esta técnica, las cepas no cultivables no pudieron
ser incluidas en el esquema de análisis.

El advenimiento de técnicas moleculares como la PCR
y la secuenciación, así como la descripción de genes con
información filogenética y evolutiva contenida en ellos
ha permitido realizar estudios más profundos. El gen que
codifica la subunidad pequeña del ribosoma (16S rDNA)
ganó aceptación para ser empleado en estudios filogenéti-
cos, evolutivos y ecológicos, debido a sus propiedades de
reloj molecular y a que puede ser amplificado fácilmente
por una reacción de PCR empleando diferentes muestras
biológicas. En los primeros estudios de secuenciación de
este gen en Frankia se describió la presencia de regiones
hipervariables entre las diferentes cepas (Hahn et al.,1989,
Harry et al., 1991), lo que ha sido útil para identificar po-
blaciones de Frankia tanto en plantas como en suelo
(Hahn et al., 1999).

La secuencia del ITS 23S-16S ha sido útil para estu-
diar la diversidad genética de cepas de Frankia, sin em-
bargo los agrupamientos obtenidos por el análisis de
esta secuencia son muy semejantes a los obtenidos con
el IGS nifD-K. Los datos de algunos de estos estudios
pueden revisarse también en la dirección electrónica
http://ulises.umh.es/rissc (Ribosomal Internal Spacer
Sequence Collection).

Un estudio reciente hecho por Gtari et al., (2007) reafir-
ma la importancia de esta región génica, al demostrar que
además de la hipervariabilidad que existe en su secuencia
primaria de nucleótidos, existe la formación de estructuras
secundarias de heterodúplex, lo cual influye en la migra-
ción electroforética de los fragmentos amplificados y por
consiguiente se generan polimorfismos dentro de una mis-
ma cepa en estudio.

En 1992 Normand et al. reportaron un análisis aplicado
al operón de los genes ribosomales en Frankia nodulante
de Casuarina, definiendo que posee sólo dos copias. Con
la secuenciación del genoma de las tres cepas tipo se co-
rroboró el número de operones ribosomales y efectivamen-
te las cepas ACN y CcI3 poseen dos operones, mientras
que la EaN posee tres.

Nazaret et al., (1991) desarrollaron un estudio anali-
zando la secuencia de una región del 16S rDNA que
contiene a su vez 2 regiones hipervariables, dicha re-
gión (rrn) mostró un poder de discriminación alto y los
resultados correlacionaron con los obtenidos con hibri-
daciones ADN-ADN. Sin embargo, no encontraron una
diferencia marcada con respecto a las genoespecies 4 y
5. En este estudio se incluyeron cepas aisladas de nódu-
los de Casuarina que no forman nódulos en este árbol y
que no habían sido incluidas en otros estudios (D11,
CeI2 y CcI2), que se agruparon con las cepas compati-
bles de Elaeganus.

Los análisis de secuencias parciales del gen 16S rDNA
también permitieron determinar las relaciones filogenéti-
cas de cepas pertenecientes a grupos ya estudiados
(Rouvier et al., 1992) y de otros grupos de infección con-
formados en su mayoría por cepas no cultivables, inclu-
yendo aquellas nodulantes de los géneros Datisca y Co-
riaria (Mirza et al, 1992,1994), las nodulantes de plantas
de la familia Rhamnaceae (Benson et al., 1996, Clawson
et al., 1998, Murry et al., 1997, Ritchie y Myrold 1999),
Rosaceae (Vanden Heuvel et al., 2004) así como de la fa-
milia Myricaceae (Clawson y Benson 1999).

En el año de 1996, Normand et al., llevaron a cabo un
extenso análisis de cepas de la secuencia completa del gen
16S rDNA de Frankia de los diferentes grupos de infec-
ción, lograron establecer la filogenia del género, que es la
más aceptada hasta el momento. Definieron 4 grupos filo-
genéticamente congruentes:

1. Grupo bastante diverso que incluye las cepas infectivas
de Alnus, las de Casuarina y las de Myrica.

2. Contiene las cepas no cultivables infectivas de las fa-
milias de plantas Coriariaceae, Datiscaceae, Rosaceae y
al género Ceanothus.

3. Incluye las cepas infectivas de las familias de plantas
Elaeagnaceae y Rhamnaceae.

4. Formado por aquellas cepas llamadas atípicas que no
son capaces de nodular ni de fijar nitrógeno.

Aunado a la clasificación propuesta los autores sugirie-
ron hacer la enmendación de la familia Frankiaceae, la
cual sólo debe incluir al género Frankia, excluyendo de
esta manera al otro género de actinobacterias que forman
esporangios multiloculares como el género Geodermato-
philus, el cual se había incluido hasta ese momento dentro
de la misma familia por su semejante morfología en térmi-
nos de esporangios multiloculares.

La bacteria aceptada como más cercana a Frankia es
Acidothermus cellulolyticus, bacteria celulolítica aislada
de aguas termales con quien comparte en niveles altos lípi-
dos hopanoides en su membrana envolvente. Esto ha sido
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comprobado con la secuenciación completa del gen ribo-
somal 16S y del gen recA (Marechal et al., 2000).

Huguet et al., (2001) al estudiar la diversidad entre las
cepas infectivas de la planta hospedera considerada pro-
miscua, Myrica, a través del polimorfismo del gen 16S
rDNA, demostraron que existe cierto grado de especifici-
dad simbiótica en algunas especies del género, como es M.
gale.

A pesar de que el valor del 16S rDNA como marcador fi-
logenético es innegable, actualmente se sabe que su poder
de discriminación es limitado (ayuda a designar hasta ni-
vel taxonómico de género) y determina filogenias ambi-
guas cuando las cepas son muy parecidas (Gürtler 1999,
Stackebrandt et al, 2002, Gtari et al., 2007).

Otros estudios de la diversidad de Frankia han emplea-
do técnicas de huella dactilar muy sensibles, las cuales
permiten diferenciar entre cepas muy parecidas basándose
en un número considerable de marcadores polimórficos
generados por ciertas regiones palindrómicas repetitivas
distribuidas en el genoma, como son las REP, BOX y
ERIC. Dichas secuencias al ser amplificadas generan pa-
trones electroforéticos que equivalen a huellas dactilares
para cada espécimen. En este sentido se han analizado las
poblaciones de Frankia de los principales grupos de in-
fección (Murry et al., 1995) y también cepas de grupos
particulares, por ejemplo, se han estudiado cepas compati-
bles con Ceanothus (Murry 1997, Jeong y Myrold 2001) y
aquéllas compatibles con Casuarina equisetifolia (Pérez
et al., 1999, Valdés et al., 2001).

Con la gran cantidad de estrategias que se han aplicado
y todos los datos que con ellas se han obtenido se ha pues-
to de manifiesto la gran diversidad de las cepas de Fran-
kia, así como la influencia que en algunos casos, sobre ella
tienen la localización geográfica de sus hospederos, lo
que ha conducido aparentemente al desarrollo de genoti-
pos de Frankia con afinidades diferentes para el género de
planta hospedera aun dentro de la misma familia de plan-
tas (Benson y Dawson 2007).

V. EL IMPACTO DE LA GENÓMICA EN EL ESTUDIO
DE LA DIVERSIDAD, EVOLUCIÓN Y FILOGENIA DE

FRANKIA

En el 2007, investigadores de diferentes países (Nor-
mand et al., 2007a) publicaron las secuencias del genoma
de tres cepas tipo de Frankia, la CcI3 (aislada de Casuari-
na cunninghamiana) y la AcN14a (aislada de Alnus cris-
pa) que pertenecen al Grupo 1 y la cepa EaN1pec (aislada
de Elaeagnus angustifolia) del Grupo 3.

Un análisis preliminar comparativo de estos genomas se
ha publicado recientemente (Normand et al., 2007b,
Rawnsley y Tisa 2007). La diferencia más evidente entre

estos tres genomas es su tamaño. Mientras que el de la
cepa CcI3 mide 5.4 Mb (siendo el más pequeño de los
tres), el de la cepa AcN14a mide 7.5 Mb y el de la cepa
EaN1pec el más grande, con un tamaño de 9.0 Mb.

La diferencia tan grande en tamaño, así como el número
de genes, puede ser explicada por eventos de pérdida y ga-
nancia de genes a través del tiempo; la transferencia lateral
pudo haber tenido también un alto impacto en la evolu-
ción de estos genomas. Esto ha sido corroborado con la
presencia y descripción de secuencias plasmídicas y fági-
cas insertadas en el genoma de Frankia. Otro dato de im-
portancia es la cantidad de transposasas codificadas; las
cepas CcI3 y EaN1pec codifican en conjunto 10 veces más
elementos de este tipo que la cepa AcN14a, confiriendo,
de manera virtual, mayor estabilidad al genoma de esta úl-
tima cepa nodulante de las especies de árbol Alnus, cono-
cido en México con la voz nativa de aile, en Costa Rica
como jaúl, en Colombia, como chaquiro.

Existe correlación entre los datos mencionados ante-
riormente y la geografía de las relaciones simbióticas que
establecen estas cepas. Por ejemplo el grupo de cepas que
nodulan al género Alnus sp. es diverso, las cepas que lo
constituyen están distribuidas ampliamente en el mundo y
su presencia en un suelo específico no está determinada
por la presencia de su hospedero (Myrold y Huss-Danell
1994). El género Betula sp. de la misma familia botánica,
estimula la población rizosférica de Frankia nodulante de
Alnus sp. (Smoolander 1990, Paschke y Dawson 1992), así
mismo las cepas nodulantes del árbol Gymnostoma, se han
encontrado abundantemente en la rizosfera de una Rham-
nácea que no forma nódulos fijadores de nitrógeno (Gau-
thier et al., 2000), así mismo las cepas que nodulan el ár-
bol Elaeagnus sp. se han encontrado en actinorrizas de
Casuarina (Gauthier et al.,1999). Lo anterior, sumado a la
relativa estabilidad de su genoma ha llevado a suponer
que estas cepas no requieren establecer simbiosis de mane-
ra continua. Por el contrario, el aislamiento de la planta
hospedera pudo favorecer la contracción del genoma de la
bacteria; así, las cepas compatibles con Casuarina sp.
(como la cepa CcI3) presentan una diversidad muy baja,
están estrechamente relacionadas entre sí y no se encuen-
tran habitando suelos donde no se encuentra su planta
hospedera. Este grupo de actinobacterias podrían estar
evolucionando hacia el establecimiento de una simbiosis
mucho más específica o a una simbiosis obligada (Simo-
net et al., 1999, Normand et al., 2007b), por las siguientes
razones: la dificultad para aislar las cepas in vitro (en com-
paración de aquellas cepas pertenecientes a otros grupos),
la ineficiencia de su dispersión en suelos, la alta especifi-
cidad de infección de su hospedero, así como la reducción
que ha sufrido su genoma y por lo tanto su capacidad com-
petitiva y de supervivencia como organismos saprófitos.
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Parece que el aumento en tamaño del genoma de la
cepa EaN1pec se ha debido a procesos de duplicación de
genes. En análisis a diversas poblaciones bacterianas del
suelo se ha observado que el efecto de la duplicación de
genes permite a dichas poblaciones explorar nuevos ni-
chos ecológicos y adaptarse a ellos.

La carencia de deleciones en los genes, la duplicación
de éstos y la adquisición de nuevos genes se relaciona con
la historia biogeográfica de la simbiosis y especiación de
la planta; los hospederos del grupo de EaN1pec tienen una
distribución mundial, por lo mismo habitan en diversos
ecosistemas donde las condiciones ambientales y edáficas
son muy variadas.

VI. PERSPECTIVAS

Los estudios investigados en esta revisión y otros más,
han permitido establecer la gran diversidad que existe en-
tre los miembros del género Frankia. Aun así, este género
se considera un cluster filogenético bastante semejante, en
el cual no se ha podido establecer el nivel de especie.

Si bien se han descrito algunas genoespecies, los espe-
cialistas exigen que además de los datos genotípicos, es
necesario establecer características ecológicas y fenotípi-
cas distintivas de cada especie, otorgándole así una defini-
ción más “natural” y no tan práctica al concepto de espe-
cie (Gevers et al., 2005).

Hasta el momento se considera que dos bacterias perte-
necen a la misma especie si poseen un valor de similitud
mayor o igual a 70% determinado por la técnica de hibri-
dación de ADN-ADN. Esta técnica implica problemas
prácticos y no permite el análisis de un número alto de ce-
pas, los valores obtenidos no son acumulables y no se pue-
de aplicar a cepas no cultivables. Debido a lo anterior es
difícil pensar que en algún momento se definirán especies
en Frankia aplicando esta técnica.

Actualmente se ha sugerido como una alternativa, em-
plear las secuencias de genes constitutivos esenciales
(housekeeping) que posean tasas de evolución similares a
la del genoma, para inferir relaciones filogenéticas entre
bacterias. Las variaciones acumuladas en su secuencia no
están sometidas a una selección como es el caso de otros
genes y su transferencia horizontal es poco probable (Ge-
vers et al., 2005, Hanage et al., 2006). A la técnica que uti-
liza los fundamentos anteriores para establecer relaciones
filogenéticas se le ha llamado MLSA (Multilocus Sequen-
ce Analysis). Dicha técnica puede ser fácilmente aplicable
para el estudio filogenético del género y en él se pueden
incluir tanto cepas cultivables como aquellas que son re-
fractarias al cultivo in vitro.

Otra de las técnicas propuestas como sustituto de la hi-
bridación ADN-ADN es el marcador AFLP (Amplified

Fragment Length Polymorphism). Esta técnica permite rea-
lizar análisis a nivel genómico y genera huellas molecula-
res específicas de cada especie. Además de que permite
identificar marcadores polimórficos con relevancia ecoló-
gica y/o fenotípica.

Acosta et al., (2005) hicieron un estudio preliminar de
diversos aislamientos de Frankia empleando la técnica de
AFLP; determinaron la diversidad genómica de estas cepas
y lograron asociarla en parte con su geografía. Sin embar-
go, el número de cepas estudiado fue bajo y sería necesa-
rio incluir más cepas en este tipo de estudios y seleccionar
de manera individual marcadores polimórficos para hacer
una conjunción de características que permitan distinguir
y definir especies.

Además, de las anteriormente mencionadas, sería desea-
ble aplicar otro tipo de técnicas moleculares y bioinfor-
máticas para generar una filogenia más precisa del género.
También se espera que próximamente sea secuenciado el
genoma de una cepa del Grupo 2 (cepas no cultivables de
las familias Coriariaceae, Datiscaceae, Rosaceae y el géne-
ro Ceanothus) y así se tendrá una visión más amplia de lo
que ha sucedido con respecto a la evolución de los geno-
mas de Frankia a través del tiempo.

Es de suma importancia establecer la diversidad de las
cepas de Frankia y saber de qué manera afecta la eficien-
cia de la simbiosis fijadora de nitrógeno que establecen
con sus hospederos para así seleccionar aquéllas más efi-
cientes en su capacidad de nodulación y fijación de nitró-
geno. Estos conocimientos permitirían generar biotecno-
logías en el ámbito de la inoculación de PA resultando en
una alternativa al uso de fertilizantes nitrogenados, ade-
más de crear campañas de reforestación de suelos pertur-
bados y erosionados con estas plantas de importancia eco-
lógica en tan diversos ecosistemas.

La evidencia de que la biogeografía de las cepas de
Frankia depende en cierta medida de la presencia de la
planta y de ciertos factores edáficos (como es el caso de
las cepas nodulantes del árbol Gymnostoma (Navarro et
al., 1999) requiere de más estudios para identificar los fac-
tores que afectan la distribución de las bacterias y de las
plantas. Así mismo es importante continuar los estudios
para identificar el impacto de la planta en la expresión de
los genes de la bacteria.

Es necesario también enfocar los estudios sobre las po-
blaciones de grupos de Frankia en diferentes tipos de sue-
lo, lo que contribuiría a ubicar estas actinobacterias sim-
biontes entre las poblaciones bacterianas del suelo de
actinomicetos de crecimiento lento parientes de Frankia
que con mucha frecuencia crecen cuando se trata de aislar
esta última (Ramírez-Saad et al., Valdés et al., 2005).

Las crecientes bases de datos de secuencias específicas
de poblaciones también específicas abren el camino para
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estudios más precisos sobre la distribución y segui-
miento de las poblaciones de Frankia en el medio am-
biente, lo que puede conducir al adecuado manejo de
las plantas actinorrízicas y su microsimbionte para el
beneficio humano.
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