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RESUMEN. Se emplearon diferentes métodos para el andlisis cuan-
titativo de los propagulos de los Oomycetes presentes en agua y
materia organica flotante del rio Santiago y afluentes (Buenos Ai-
res, Argentina). Se comentan aspectos tales como presencia y dis-
tribucién estacional de estos hongos zoospéricos en distintos tipos
de muestras. El mayor nimero de especies fue obtenido en agua
y en materia organica. Las zoosporas y sus quistes fueron los pro-
pagulos predominantes en agua, los que mostraron dos perfodos
anuales de maxima produccién: primavera y otofio.

ABSTRACT. Quantitative study of the Oomycetes from Santiago
River and affluents (Buenos Aires, Argentina).

Different methods were developed for the quantitative estimation
of the propagules of Qomycetes fungi present in freshwater and
floating organic matter from Santiago River and affluents (Buenos
Aires, Argentina). The occurrence and seasonal distribution of
these zoosporic fungi in different kinds of samples were also
discussed. The greater number of species was obtained from water
and organic matter samples. Zoospore and zoospore cysts were
found to be the predominant propagules in water which showed
two annual periods of peak availability: spring and autumn.

INTRODUCCION

Los hongos acudticos zoospéricos, prin-
cipalmente representados por aquéllos
pertenecientes al O. Saprolegniales (Cl.
QOomycetes), completan su ciclo de vida,
o desarrollan parte de él, en el agua,
siendo el medio en el que liberan y pro-

pagan las zoosporas y/o gametas (Coo-
ke, 1961; Hudson, 1986).

El valor biolégico de las zoosporas de
estos organismos saprobios y/o parasi-
tos residirfa en su poder para seleccio-
nar el sustrato sobre el cual se
establecen en virtud de su taxismo (Fis-
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cher & Werner, 1958; Carlile & Machlis,
1965: Machlis, 1969).

Segtn Sparrow (1968), los sustratos ta-
les como quitina, queratina, celulosa y
otros, son invadidos en la naturaleza de-
bido a la fuerza selectiva de las zoospo-
ras del hongo. Es por ello, que la
técnica de cebado, ha permitido la ob-
tencién de distintos tipos de hongos es-
pecializados fisiolégicamente para la
distincién de sustratos de composicién
quimicamente diferentes. El sustrato no
s6lo es importante por proveer los re-
querimientos fisico-quimicos a las espe-
cies, sino que ademds brinda una
superficie o matrix para la penetracién
del propédgulo, con un 4rea relativa ex-
puesta al agua,

El habitat y el sustrato deben ser consi-
derados como un aspecto del medio
para realizar una aproximacién més
ajustada, ya que el segundo puede tener
distinto significado ecoldgico segiin el
sitio donde se lo considere.
Willoughby (1962); Dick (1970); Hallett
& Dick (1981) encontraron los mismos
patrones de distribucién y abundancia,
para especies de Saprolegniales halla-
das en ambientes lacustres de Inglate-
rra, con una flora principalmente
abundante en aguas superficiales de las
margenes del lago, y pobremente repre-
sentada en su porcién central.

De este modo, la zona con alto conteni-
do de plantas y animales, provee los sus-
tratos que son continuamente introdu-
cidos en las margenes, a los que se su-
man los de origen terrestre y acuético
por descarga hacia el interior del lago,
a través de una via de ingreso o afluen-
te. A esto se agregan los propagulos que
ingresan directamente y que contribu-
yen a ampliar la diversidad de especies
y su abundancia.
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El presente trabajo tiene como objetivos

analizar el nimero de cepas y el conte-
nido de propagulos de los Oomycetes,
en distintos tipos de muestras obtenidas
en el rio Santiago y afluentes, siendo un
ambiente cuyos parametros naturales se
hallan alterados por un alto grado de
contaminacién antrépica (Steciow, en
prensa a y b).

MATERIAL Y METODOS

El 4rea de muestreo corresponde al sis-
tema formado por el rio Santiago y
afluentes (Ensenada, Prov. Buenos Ai-
res), siendo un ambiente muy modifica-
do, con aportes de los efluentes del polo
petroquimico e industrial de sus marge-
nes, por lo que el agua y las costas apa-
recen cubiertas con hidrocarburos y
combustibles.

Los sitios de muestreo fueron: isla Bor-
sani, arroyo El Zanj6n, Destacamento,
Boya 2740 y Cuatro Bocas (Steciow, en
prensa a).

Las especies se obtuvieron mensual-
mente de agua superficial (no mas de
20-30 cm), suelo (obtenido del fondo, a
una profundidad de 2-5 m) y de materia
org4nica flotante (hojas, ramas, etc.) ce-
badas con semillas de cifiamo y Brassi-
ca sp., de acuerdo a las técnicas
convencionales (Johnson, 1956; Spa-
rrow, 1960; Seymour, 1970). Se analizd
el nimero de cepas en cada tipo de
muestra de los afios 1987-1988.

Las muestras de suelo se coleccionaron
en frascos esterilizados y en laboratorio
se procedié a colocar 10 g de peso hd-
medo por cada caja de Petri cubriéndo-
se con agua destilada esterilizada.
Luego que las particulas se asentaron,
se adicionaron 5 mitades de semillas de
cafiamo y/o Brassica sp. esterilizadas.
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Estos cultivos se mantuvieron a tempe-
ratura ambiente. Cuando el micelio del
hongo desarrollé sobre el cebo (usual-
mente después de 24 a 72 horas), se
procedid a removerlo y a lavarlo com-
pletamente con una corriente de agua,
para luego transferirlo a otra caja con-
teniendo agua destilada esterilizada, ala
que se adicioné nuevas mitades de se-
millas de cdflamo.

Las muestras de agua y de materia or-
ginica flotante se cebaron de la misma
manera que las anteriores.

El célculo del contenido de propigu-
los/1 de agua fue realizado de acuerdo
a la metodologfa empleada por Wi-
lloughby (1962), y continuada por Wi-
lloughby & Collins (1966); Ji & Dayal
(1966); Hallett & Dick (op. cit). Se co-
locaron alicuotas (5 ml), en cajas de Pe-
tri que contenfan 10 ml de agar harina
de maliz, justo antes de solidificar; lue-
go, se separaron 8 sectores triangula-
res, del mismo tamafio por cada caja de
Petri, que se colocaron en agua destila-
da estéril, a temperatura ambiente, por
7 dfas. Se emplearon 5 cajas de Petri por
muestra, total 40 en cada estimacion.
Luego de la incubacién, se observaron
los sectores para detectar el crecimien-
to de hifas, contdandose como positivos a
aquéllos que mostraron su crecimiento.
Se partié de la base de que cada sector
que soporta el crecimiento de una espe-
cie, tiene originalmente un solo prop4-
gulo (zoospora), aplicdndose la distri-
bucién de Poisson para el cilculo de
sectores esperados con mas de 1 propa-
gulo.

Ya que estos hongos resultaron ser muy
abundantes en la materia orgénica vege-
tal, se utilizé una modificacién de la téc-
nica de Dick (1966): se separaron 100 g
de materia orgdnica himeda (peso fres-

c0) y se procedid a triturarla en 500 ml
de agua en una procesadora, durante 3-5
minutos. Luego, se filtré por un tamiz
de 1,5 mm, el residuo de mayor didme-
tro (identificado como restos vegetales),
se fraccioné en porciones de 10 g que
se colocaron en cajas de Petri con agua
destilada esterilizada y 5 semillas de
Brassica sp.

La suspensién liquida recogida se volvié
a desintegrar durante 3 minutos y se
dejé decantar por 15-20 minutos. Se evi-
denciaron 2 porciones: el liquido sobre-
nadante y el detrito. De cada uno de
ellos se colocaron por cada caja de Petri
unos 20 ml con 5 semillas de Brassica
sp.

Por fraccién se estimé (por 100 g de
peso fresco):

% Frecuencia de géneros en cada frac-

cién de materia orgénica=

N? total de semillas con Oomycetes X 100
N°® total de semillas (50)

RESULTADOS Y DISCUSION

Las muestras de agua y materia organi-
ca resultaron ser las mds satisfactorias
para el aislamiento de estos hongos, so-
bre todo en zonas con mayor vegetacién
circundante, tales como isla Borsani,
arroyo El Zanjén y Boya 2740 (Cuadro
1). En cambio, en las zonas con aguas
de mayor movimiento y/o con hidrocar-
buros, como Destacamento y Cuatro Bo-
cas, la materia orgénica, por lo general,
fue escasa, mientras que el agua mostré
valores ligeramente superiores en el nu-
mero de cepas aisladas.

En las muestras de suelo, por lo gene-
ral, los hongos no fueron aislados (o es-
casamente), en parte debido a la
presencia de hidrocarburos y metales
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Cuadro 1. Ntimero de cepas obtenidas a partir de los distintos tipos de muestras.

P: primavera V: verano O: otofio I: invierno

Is. Borsani A El Zanjéon  Destacamento  Boya 274-0 Cuatro Bocas

Muestra PVOI PVOI PVOI PVOIl PVOI
Suelo 5231 3020 0020 2010 0000
Agua 14 811 6 7606 4 5352 5334 3332
Mat. Orgénica 10 612 4 8784 4020 5345 1010
Total 29162611 1813168 9382 12 6 8 9 4342
pesados en el sedimento que se deposi- 0,7
ta en las margenes y, sobre todo, en el
fondo del rio. En dreas mds alejadas de 5 0.6
la influencia de estos contaminantes, se E
aislaron especies tales como: Allomyces g e
arbuscula, Isoachlya toruloides, Protoa- —g: 0.4
chlya sp. ‘§
Es importante destacar que los tres ti- _;‘ 0,3
pos de muestras colectadas resultan ser 'jﬁ‘
complementarias para conocer la flora g 0.2
fiingica del ambiente. E

" 0,1
En Isla Borsani se obtuvo la mayor pro-
porcién de cepas aisladas a partir de los 0 i ! i .
tres tipos de muestras. 0 0.2 0.4 0.6 0,8

Con la metodologia empleada, basada
en el andlisis de los sectores triangula-
res, se realizd la estimacion del conte-
nido de Oomycetes expresado en
propagulos/1.

Para realizar las correcciones se calcu-
laron las medias observadas de sectores
positivos correspondientes a las reales,
estimadas para valores desde 0,1 a 1
propagulo por sector (Fig. 1).

La estimacion del contenido de propagu-
los/l se realizé mensualmente a la altu-
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Media observada de sectores positivos

Fig. 1. Correccién para inoculaciones
muiltiples empleadas en la estimacién de
Oomycetes.

ra de la Isla Borsani, a partir del mues-
treo correspondiente a junio/87 (Cua-
dro 2). El cdlculo estacional fue:
primavera: 400 * 16 (39,10%); verano:
208 + 82 (20,33%); otofio: 277 + T4
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Cuadro 2. Nimero de sectores positivos y estimacién del nimero de propagulos/1

en isla Borsani.

MES N® de sectores positivos N¢ de propagulos/I1
junio/87 3 160
julio/87 2 96
agosto/87 3 160
setiembre/87 7 368
octubre/87 8 416
noviembre/87 8 416
diciembre/87 3 160
enero/88 7 368
febrero/88 2 96
marzo/88 3 160
abril/88 5 256
mayo/88 8 416

(27,08%); invierno: 138 + 21 (13,49%); to-
tal: 1023.

Comparando estos datos con los obteni-
dos por Steciow, en prensa a, sobre se-
millas de Brassica sp. se obtuvieron
resultados similares: primavera: 38,2%;
verano: 20%; otofio: 28,6%; invierno:
13,2%. Del mismo modo, los propagu-
los/1 alcanzaron mayor proporcién en
primavera, con valores intermedios en
otofio y verano, siendo menor la abun-
dancia en los meses de invierno.

El cebado de las muestras de agua y el
célculo de propagulos resultan ser 2 mé-
todos favorables para detectar la abun-
dancia de los Oomycetes en los sitios
de muestreo y brindar un conocimiento
mds acabado de la presencia in situ, eli-
minando las posibles desviaciones intro-
ducidas con la aplicacién de un solo
método. Las diferencias existentes, en
la correlacién de los resultados obteni-

dos por ambos métodos, pueden deber-
se a la temperatura del agar, que en al-
gunos casos, al no estar a una minima,
podria afectar el nimero de zoosporas
posteriormente viables. También el ma-
yor porcentaje de frecuencia podria de-
berse a que las semillas empleadas,
resultan ser sustratos mejor aprovecha-
dos (amino4cidos) y mds favorables que
el agar harina de maiz (Khulbe et al.,
1983), para el crecimiento de estos hon-
g0S.

El método de cebado de las cajas por el
agregado de un sustrato favorable (se-
millas), facilita el reconocimiento efecti-
vo de las zoosporas libres o enquistadas
traidas en las muestras de agua, mien-
tras que el andlisis de los sectores trian-
gulares pone en evidencia la presencia
de Oomycetes, a partir no sélo de las
zoosporas, sino también de oosporas,
yemas o micelio, que luego germinan.
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Cuadro 3. Frecuencias de los géneros encontrados en las 3 fracciones.

Género Primavera  Verano Otofio  Invierno Fr min - Fr mix.
Achlya 54 22 40 10 10-54
Residuo Dictyuchus 46 70 50 30 30-46
Vegetal Pythium 28 14 30 18 14-30
Saprolegnia 30 58 24 26 24-58
Achlya 30 30 40 10 10-40
Sobre- Dictyuchus 50 50 70 40 40-70
nadante Pythium 24 25 34 26 24-34
Saprolegnia 24 10 20 0 0-24
Achlya 10 0 6 0 0-10
Detrito Dictyuchus 60 0 24 10 0-60
Pythium 20 2 8 0 0-20
Saprolegnia 10 20 4 0 0-20

Se analiz6 1a frecuencia de los Oomyce-
tes aislados en restos de materia orga-
nica de la Isla Borsani, donde la
cantidad de ramas, hojas, tallos, etc. en
suspension es muy abundante a lo largo
del afio (Cuadro 3).

Los géneros Achlya, Dictyuchus,
Pythium y Saprolegnia, estuvieron pre-
sentes durante todo el afio. Para Achlya
y Saprolegnia la mayor frecuencia (54 y
58%, respectivamente) fue obtenida en
el residuo vegetal; para Dictyuchus y
Pythium en el sobrenadante (70 y 34%,
respectivamente).

De esta forma, se pone de manifiesto la
presencia de los Oomycetes, a partir de
estructuras de reposo (oosporas) o ve-
getativas (micelio), las cuales est4n re-
presentados por los mismos géneros
encontrados en agua.

En cuanto a la abundancia de estos hon-
gos, existe poca informacién, as{ como
en relacion a su actividad en los ambien-
tes acuaticos. Entre las técnicas emplea-
das para su deteccién figuran: a)
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andlisis de los sustratos naturales; b) ce-
bado de las muestras; ¢) incorporacién
de alicuotas de agua colectada en cajas
de Petri con medio agarizado, 1a que
con algunas variantes es la mas difundi-
da. De acuerdo a ello, Willoughby (op.
cit.), establecié que el nimero de pro-
pagulos viables da un {ndice de la rela-
tiva actividad de los distintos géneros y
especies presentes. En varios lagos de
Inglaterra, el autor encontré correlacion
de la mayor abundancia con la cantidad
de lluvia cafda y el consiguiente aumen-
to del nivel de las aguas y de la materia
organica llevada hacia las margenes,
con un descenso del nimero de propa-
gulos en el centro de los cuerpos de
agua,

En el rio Santiago, las especies de
Achlya resultaron ser mds numerosas
que las de Saprolegnia; el género Dic-
tyuchus, estuvo representado por D. mo-
nosporus durante todo el afio: las
mayores frecuencias ocurren en prima-
vera, de la conjuncién de factores tales
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como materia orgénica flotante, tempe-
ratura y mayor oxigenacioén (Steciow, en
prensa a). La cantidad de propdgulos
encontrada puede considerarse como
abundante, dadas las condiciones del
4rea estudiada, modificada constante-
mente por factores antropogénicos.

Los niveles de zoosporas detectados,
son indicativos de la presencia de una
poblacién miceliar activa; teniendo en
consideracién la corta vida media de las
zoosporas, los picos estacionales dan
cuenta de la presencia de una biomasa,
que origina y pone en libertad a las es-
poras moviles (Hallett & Dick, op. cit.).

Bajo condiciones estables del ambiente
predomina la forma asexual en el ciclo
de vida, es decir la producciéon de dis-
tintas clases de zoosporas y sus quistes;
la distribucién poblacional puede verse
afectada por su agregaciéon. La germina-
cion de la oospora puede mostrar varia-
ci6n por las condiciones del medio o
seguir un patrén genotipicamente deter-
minado por lo que tiene un papel ecolé-
gico diferente para cada especie (Dick,
1992).

De esta manera, con la metodologfa em-
pleada se puso en evidencia la abundan-
cia de las Saprolegniales. Asimismo se
han desarrollado otras técnicas que em-
plean pasta de papel celuldsica a tempe-
ratura ambiente (Willoughby et al.,
1984) y un medio nutritive con primari-
cina, el que se adiciona a cajas de Petri
con hidroxietil celulosa (Celio & Pad-
gett, 1989). Segiin este método, los re-
sultados superarian en un 30% a los
obtenidos por el andlisis de los sectores
triangulares agarizados.

CONCLUSIONES

Las zoosporas y sus quistes fueron los
principales propagulos encontrados en

el agua, mientras que en los restos or-
ganicos resultaron ser m4s abundantes
las estructuras de reposo o vegetativas.
Esta estimacion de la cantidad de zoos-
poras en el agua, es indicadora de la
presencia de una poblacién miceliar ac-
tiva, productora de esporas méviles en
el momento o unas horas antes del
muestreo, teniendo en cuenta su perfo-
do de viabilidad.

La estimacién aproximada de la canti-
dad de zoosporas resulta de la interac-
cién de una serie de factores, como ser
el momento en que se ha tomado la
muestra, el perfodo de mixima presen-
cia en el agua y el empleo de las técni-
cas que tienen distintas eficiencias en
seleccionar los taxa.
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