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ASPECTOS MICRO Y ULTRAMICROSCOPIOS
DE LA PUCCINIA MALVACEARUM MONT.

por

F. D. CALONGE

INTRODUCCIÓN

Una de las royas más cosmopolitas, si no la que más, creemos que es
la Puccinia malvacearum Mont.; ya que es difícil de imaginar una pobla-
ción de plantas de cualquier especie del género Malva que se presente
exenta de este parásito.

Según WILSON & HENDERSON (1966), la primera cita en la que se des-
cribe esta especie de roya data del año 1852, procedente de Chile, de
donde se supone que es nativa. En 1857 fue observada en Australia, apa-
reciendo por primera vez en Europa en 1869 y precisamente en España.

En el período que va de 1869 a 1886 es citada en la mayoría de los
países europeos, así como en América del Norte y África del Sur; en la
actualidad se encuentra prácticamente extendida por todos los países
donde existen los huéspedes antes mencionados.

Este hongo se caracteriza por ser un parásito de los llamados «obliga-
torios», siendo capaz de atacar a más de 40 especies de plantas huéspedes,
todas ellas dentro de la familia de las Malvaceae. Sobre todos estos hués-
pedes siempre se presenta bajo la misma forma, sin que hasta el momento
presente se haya descubierto ningún tipo de especialización fisiológica que
difiera del original. Este hecho se ha demostrado haciendo inoculaciones
cruzadas entre dos plantas distintas, por ejemplo de Malva a Althaea y
viceversa.

El ciclo biológico de esta roya ha sido ampliamente investigado (TAU-
BENHAUS, 1911), comprobándose que es uno de los más cortos dentro de
los Uredinales, al no presentar más que dos tipos de esporulación; la
teleutospora y la basidiospora. La invernación la pasa, bien en la fase dc
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teleutospora o bien en forma de micelio infectante dentro de ciertos órga-
nos perdurantes de la planta huésped.

Se ha visto por diversos investigadores que el camino habitual de ger-
minación en la teleutospora es mediante la formación de un basidio con
cuatro células, a partir de cada una de estas se origina una basidiospora
sobre el correspondiente esterigma.

Sin embargo, también puede presentar un segundo método de germi-
nación la teleutospora, al crecer extraordinariamente el tubo germinativo
y dar «conidios» terminales, por tabicación transversal del mismo
(ERIKSSON, 1921), lo cual solamente sucede cuando la teleutospora per-
manece rodeada de agua durante la germinación.

Los estudios llevados a cabo, utilizando cultivos monospóricos, han
demostrado que la P. malvacearum es un hongo homotálico (ASHWORTH,

1931, 1935). Finalmente diremos que la citología de esta roya ha sido
investigada en detalle por ALLEN (1933, 1935), describiendo ampliamente
las divisiones nucleares durante el desarrollo del basidio y basidiosporas.

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas con este hongo,
todas se han limitado a la citología o biología del parásito, pero en
ningún caso, que nosotros sepamos, se ha descrito su ultraestructura.
El objeto del presente estudio es el de mostrar una serie de facetas
ultramicroscópicas de la P. malvacearum utilizando la valiosa ayuda del
microscopio electrónico.

MATERIALES Y MÉTODOS

El material de Puccinia malvacearum Mont, empleado fue colectado
por nosotros y procede de dos localidades distintas. La primera de San
Juan, Alicante, donde se encontró sobre Malva sylvestris y la segunda
de la Ciudad Universitaria de Madrid, donde se encontró viviendo sobre
Althaea rosea. Antes de hacer las tomas de material, para las observa-
ciones al microscopio, se colocaron algunas hojas frescas de la planta
huésped, provistas con abundantes soros teleutospóricos, en cámara
húmeda, y se mantuvieron así por espacio de veinticuatro-treinta y seis
horas a la temperatura del laboratorio ; otras hojas se dejaron secar
en este ambiente del laboratorio. De ambos materiales se hicieron tomas
de muestras para las observaciones microscópicas y ultramicroscópicas.

Los métodos empleados durante la microscopía electrónica han sido
los clásicos dentro del campo de la biología. La fijación se hizo en una
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solución acuosa fresca de Ho potásico al 2 por 100, siguiendo las
técnicas ya descritas anteriormente (CALONGE, 19G9 a). La inclusión se
realizó en una mezcla de Araldita y una vez verificados los cortes, u|i
lizando un ultramicrotomo LKB, éstos fueron teñidos conforme al mié-
todo de Reynolds (1963).

La observación de los cortes fue hecha, bien en un microscopio elec-
trónico Philips 200 perteneciente al Servicio de Microscopía Electrónica
de la Universidad de Madrid, o bien en un Siemens Elmiscop I pertene-
ciente al Servicio de Microscopía Electrónica del Centro de Investiga-
ciones Biológicas del C. S. I. C.

Las microfotografías ópticas se obtuvieron directamente a partir de
preparaciones en agua destilada, utilizando como colorante el azul de
algodón y como microscopio un Wild, provisto de sistema automático
de fotografía.

RESULTADOS

Las observaciones realizadas al microscopio óptico muestran la mor-
fología externa típica de las teleutosporas de la roya de la malva. La
germinación de estas teleutosporas tiene lugar mediante la formación de
un basidio, con cuatro tabiques transversales, que separan los cuatro
compartimentos a partir de los cuales se formarán las correspondientes
basidiosporas. La secuencia de las fases más importantes de esta germi-
nación, con la consiguiente producción y liberación de las basidiosporas,
está representada en las primeras seis microfotografías. La figura 1
muestra el aspecto que presentan las teleutosporas antes de iniciarse la
germinación; estas teleutosporas son generalmente bicelulares con unas
dimensiones medias de 50 x 20 micras y van provistas de un largo pe-
dicelo hialino.

Bajo condiciones de humedad y temperatura favorables comienza la
germinación a través del poro germinativo, que en la célula superior es
apical y en la inferior está situado a la altura del tabique. Esta germina-
ción puede suceder solamente en la célula superior (fig. 2) o realizarse
de forma simultánea en ambas células (fig. 3). De cualquier manera la
evolución de este proceso es la misma y se produce con independencia
total entre ambas células. Cuando las dimensiones de este joven basidio
alcanzan el tamaño adecuado se forman cuatro tabiques transversales
(%• *). que separan el contenido total en cuatro compartimentos.



Fig. 1. — Teleutospora de P. malvacearum momentos antes de iniciarse la germina-
ción. X 3-200. Fig. 2. — Formación del tubo germ¡nativo a partir de la célula apical
de la teleutespora. x 1.200. Fig. 3. — Formación de (los tubos germinativos, uno a
partir de cada célula de 1;: 'eleutospora. x 1.200. Fig. 4. — Final del desarrollo del tubo
germinativo y tabicación del mismo transformándose en basidio. x 1.200. Fig. 5. — Basi-
dío, un tanto deformado, mostrando las basidiosporas globosus dispuestas sobre esterig-
mas. Obsérvese como la célula teleutospórica apical aparece vacía, una vez que todo
su contenido ha sido utilizado para la formación del basidio y basidiosporas durante
la germinación, x 1.200. Fig. 0. — Basidio mostrando sus esterignias ubres después de

haberse desprendido las basidiosperas. x 600,



Fig. 7. — Corte transversal de una célula esporógena de P, malvacearum mostrando sus
dos núcleos (Nj. abundantes mitocondrias (M), retículo endoplámnco (RE) y algunas
vacuolas lipídicas (T,.). La pared celular (P) es fina y está formada por una sola
capa, x 13.200. Fig. 8. — Corte oblicuo mostrando la formación del tabique transversal
en una teíeutospora joven. Obsérvese la abundancia de lípidos (1-). el incremento en
espesor de la pared celular (P) y las numerosas vesículas (V), procedentes del retículo

endoplásmico (RE), en las proximidades del tabique en formación (T), x 12.500,



Píg. !>. — Corte longitudinal de una teleutospora (.asi madura mcstnndo el tabique tran -
versal (T) con poro simple (PS) en el medio. X 12.000. Fig. ]0. — Corte transversal de
una célula de teleutofpora madura, presentando en su protoplasma dos núcleos (N).
asi como numerosas reservas lipidien? (L). í.;i pared celular (P) presenta un grosor
superior ;i! mostrado en anteriores ni i ero fot o «rafias, pudiéndose delimitar ya tres

capas. X 9.40Í).



Fig1. U. — Corte tangencial de una teleutospora. La célula de la izquierda corresponde
a la pa"t¿ superior del pedicelo (PE) y la de la derecha a la basal de la teleutospora.
En ésta se puede apreciar con más detalle la ultraes'.ructura de la pared celular (P) en
SUS distintas capas, x 18.000. Fig. 12. — Corte transversal al nivel del poro germinativo
en el momento de iniciarse la germinación. La pared celu'ar de la teleutospora (P)
aparece consistente, pero a la altura del poro «;erminativo (fi) comienza a desinte-

grarse. X 20.000.



Fig. 18. — Corte a la altura del poro germinativo en una fase más avanzada de germi-
nación, cuando el incipiente tubo germinativo (TG) comienza a formarse. X 18.900.
Fig. 1J. — Fase fina! de la germinación de la teleutcspora. La microfotografía electrónica
muestra, en la parte inferior, una zona de la célula teleutospórica con los organelos
celulares degenerados y en la parte superior una zona de la célula basal del basfdio.
Ambas células aparecen separadas por un septo (T) con poro simple (PS) obturado

por un material negro y amorfo. X 14.100.



ASPECTOS MICRO Y ULTRAMICROSCÓPICOS DE LA PUCCINIA MALVACEARUM MONT. 1 6 3

A partir de cada uno de estos espacios se originará una basidiospora
globosa de 6-9 micras de diámetro, situada sobre un esterignia (fig. 5).
Cuando las basidiosporas alcanzan la madurez se desprenden de los es-
terigmas y entonces se pueden observar los basidios casi desprovistos
de contenido y con los esterigmas bien manifiestos (fig. 6).

Hasta aquí solamente hemos visto la morfología externa de la roya
de la malva. Al observar los cortes ultrafinos de este material al micros-
copio electrónico podemos estudiar la estructura celular de este hongo
y diferenciar sus principales constituyentes. De esta forma, si efectua-
mos un corte transversal en una zona donde todavía no se haya iniciado
la formación de teleutosporas, es decir, de una zona de hifas vegetativas
constituidas por células esporógenas, entonces se aprecia cómo estas
hifas presentan una pared celular que no sobrepasa las 0,5 micras de
grosor. Las células aparecen generalmente con dos núcleos (fig. 7) y
además se distinguen los organelos celulares comunes de toda célula viva,
tales como mitocondrias, retículo endoplásmico, algunas vacuolas lipí-
dicas, etc.

Al llegar el momento de la esporulación se observa un cambio notable
en la estructura celular. La célula se carga de reservas lipídicas y las
paredes celulares se hacen más gruesas. Entonces es cuando se origina
el septo transversal que separará a las dos células de la futura teleutos-
pora. Este septo se forma a partir de los aportes de material de las
vesículas procedentes del retículo endoplásmico (fig. 8). Con la deposi-
ción de nuevo material, que se fusiona entre sí, el septo queda finalmente
constituido (fig. 9), llevando un poro simple en el centro.

Cuando la teleutospora llega a la madurez presenta, como elementos
típicos, una pared celular que puede alcanzar las 4 micras de grosor,
y un contenido protoplasmático muy rico en vacuolas lipídicas (figs. 10
y 11). Cada célula continua presentando su carácter dicariótico (fig. 10),
pero los demás organelos celulares comienzan a hacerse menos mani-
fiestos. Lo más característico es la ultraestructura de la pared celular
que presenta tres capas perfectamente diferenciables ; una gruesa e inter-
na formada por elementos fibrilares, otra intermedia, similar a la ante-
rior, pero de mayor densidad a los electrones, y otra capa externa más
fina de aspecto granuloso, que en su delimitación más externa forma
entrantes y salientes (fig. 11), los cuales aparecen al microscopio óptico
como verrugas o espinas.

El comienzo de la germinación de la célula teleutospórica se pone
en evidencia al desintegrarse las sustancias que cementan y taponan el
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poro germinativo (fig. 12). No se conoce exactamente el mecanismo de
esta desintegración, pero el aspecto que ofrece la figura 12 sugiere la
idea de que posiblemente tenga lugar la apertura del poro mediante la
intervención de fuerzas mecánicas procedentes del interior de la célula,
combinadas con la intervención de alguna actividad enzimática celular.
El hecho es que el poro germinativo queda expedito y de esta forma se
inicia la germinación propiamente dicha (fig. 13). La nueva pared celu-
lar, que envuelve al tubo germinativo, se origina a partir de la capa más
interna de la pared celular de la teleutospora (fig. 13).

Una vez ha tenido lugar el desarrollo total del tubo germinativo y su
constitución subsiguiente en basidio, entonces se forma un septo con poro
simple, que al obturarse, mediante unos materiales de estructura similar
a los cuerpos de Woronin, separa al basidio de la célula teleutospórica
que lo originó (fig. 14). En este momento la célula teleutospórica apa-
rece totalmente degenerada y casi vacía, pudiéndose observar únicamente
residuos membranosos y vacuolas, resultantes de la utilización de las
reservas grasas durante la germinación.

DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en el curso de este estudio ponen de relieve
una serie de aspectos micro y ultramicroscópicos, dirigidos hacia el es-
clarecimiento de los procesos de formación y germinación de la teleutos-
pora de Puccinia malvacearum Mont.

Con el microscopio óptico se ha visto cómo la teleutospora de P. mal-
vacearum es capaz de germinar, en ambiente húmedo, dando lugar a un
tubo germinativo. Este hecho ya fue observado por DE BARY, hace
aproximadamente un siglo (1887), quien también notó cómo el tubo ger-
minativo procedente de las teleutosporas de las royas presentaba un
crecimiento limitado, siendo denominado por este autor con el nombre
de «promicelio», que en este caso equivale a basidio. Cuando el creci-
miento de este promicelio o basidio cesa, entonces se producen esporas
de segundo orden llamadas por DE BARY «esporidios», que son las basi-
diosporas.

Todos estos hechos observados en P. malvacearum* no hacen más que
confirmar los resultados obtenidos por DE BARY anteriormente emplean-
do otras royas. La literatura micológica actual es rica en estudios sobre
germinación de distintos tipos de esporas, como lo demuestra la reco-
pilación de trabajos de esta clase hecha por HAWKER (1966) ; sin embargo,
muy poco se ha publicado sobre la germinación de teleutosporas, lo cual
dificulta la interpretación completa en esta modalidad de germinación.
Algunas esporas necesitan para su germinación la presencia de glucosa,
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como ocurre con las esporangiosporas de ciertas especies del género
Rhisopus, mientras que otras germinan en presencia de agua estéril;
siendo este el caso de la germinación de los conidios de Cunninghamella
elegans Lender y Botrytis cinerea Fr. (EKUNDAYO, 19(55). En todos estos
•ejemplos las esporas sufren un aumento de tamaño, por imbibición de
agua, que puede llegar a ser de veinte veces el tamaño original en estado
seco. No obstante lo dicho, en el caso de las teleutosporas de la P. mal-
vacearum, no hemos observado ningún aumento apreciable en su tamaño,
y la germinación se realiza perfectamente en ambiente con humedad
.adecuada. Al ser ésta una espora de resistencia, es muy posible que
cuente con suficientes reservas nutricias como para no necesitar de nin-
gún aporte externo durante la germinación.

Los resultados obtenidos al microscopio óptico, relativos a la tabica-
ción del basidio y posterior formación de basidiosporas, no son tan claros
como los anteriores, debido a la fragilidad del basidio, que hace que se
deforme con suma facilidad al montar la preparación microscópica. No
obstante, se puede apreciar en la secuencia de microfotografías, cómo se
•originan los tabiques transversales y cómo las basidiosporas globosas se
desprenden de los esterigmas.

Las observaciones ultramicroscópicas nos permiten hacer ciertas con-
jeturas sobre la formación de la teleutospora, basándonos además en los
importantes datos publicados, a este respecto, por grandes autoridades
dentro de la Micología. Durante los últimos veinte años se han llevado
a cabo importantísimos estudios acerca de la ontogenia de los conidios
•que se producen a partir de hifas, con vistas al establecimiento de una
taxonomía de los Deuteromycetes más natural (HUGHES, 1953; SUBRA-
MANIAN, 1962; TUBAKI, 1966). En 1970 HUGHES ha realizado un extraor-
dinario trabajo en este sentido, haciendo una exposición sobre la génesis
de las diversas formas de esporas en los Uredinales, tomando como
referencia la mejor estudiada producción de conidios en los Deuteromy-
cetes. De esta forma, HUGHES considera que las teleutosporas de los
Uredinales se pueden originar de tres formas distintas; de entre las
cuales las de las Pucciniaceae lo hacen como las uredosporas, es decir,
igual que los simpodioconidios; produciéndose terminalmente sobre
hifas dicarióticas de crecimiento limitado. En este proceso de formación
de teleutosporas está incluida naturalmente la Puccinia malvacearum.

Las observaciones ultramicroscópicas, aquí obtenidas, parecen indicar
cómo se origina la teleutospora a partir de las células dicarióticas espo-
rógenas, y cómo se forma el tabique transversal de la teleutospora por
acumulación y fusión de los materiales aportados por vesículas proce-
dentes del retículo endoplásmico. Fenómeno común ya observado en la
formación de septos en otros hongos (HAWKER & GOODAY, 1967).

Una vez formado el septo, éste presenta en el centro un poro simple,
típico de los Ascomycetes, el cual también está presente en las hifas
vegetativas y en el basidio. Este hecho habla en favor de la posición
taxonómica intermedia de los Uredinales, entre Ascomycetes y Basidio-
mycetes.
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Con la maduración de la teleutospora, en P. malvacearum, se hace
posible el apreciar las tres capas que constituyen su pared celular, que al
presentar distinta densidad a los electrones se pueden distinguir perfec-
tamente entre sí. Cuando la germinación se inicia, la pared celular del
futuro basidio aparece continua con la de la capa más interna de la teleu-
tospora. Este hecho ya ha sido observado en la germinación de los coni-
dios de Botrytis cinerea (HAWKER & HENDY 1963). Por otro lado, se ha
visto que en la germinación de las esporas de varias especies de Rhisopus
(HAWKER & ABBOTT, 196ft) y de Fusarium culmorum (Smith) Sacc. (MAR-
CHANT, 1966) tiene lugar la formación de una capa nueva en la parte inter-
na de la pared celular de las esporas, a partir de la cual se origina el tubo
germinativo. A partir de una pared celular nueva se originan también,
las hifas intrahifales en Sclerothiia fructigena Aderh. & Ruhl. (CALONGE,
1968); mientras que en especies de Tomentella (CALONGE, 1969b), no
hay producción de ninguna nueva pared en la formación de las hifas
subhimeniales a partir de las subiculares.

Con respecto a la apertura del poro germinativo durante la germina-
ción, en el caso de Fusarium culmorum, esta tiene lugar por degrada-
ción enzimática (MARCHANT, 1966), mientras que en Botrytis cinerea, es
por acción mecánica (HAWKER & HENDY, 1963). Nosotros pensamos que
en Puccinia malvacearum, las evidencias contenidas en las microfotogra-
fías electrónicas parecen estar en favor de que la apertura del poro ger-
minativo se verifica eminentemente por presión mecánica, sin descartar
totalmente la posibilidad de alguna leve acción degradativa enzimática.

Una vez ha tenido lugar el desarrollo completo del tubo germinativo,
y antes de constituirse en basidio típico, se forma un tabique con poro
simple que actúa separando definitivamente el citoplasma del tubo ger-
minativo del citoplasma materno de la célula teleutospórica. Este septo
aparece con el poro taponado mediante unos organillos de estructura
semejante a la de los cuerpos de Woronin, que son muy frecuentes en
los hongos (CALONGE, 1969C).

Los intentos llevados a cabo para tratar de ver la ultraestructura del
basidio y basidiosporas de P. malvacearum, no han tenido éxito hasta
el momento presente debido a su gran fragilidad; que hace que se defor-
men y degraden extraordinariamente durante el proceso de fijación,
deshidratación e inclusión.
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RESUMEN'

En el transcurso de este trabajo de investigación se ha observado
el hongo Puccinia malvacearum Mont., tanto por métodos microscó-
picos como ultramicroscópicos.

Al microscopio óptico se ha visto la teleutospora antes y después de
la germinación, así como la formación del basidio y de la basidiosporas ;
confirmando en .todo momento los resultados previamente obtenidos por
otros autores que han trabajado con este hongo.

Al microscopio electrónico se han estudiado, por primera vez, la es-
tructura interna de la teleutospora y de los constituyentes celulares que
la integran. La combinación de ambos tipos de observaciones nos ha
permitido una mejor interpretación de los fenómenos que tienen lugar
durante la formación y germinación de esta espora de resistencia. A la
vista de los resultados conseguidos podemos llegar a emitir las siguien-
tes conclusiones:

1. La teleutospora de P. malvacearum puesta a incubar en cámara
húmeda, a la temperatura del laboratorio, germina en el plazo de seis a
diez horas, dando lugar a la formación posterior de basidios y basidios-
poras, dentro de las treinta horas siguientes. Para estos estudios siem-
pre se usaron teleutosporas frescas.

1. La germinación de las dos células de cada teleutospora puede
ocurrir de manera simultánea o no, siendo siempre de forma indepen-
diente.

!$. Tanto las células madre de las teleutosporas, o células esporó-
genas, como las células teleutospóricas son dicarióticas; pero mientras
las primeras presentan un contenido en lípidos pobre y una pared celu-
lar fina (0,5 micras) constituida por una sola capa, las segundas apare-
cen cargadas de materias lipídicas de reserva y su pared celular se en-
grosa (hasta i micras) pudiéndose diferenciar en ella tres zonas o capas,
bien delimitadas al microscopio electrónico.

4. El septo transversal de la teleutospora, que presenta un poro sim-
ple, se origina a partir de pequeñas vesículas procedentes del retículo
endoplásmico.

5. La germinación de la célula teleutospórica se realiza a través
del poro germinativo, previa desintegración del material que obtura al
citado poro. Esta desintegración parece estar motivada por la acción
de una presión mecánica procedente del interior de la espora, aunque
no se elimina la posible actuación, a la vez, de alguna intervención en-
zimática.

6. El tubo germinativo, o futuro basidio, se inicia a partir de la
capa más interna de la pared celular de la teleutospora, sin que tenga
lugar la formación de ninguna nueva capa en la pared de la espora.

7. Una vez el basidio se ha desarrollado, se forma un septo, con
poro simple, que actúa separando definitivamente la célula teleutospó-
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rica del basidio, mediante la obturación del poro con substancias de es-
tructura similar a los cuerpos de Woronin.

8. Finalmente, se confirma aquí un caso más, dentro de los Uredi-
nales, de la existencia de septos con poros simples en estos hongos ; lo
que demuestra su posición de tránsito filogenético entre los Ascomy-
cetes y los Basidiomycetes.

SUMMARY

«Micro and ultramicroscopic aspects of Puccinia malvacearum Mont.»
A series of observations on the structure of P. tmlvacearum, both

by light and electrón mkroscopy, is shown in this paper. Despite the
studies already done on the cytology, morphology and life-cycle of this
rust, the present work is the first one, as far as we are concerned, whe
re the ultrastructural features of this fungus are described. The corre
lation between the microscopic data and the ultramicroscopic observa-
tions allows us to arrive at the following conclusions:

1. The teliospore of P. malvacearum is able to germinate in a damp
chamber at room temperature. The germination initiates within C to
10 hr., and the basidium and basidiospores complete their formation
within the following 30 hr. For these experiments we always used fresh
teliospores.

2. The germination of the two teliospore cells may happen simul-
taneously or not, being always independent from each other.

3. The teliospore mother cells show two nuclei, abundant mitochon-
dria and endoplasmic reticulum, buh they are poor in lipid bodies. Their
cell wall is one-layered and aproximately 0,5 \x thick. The teliospore cell
has two nuclei, but it is very rich in lipid bodies and exhibits a three-
layered cell wall, which can reach -í ji in thickness.

i. The transverse septum of the teliospore is formed from the depo-
•sition of vesicular material coming from the endoplasmic reticulum. This
.septum has a simple central pore.

5. The plug of the existent germ pore of the teliospore cell is
foroken down by mechanical pressure rather than by enzymic activity.

(>. The germ tube originates from the internal layer of the telios-
pore cell wall. No formation of any new cell wall layer occurs here.

7. Once the germ tube completes its growth, a new septum with
plugged simple central pore is laid down, which separates the germ
tube, or young basidium, from the teliospore cell.

8. The presence of septa with ascomycetogenous pores in this rust,
ís an evidence more of the critical position of the Uredinales between
the Ascomycetes and the Basidiomycetes.
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