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RESUMEN

Se estudio la biologta de un hongo aislado de la parte externa de nodules de raices
de aliso (Alnus acumi"ata HB K), el eual pr ese nto un alto pader de germinaci6n a
bajas temperaturas (entre QOC y 4QC), condicion que Ie confiere gran agresividad
para colonizar cl sue lo, de tal forma que sc constituye en un factor im portame en
la ecofisiologfa de las poblaciones de aliso que creeen en los bosques secundarios
del sub-pararno. A partir de cultivos puros se hicieron estud ios para su
ide nti ficac ion.

Revisada la literatura pertinente se 10 ubic6 de ntro del genera Pythium, perc no
dentro de ninguna especie descr ita, por 10eual suponemos que se trale de una nueva
especie. A la tecnica corn un de un microcultivo se Ie introdujo una modificaci6n
que permiti6 que dicha tecnica fuera mas sencilla y segura, con 10 cual hicimos
observaciones directas del crecirn iento y desarrollo del hongo en condiciones
optimas para las descripciones morf'ologicas. Por ahora 10 nombramos Fythiurn
cerca a mammillatum Meurs .
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SUMMARY

Some biological aspects of an isolated fungus of Alnus acuminata roots were
studied. It bas been found Tbat between OOC and 4°C tbe fungi grows fast. This
condition can result in a important factor in the ecophysiology of 'Aliso'
populations, that grows in secondary forests at sub-paramo,

After a review of the taxonomic literature, we placed it in the Phytium genus,
but not in a particular described species. We assume that it is a new species.

We modificated the microculture technique that was simpler and safer and them
we made direct observations about tbe fungus growtb and development.

As for now it is nominated as Phytiun near Mammillatum Meurs.

Palabras Claves: Phytium, bongos, A/nus acuminata HBK., "Aliso".

INTRODUCCION

EI estudio de la biologia de los microorganismos constituye la base misma de la
eficiencia con la cual el hombre pueda manejarlos. A este manejo racional y
cientffico se Ie ha dado el nombre de biotecnologia.

Dentro de la familia Pythiaceae existen grupos de hongos de habitat acuatico,
anfibio y terrestre; muchos de estos ultimos son causantes de enfermedades en
plantas de interes econ6mico.

Investigarnos la biologta de este hongo que se aisl6 de la parte externa de n6dulos
de rafees de Alnus acuminat a HBK (aliso), arbol de importancia econ6mica
utilizado con buenos resultados en reforestaci6n, ya que una de sus caractertsticas
es que el actinomicete que e ntra en simbiosis con su raiz y que induce la formaci6n
de los nodules, Ie permite fijar nitr6geno.

La clasificaci6n e identificaci6n de esta clase de microorganismo es importante
ya que relaciona las caracter isticas biol6gicas y el papel especif'ico que cum plen
en un habitat determinado.

METODOLOGIA

1) EI hongo se aisle de la parte externa de n6dulos de raices de Alnus acuminata
coleccionadas en una zona adyacente a la represa del Neusa (Cundinamarca).

Las raices se desinfestaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%, se
seccionaron y sembraron en PDA y se obtuvieron cultivos iniciales.
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TABLA "Condiciones de temperatura en los cuctes se estudiaron los

cultivos del hongo"

Temperatura

PDA PDA PDA

Oscuridad NAv NAv NAv Cojas de

NAv - sf NAY-Sf Nnv-st Petri

mNAv mNAv mNAv M icro-

mNAv-st mNAv -st mNAv -st cultivos

-- -- --- - - - - -
PDA

Luz Dia NAv Caja de Petri

NAy-st

mNAv Microcultivos
mNAv - at

- - . - - - - - - - - -
PDA

Luz NAv Caja de Petri
I ncandescente NAy - sl

mNAv
Microcultivos

mNAv-st

PDA

NAy

NAy - sf

Destrosa , Agar I papa

Nitrato Aceite vegetal con tiomino

N ttrctc Aceite veoetal sin tiomina

mNAv. mNAv.st: Medias en microcultivo

) A partir de estos aislamientos iniciales, el hongo se sembr6 en diferentcs medias
de cultivo: a) NA V con tiamina; b) NA V sin tiamina (NA V - st), medio espectf'ico
para e1 desarrollo y crecim iento de Phytopthora spp y de Pythium spp; y c) papa
de xtrosa agar (PDA). Como se muestra en la labia 1, los cultivos se manluvieron
en diferentes condiciones de temperatura y de iluminaci6n.

3) Se mejor6 la tecnica de microcultivo, impregnando las laminas porta-objeto con
el medio, sembrando el bongo y dejandolo crecer por tiernpos delerminados y
diferentes. Las distintas muestras se colocaron en azul de lactofenol y se sellaron ,
10 cual permiti6 hacer observaciones directamente "in situ".
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TABLA - 2 "Crecimiento del h onqc entre 15'1 200e en diferentes condiciones

de luz y medias de cuttivc "

Media 5 Oie

PDA 1.5 em

Oscuridod NAv 2.5 ± 0 3.23 ± 0.35

NAv -st 2.5 ± 0.71

-- - - - -

PDA 1.53! 0.05 2.4 ! 0.12

Luz Oia NAv 2.3 '! 0,75 3.77 ± 0.75
NAv - sf 27 ± 0.15 4.3 ± 0.26

- - - - - - -
PDA 3.75 r 0.35 4.75!0.35

Luz NAv 2 0 ! 0.7 4.75±021
lnc onde scen te NAv- sf 1.75 ± 1.0 3.83! 0.42

4) Para la identificaci6n a nivel de genera se utitrzaron las descripciones de
Domsch K. et, al (1980) y de Sparrow (1959). Las claves de este ultimo autor se
consultaron para establecer la identidad a nivel de especie.

5) EI cultivo inicial f ue obtenido por la profesora Emira de Granada

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se presentan en la Tabla 2 y en las figuras 1 y 2 muestran el
crecimiento del hongo en ems. en el tercero y quinto dta, en los difercntcs
tratam ie n los.

EN DPA, a temperatura ambiente, en cajas de petri, al cabo de dos semanas, el
hongo cuyas hifas son blanquecinas y delgadas, muestra un notable crecimiento
hacia arriba, en forma ar boresce nte , que parte del estrato basal 0 vegetativo y
tiende a forrn ar hacia arriba una estructura tridimensional, semejante a una esf'era;
en conjunto presenta un aspecto algodonoso formando los tipicos pilares que
caracterizan su apariencia macrosc6pica.

En NA V, a temperatura arn biente , en caja de petri) el crecimicnto es menos
vigoroso que en PDA, pues el cfecto descrito anteriormente s610 se observa a partir
de la tercera semana. En ambos casas las hifas conservan el aspecto algodonoso y
la coloracion blanca.
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Tabla 3 - Diametro en micrones de los oogonios en NAVa 0° C y 20° C 'i en PDA a
20Ge , cdemds los medidas de los equinulaciones de su pored .

ESTRUCTURA TEMP DIAMETRO . ECUINULACIONES

x " x "
OOGONIOS (NAVj 0° C ILl 1.93 25 1.95 0.65 25
OOGONIOS (NAV) aovc 11.03 2.06 50 Ui4 0.77 50
QOGONIOS (PDA) zovc 13.75 1.2 25 I. &9 0.41 25

T ablo 4 - Medidos de los onteridios y las zoospores en micrones.

ESTRUCTURA LA'RGO ANCHO

x x

ANTERIDIQ$ 13.1 3.22 50 10 2.72 50

ZOOSPQRAS 9.5 2.10 6 1.37

Otros resultados no tabulados, debido a que no bubo crecimiento ponderado,
muestran que en NA Y - st., a 32QC y a los 6 dias, se observaron pequefias colonias
de 1 mm. de diametro; en las mismas condiciones en PDA se observaron colonias
de 3 mm. de diametro.

En NAY, a 4QC a los 6 dias se observ6 germinaei6n de los oogonios, los cuales
se mantuvieron sin sufrir cam bios durante 10 dias.

Los resultados que se muestranacontinuaci6n, se refieren a 10 planteado en la tabla
1:
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En lostratamientos con NAY, oscuridad yen condiciones de laboratorio ± 20aC,
los cultivos mostraron numeros oogonios; igual respuesta tuvieron algunos cultivos
en NA V, bajo luz incandescente, en condiciones de laboratorio, mientras que otros
cultivos presentaron oogonios y anleridios.

Par otra parte los cullivos en NA V -sI, luz incandescente y condiciones de
laboratorio 5610 presentaron oogonios.

En algunos microcullivos en PDA, luz-dia en condiciones de laboratorio, al quinto
dia aparecieron gran cantidad de anteridios que at sexto dla, fueron visibles en
todos los microcultivos.

Fig.3. Anteridios en diferentes est ados de desarrollo. 400 X

Fig. 4. Zoosporagios intercalares (Z), rnorfologicamente poco diferenciados for-
mando zoosporas en la vesicula (V). 400 X
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Fig. 5. Oogonio situado en el apice de una hifa reproductiva, la
pared presenta protuberancias con el apice truncado. 400 X

Fig. 6. Oospora de Phytium Sp. germinando. Notesc la pared gruesa caracteristica
de la oospora. 400X

Los microcultivos en PDA, oscuridad y condiciones de laboratorio presentaron
tanto anteridios como oogonios.
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En los microcultivos colocados en estufa a 32"C, eI bongo no present6 desarrollo
vegetative ni reproductivo de ningun tipo,

En resumen, en los medias utilizados en este trabajo, al sexto dta, temperatura
ambiente, bajo luz dia, luz incandescente y en oscuridad, el bongo produjo
anteridios, y al septimo dia oogonios y esporangios, los cuales no fueron Iaciles
de diferenciar morfol6gicamente de las hifas, pero basad os en la ubicaci6n de las
vesiculas, se dedujo que su posici6n es intercalar.

En OPA, oscuridad y condiciones de laboratorio, se observ6 una mayor
proporci6n de anteridios que en los otTOS ensayos; mientras que en NA V -st, luz
dia y condiciones de laboratorio, fue notable la presencia de oogonios.

Con base en la evidencia de germinaci6n del hongo en nevera, se disefi6 el
experimento para confirmarla, observandose entre el tercero y quinto dia un
desarrollo maximo en longitud de las hifas de 1.000 micrones, perrnaneciendo
detcnido 10 dtas, al cabo de los cuales se reactiv6 su crecimiento; a temperatura
ambicnte tales cultivos continuaron desarrollandose en un micelio normal.

Las cajas de petri con cultivos del hongo en POA permanecieron a temperatura
de 02C, en nevera durante 3 semanas, al cabo de las cuales se sacaron yexaminaron,
notandose ausencia de estructuras de reproducion sexual y presencia de bifas
dispuestas en cabellera. Un dia despues, a temperatura ambiente, se encontraron
numerosos anteridios con apariencia granulosa (Fig. 3). AI segundo dia se bizo
evidente la presencia de oogonios y al quinto dia se observaron vesiculas en la zona
de union entre dos colonias.

Se destaca el hecho de que las nuevas hifas aparecen mas blanquecinas y
algodonosas que las que se desarrollaron durante la incubaci6n en nevera.

EI hongo germ ina y crece en igual forma en agua destilada y en agar, en ausencia
de nutrientes, 10 que demuestra su autonomia.

En todos los cultivos se present6 una estratificaci6n vertical de la colonia, de tal
forma que en el estr ato inferior se desarrollan preferentemente bifas vegetativas,
las cuales se levantan entrecruzandose, hasta formar una estructura especifica. En
el estrato intermedio se encuentran gran cantidad de anteridios, y en el estrato
superior del cultivo se encuentran oogonios, zoosporangios y vesfculas (Fig. 4).

Los oogonios son abundantes y presentan proyecciones (Fig. 5), son globosos, de
13 a 19 micrones de diametro, con promedios que van desde 11.2 a 13.5 micrones
(Tabla 3) excluidas las proyecciones; se encontraron oosporas tanto pler6ticas como
apler6ticas. Se observaron anteridios, generalmente agrupados sobre hifas
di Ierentes a las que lievan el oogonio.

Caracterizaci6n del hongo: hi fas incoloras, dispuestas en forma racemosa.
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Las estructuras de la reproduccion sexual son oogonios equinulados generalmentc
pler6ticos, fertilizados por anteridios en forma de clava, de pared rcticulada que
se reproducen en grupos sobre una misma hi fa; las estructuras de la reproducci6n
asexual estan representadas por zoosporas que se producen en zoosporangios
inter calares morfo16gicamente poco diferenciados, las cuales se libe ran dcsde
vesiculas bien diferenciadas.

La morfologia se ajusta a la del genero Pythium descrito por Pringshein en 1858,
el cual pertenece a la clase Oomicetes, familia Pythiaceae.
Las mediciones de los oogonios se muestran en la siguiente tabla

• em 5

Fiqura I • Trolomienlo c lUI dio :3 ::> eI,OS

s
PDA

NA'

,
NAv- SI

z

:3 5 elios
Figura 2 - 'r-ctcmteotc de luz toccocescente.

Las mediciones registradas en la Tabla 4 no se ajustan a ninguna de las especies
revisadas hasta el momento, por 10 cual es probable que se trate de una nueva
especie; para llegar a la conf irmacion del tal hecho, se haee nccesar io un analisis
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de algunos compuestos qufmicos que son Iiberados al medio por este bongo y de
Sll sensibilidad a ciertas drogas. Tarnbien se haee necesario averiguar su funcion
ecol6gica en el medio don de fue encontrado.

En un cultivo de un mes se observaron complejos de 2-5 elementos subglobosos
de mas 0 menos de 40 micrones de diarnetro, los cuales no volvieron a presentarse
en las replicas.

Las hifas en el medio DPA alcanzaron 4-5 micrones en e l mejor estado de
desarrollo; en microcultivo fueron mas delgadas.

Existe un tipo de estructura que esta soportado por bifas delgadas, hialianas, que
relati varnente no se diferencian del resto, las cuales 0 bien tienen la pared lisa, 0

bien la tienen equinulada, este tipo de estructura mide entre 16-20 micrones; dadas
sus caracteristicas, pensamos que se trata de las oogonias fertiles y los oosporas,
respectivamente (Fig. 6). Tales estructuras se gene ran en el estrato mas eleva do,
mientras que los anteridios se forman principalmente en un estrato media,
confirmanclo ]3 estratif'icacion vertical de la que hablamos anteriormente.

Es evidente que el hongo en cuestion, crece independiente de la presencia de
tiamina y puede desarrollar anteridios U oogonios con igual capacidad en PDA 0

NA V, como se muestra en la tabla 2 y Fig. 1 Y 2; las diferencias de crecimiento
entre los distintos tratamientos de luz y medios de cultivo no pueden considerarse
notablemente significativas, aunque en el tratamiento can luz dia en NAY-st, se
observa una tasa de crecimiento un poco mayor, pero se puede decir que, en
general, 5U crecimiento ocurre a una tasa constante. Par otro lado, en luz
incandescente su crecimiento parece sec exponencial, sinembargo, como s6lo se
midi6 hasta el quinto dia, no podemos concluirlo categ6ricamente.

El tratamiento en PDA can luz incandescente present6 una tasa de crecimiento
marcada y superior, al principia, en comparaci6n con los tratamientos en NAY,
y posterior mente disminuy6 hasta casi igualarse; ello podria atribuirse a la
presencia de Penicillium sp. como contaminante, el cual pudo actuar como
antagonista. Teniendo en cuenta el factor temperatura, observarnos su efecto
definitivo en el metabolismo del hongo; es claro que el hongo crece mejor entre
15 - 200C., temperaturas a las cuales puede desarrollar estructuras sexuales entre
el quinto y septimo dia. En la estufa, a 32°C., el desarrollo fue apenas de
supervivencia, de 10 que deduce que este es su limite superior de desarrollo. En
never a, el hongo dernostro crecer a 02C, con un metabolismo relativarnente bajo,
hasta el grado de formar solamente estructuras reproductivas a los 40 dias, es decir,
6-7 veces mas tarde que a temperatura ambiente.

Un definido efecto sobre la germinaci6n Iue observado cuando se cultiv6 a O°C.
obteniendose desarrollo de hifas a partir de oogonios en 4-5 dfas, las cuales pueden
proseguir 5U desarrollo para formar un micelio normal. El metodo de microcultivo
empleado, demostr6 ser muy eficiente, de tal forma que se obtuvo un desarrollo
equivalente al clasico, con mayor facilidad de manipulacion al manejar laminas con
el hongo fijado "in situ", sin que ocurrieran alteraciones.
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EI hongo tiende a formar una serie de hifas dentriticas, las cuales se or ientan de
tal modo que convergen sobre otras, para finalmente formar una estructura
esferica; esta estructura probablementc tiene la funci6n de ofrecer un soporte para
que el resto del micelio pueda elevarse sabre el sustrato. Puesto que pudimos
obtener microcultivos con facilidad, ello demuestra que puc de formar aprchcnso-
r ios sobre el vidrio.

En determinadas ocasiones el hongo puede formar una serie de vesiculas en zonas
muy especificas, que se producen a partir de esporaugios intercalares.

CONCLUSIONES

1) A bajas temperaturas 00 - 4°C., el hongo presenta germinaci6n; 10 que de nota
mayor agresividad.

2) La 6ptima temperatura de su desarrollo oscila entre 15 y 20°C.

3) En el tratamiento con luz dta, el crecirniento del hongo es directamente
proporcional at tiempo de incubacion; con luz incandescente el crecimiento del
bongo es exponencial en los cinco primeros dias de incubaci6n.

4) EI hongo no requiere gran cantidad ni variedad de nutrientes para desarrollar
estructuras reproductivas, tam poco necesita tiamina para su crecimiento.

5) La tecnica para microcultivo practicada aqui se recomienda, ya que propor cioua
mejores resultados que otros metodos, con un practice manejo que evita posteriores
mal formaciones en las estructuras.
6) En la fase inicial de desarrollo del bongo, se muestra como autonomo, pues no
requiere de nutrici6n externa.

7) En td estudio de las caracteristicas morfol6gicas que se consideran importantcs
para ubicar taxon6micamente al bongo, algunas coinciden can P.mammil/atum
Meurs, como la temperatura minima y 6ptima de crecimiento, la insensibilidad ante
los esteroles de los aceites vegetales, no af'ectandose la producci6n de oogonios y
oosporas; sinembargo, los anteridios son diclinos (generalmente ubicados sabre
hifas diferentes al oogonio), Ia germinaci6n es Iacil entre 0 y 4°C, Y las medidas
de Oogonios no coinciden; por 10 tanto, podemos concluir que se trata de una nueva
especie. Por ahora 10 nombramos Pythium cerca a mammillatum Meurs.
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