Boletin Micolégico Vol. 8 (1-2) 86-89 1993

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALGUNAS SAPROLEGNIALES (OOMYCETES)

Monica M. Steciow
Instituto de Botanica ‘‘Spegazzini’’, 53 N° 477,
{1900). La Plata. Buenos Aires. Argentina

Palabras clave: Actividad enzimatica, Saprolegniales, materia organica

Key words: Enzymatic activity, Saprolegniales, organic matter.

RESUMEN

Se ensayé la actividad enzimadtica de algunas
Saprolegniales (Achlya americana, A. apiculata, A.
oligacantha, A. polyandra, A. prolifera, Dictyuchus
monosporus, Isoachlyatouroloides, Saprolegnia diclina
V8. parasitica), en distintos medios solidos. Estas espe-
cies fueron aisladas de materia organica flotante, en Rio
Santiago (Pdo. Ensenada, Provincia de Buenos Aires,
Argentina), y se demostro que poseen actividad
enzimatica, invitro, parala descomposicion de pectina,
celulosa, hemicelulosa, lignina y almidon.

INTRODUCCION

El término de **hongos acuaticos’’ se aplica a todos
aquellos que normalmente completan su ciclo de vida. o
desarrollan parte de €l en el agua. siendo el medio en el
queliberan o propagan las zoosporas y/o gametos (Cooke,
1961; Hudson, 1986).

Los hongos acuaticos zoosporicos, son vulgarmente
conocidos como ‘"mohos acudticos’’. Estan principal-
mente representados por los organismos cuya posicion
sistematica corresponde al Orden Saprolegniales (Clase
Oomycetes)

La importancia de la zoospora de estos hongos
residiriaen su *“poder’’ para seleccionar el sustrato sobre
el cual se establece en virtud de su taxismo. Las zoosporas
pueden responder positiva o negativamente a gradientes
quimicos y pueden dirigirse hacia o fuera del sustrato

SUMMARY

[Enzymatic activity of some Saprolegniales
(Oomycetes).]

The enzymatic activity of some Saprolegniales was
assayed (Achlya americana, A. apiculata, A. oligacantha,
A. polyandra, A. prolifera, Dictyuchus monosporus,
Isoachlya toruloides, Saproiegnia diclina and 8.
parasitica), on different solid media. These species were
isolated of organic matter floating in freshwater of
Santiago river (Pdo. Ensenada, Prov. Buenos Aires,
Argentina). Enzvmatic activity in vitro was proved to the
decomposition of pectin, cellulose, hemicellulose, lignin
and starch.

segun el caso. Entre los Chytridiomycetes y Oomycetes
un nimero de especies exhiben un quimiotaxismo posi-
tivo en relacion a sales minerales y aminoacidos bajo
condiciones de laboratorio, produciéndose el
enquistamiento sobre el sustrato (Fischer & Werner,
19358: Carlile & Machlis, 1965; Machlis. 1969).

En estudios realizados en el Rio Santiago y afluen-
tes (provincia de Buenos Aires) se han encontrado varias
especies de Saprolegniales, 1as cuales crecen sobre ma-
teria organica flotante en descomposicion (hojas, tallos,
etc), provenientes de la vegetacion costera (Steciow,
1988; Steciow, 1993).

El objetivo de este trabajo es demostrar la capacidad
de algunos de estos hongos, de degradar determinados
sustratos organicos naturales in vitro, tales como pectina
(a pH 5y a pH 7). celulosa, hemicelulosa. almidon y
lignina, presentes en las células vegetales de los restos
caidos en el agua del rio.
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MATERIALES Y METODOS

Las especies ensayadas fueron: Achlya americana,
A. apiculata, A. oligacantha, A. polyandra, A. prolifera,
Dictyuchus monosporus, Isoachlya toruloides,
Saprolegnia diclina y S. parasitica. _

Para detectar la actividad pectinolitica se emple6
el medio sélido detallado por Hankin & Anagnostakis
(1975). Este medio contiene: solucién de sales minerales,
500 ml; extracto de levadura, 1 g; agar 15 g; pectina
lavada (citrus o manzana), 5 g; agua destilada, 500 ml.

La solucién de sales minerales contiene por litro:
(NH,),SO,. 2g; KH,PO,, 4 g. Na,HPO,, 6 g; FeSO,. 7H,0,
0,2 g; CaCl,,  mg; H,BO,, 10 ug; MnSO,, 10ug; ZnSO,,
70 ug; CuSO,, 50 ug, MoO,, 10 ug.

Este medio fue calibrado a 2 pH diferentes: pH 5y
pH 7 para detectar 2 enzimas. El medio a pH 5 fue usado
para detectar la actividad de poligalacturonasas (pectina
depolimerasa, pectinasa). El medio a pH 7 fue usado para
detectar la produccion de pectato liasa (pectato-
transeliminasa).

Para cada especie se utilizaron 2 placas de Petri para
ambos pH. inoculdndose 3-4 colonias por placa, las que
fueron incubadas a temperatura ambiente (20° C) por 3-
4 dias. Cada ensayo se repitio 3 veces para todas las
especies. Al cabo de este tiempo las placas fueron inun-
dadas con una solucion acuosa 1% de bromuro de
hexadecil-trimetil-amonio. Este reactivo precipita la
pectina intacta no degradada del medio y pone de
manifiesto las zonas donde la pectina ha sido degradada,
apareciendo como una zona clara. diafana. alrededor de
la colonia.

Para probar la actividad celulolitica de estos
hongos se aplico la técnica para “*screening’” de Theater
& Wood (1982). modificada.

El medio empleado para detectar la presencia de
enzimas celuloliticas es el siguiente:

- solucion convencional de sales (Czapek).

- celulosa: carboximetilcelulosa de alta viscosidad:
0.5%

- agar: Bacto Difco: 1,5%; (pH 3,5).

Se sembraron placas de Petri con 4 inoculos, las que
fueron incubadas por 2-3 dias hasta que las colonias
hayan crecido debidamente. Se realizaron 3 réplicas para
cada especie ensayada. Las placas fueron luego inunda-
das con las siguientes soluciones en la secuencia y
tiempos indicados:

- rojo Congo: 0,1%: 15 minutos.

- lavado con varios pasajes de NaCl | M

- virado con acido acético 5%: 30 segundos.

- lavado final con NaCl 1 M: hasta 3 horas

El rojo Congo muestra una fuerte interaccion o
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afinidad con los polisacaridos con uniones contiguas f-
(1-4) de unidades D-glucopiranosil (8-D glucanos), y una
significativa interaccion con B-(1-3) D-glucanos, y ha
provisto la base para ensayos usados para detectar colo-
nias de microorganismos productores de celulasas. Detal
modo este ensayo pone en evidencia la actividad de las -
D glucanasas usando un sustrato soluble agarizado
(carboximetilcelulosa).

Por el agregado del rojo Congo, el medio adquiere
el color propio del colorante. Luego de 15 minutos las
placas de Peiri fueron lavadas varias veces con una
solucion de NaCl, 1 M, visualizandose la hidrdlisis como
zonas decoloradas (halo didfano) alrededor de la colonia
y rodeando a las hifas. Estas ultimas (frente del micelio)
quedaron teiiidas de rojo; las zonas de hidrélisis pudieron
ser estabilizadas inundando las colonias con solucion de
acidoacético o dcido clorhidrico, 1 M, que cambidel color
del medio (celulosa no degradada), a azul violaceo e
inhibi¢ la posterior actividad enzimatica.

Para estimar la presencia o ausencia de enzimas
capaces de degradar las hemicelulosas, se utilizo el
siguiente medio: agar nutritivo (Difco), mas 0,2% de
xilano.

Luego de 3-4 dias de incubacion las placas de Petri
fueron inundadas con una soluciéon de Iodo; los xilanos no
degradados adquirieron una coloracién oscura, mientras
que la zona donde las hemicelulosas habian sido degra-
dadas se manifestaron como un halo bien definido, claro.
diafano, alrededor de la colonia.

Para determinar la actividad amilolitica se empleo
el medio detallado por Hankin & Anagnostakis (1975).
Este medio contiene agar nutritivo (Difco). mas 0,2%de
almidon soluble, pH 6. ‘

Luego de 4 dias de incubacion a temperatura am-
biente (20° C), las placas fucron inundadas con una
solucién de Iodo. El almidén no degradado se tifio
inmediatamente de azul, mientras una zona amarilla
alrededor de las colonias evidencio la degradacion del
almidon (zonas que aun sin ¢l agregado de lodo fueron
igualmente visibles por su mayor transparencia)

El grado de degradacion de la lignina por los
hongos es dificultoso de precisar, ya que se trata de un
polimero de estructura compleja. y cuyo desdoblamiento
comprende desde la pérdida de un grupo metilo hasta la
completa despolimerizacion de la molécula y ruptura del
anillo bencénico. Sin embargo. es posible ensayar la
desfenolizaciéon de la lignina en la vecindad de las
colonias.

El medio solido empleado es el siguiente: NaNo,,
2g;KC1.0,5g;KH,50,, 1 g:MgSO,.7H,0,0.5 g, FeSO;.
0.1 g; extracto de levadura, 0,5 g; sucrosa, 30 g; agar, 15
g. Indulina AT (lignina comercial). 0.5 g: agua destilada,
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1 litro (Fischer et al., 1983). Las placas fueron incubadas
atemperatura ambiente, por el término de 4 dias; al cabo
de este periodo fueron inundadas con una mezcla de
soluciones 1% FeCl, y 1% K, Fe(CN), en una proporcion
1:1, dejandose en la oscuridad. Lalignina no degradada
adquirié el color azul-verdoso oscuro mientras la
desfenolizacion de este producto se visualizo como una
zona de color amarillo-verdoso alrededor y bajo las
colonias.

Los resultados de la actividad enzimatica de las
especies ensayadas se expresaron, de acuerdo a las si-
guientes caracteristicas:

(+): indica que el halo de la zona degradada o de
hidrélisis es igual a la mitad del radio de la colonia o
menor, en algunos casos coincide con el didametro de la
colonia (halo superpuesto con la colonia). Por lo general

el aclaramiento de la zona degradada es poco intenso y
reducido (*‘test’’ positivo débil).

(++): indica que el radio del halo de la zona de
degradacion es de la misma longitud que el radio de la
colonia. Por lo general se trata de zonas bien definidas y
de un aclaramiento intenso (‘‘test’’ positivo).

(+++): indica que el radio del halo de la zona
degradada es superior a lo expresado en (++): se trata de
zonasbien definidasy deun aclaramiento intenso (*“test’
positivo fuerte).

( -): indica falta de actividad (‘‘test’’ negativo).

RESULTADGS

Los resultados obtenidosde laactividad enzimatica
de las especies ensayadas se detalla en Tabla 1.

Tabla 1

Actividad enzimatica

= escasa actividad.

Especies pectina celulosa  hemicelulosa almidén  lignina
pHS5 pH7
A. americana Humphrey ';'* +% ++ 4 ++ s
A apiculata de Bary - ++ + +++ / i
A. oligacantha de Bary + + ++ ++ / /
A. polyandra Hildebrand ! % ++ ++ HEI g e
A. prolifera Nees / / / / SEUE ++
D. monosporus Leitgeb - +¥ +% G4 +% L
I toruloides Kauffman & Coker ++ + - et ++ ++
S. diclina Humphrey +' + +k ek +% +
S. parasitica Coker Sa + +¥ + +% o
Observaciones:
* = halo superpuesto a la colonia. / = no se determino la actividad enzimatica.

- = gin actividad

De las 8 especies que crecicron sobre la celulosa.

Rosatoetal., 1981), de modo de poder estimar un anali-

hemicelulosa v pectina. se analizé la produccion sis comparativo. en forma cuantitativa. de las enzimas
enzimatica que fue expresada por la relacion diametro de producidas por las distintas especies (Tabla 2).

la colonia/diametro del halo (Foster & Davis. 1949
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Tabla 2

Especies Celulosa Hemicelulosa Pectina

pHS pH7
A. americana
Humphrey 0,3983 04113 0,8925 0,8787
A. apiculata
de Bary 0,7750 0,4194 - 0,5976
A. oligacantha
de Bary 0,5833 0,7200 0,8194 0,7474
A. polyandra
Hildebrand 0,6265 0,4494 0,8680 0,7968
D. monosporus
Leitgeb 1,0000 0,8518 - 1,0000
I toruloides
Kauffman
& Coker 0,7237 0,4245' 0,7407 1,0000
8. diclina :
Humphrey 1,0000 0,7601 1,0000 1,0000
S: parasitica
Coker 1,0000 0,8276 1,0000 1,0000

Actividad pectinolitica: De acuerdo con los resul-
tados presentados en las Tablas 1 y 2, la actividad
pectinolitica de las especies de Achlya, Saprolegniay de
Dictyuchus monosporus fue escasa (+); en ocasiones fue
mayor para Achlya spp. e I. toruloides a diferentes pH
(++)

Actividad celulolitica: La actividad celulolitica
fue mayor para las especies de Achlya (++) que para las
especies de Saprolegnia (+), Dictyuchus (+) e Isoachlya
().

Actividad sobre hemicelulosas: Ain mayor resul-
t6 ser la degradacion de hemicelulosas para las especies
de Achlya, conunaactividad dada por (+++), al igual que
I toruloides, siendo menor la degradacion efectuada por
Saprolegnia spp. (++y +).

Actividad sobre almidén y lignina: Con relacion
al almidon y la lignina los resultados fueron similares,
mostrando mayvor actividad las especies de Achlya e
Isoachlya (++) y menor actividad las especies de
Saprolegnia y D. monosporus (+)

DISCUSION

Los organismos bidtrofos y saprétrofos necesitan
ciertas enzimas con la finalidad de utilizar sustratos
nutritivos a expensas de los cuales viven. Estas enzimas
degradativas producidas por los hongos son importantes
en la infeccion del hospedador, el deterioro o descompo-
sicion de la materia organica (Unestam. 1966).
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Estos hongos resultan ser abundantes sobre materia
organica en descomposicion encontrada en Rio Santiago
(Ensenada, Prov. Buenos Aires) y losensayos enzimaticos
realizados ponen en evidencia que éstos juegan un
importante papel en el recambio de nutrientes. Las
especies utilizadas pertenecientes a los géneros Achlya,
Dictyuchus, Isoachlya v Saprolegnia demuestran tener
una produccion de enzimas degradadoras de pectinas,
celulosa, hemicelulosas, almidon y lignina. Unestam
(1960), observo que una cepa de Saprolegnia sp y de
Pythium sp no poseian enzimas celuloliticas detectables
por los métodos empleados. Sin embargo, se han realiza-
do experiencias que ponen a prueba la presencia de tales
enzimas en el tltimo género (Deacon, 1979; Park, 1980;
Thompstone & Dix, 1985) y la técnica empleada en las
especies ensayadas dan resultados que demuestran la
actividad celulolitica de estos hongos. Ademas Gleason
et al. (1970), confirmaron la actividad amilolitica, y su
capacidad de utilizar hidratos de carbono mas simples,
como glucosa, maltosa y sucrosa, asi como también
establecieron que varios aminoacidos son buenas fuentes
de carbono para las Saprolegniales (tales como alanina,
prolina, glutamato, leucina), corroborando la capacidad
de estos hongos para hidrolizar proteinas, como lo sus-
tenta el crecimiento abundante en semillas de cafiamo
(Gleason et al., 1970; Khulbe et al.. 1983).

Al mismo tiempo, la respuesta positiva de las
zoosporas a las mezclas de aminoacidos, ha sido probada
para las especies de Saprolegnia en relacion a exudados
de raices de plantas (Ho, 1975) y en la produccion y
atraccién de zoosporas en especies parasitas de peces,
como S. diclina, por el dcido glutamico v aspartico, y en
menor proporcion por la glicina y prolina.

El estudio realizado por Willoughby (1974) confir-
ma la participacion activa de estos organismos, encon-
trando que hojas dedistintas plantas deciduas quecaenen
otoiio, pierden rapidamente los materiales solubles y el
50% de los carbohidratos solubles desaparecen luego de
14 dias de inmersion, Durante los primeros meses de
descomposicion, el descenso en el peso seco fue acompa-
fiado en un incremento en el contenido de nitrégeno,
principalmente como proteina, como resultado del au-
mento de la biomasa fungica. va que tratamientos de
tejidos de la hoja con antifiingicos y antibioticos. marca-
ron la reduccién de pérdida de peso y del incremento de
proteinas (Kaushik & Hynes. 1971; Willoughby &
Redhead, 1973). Debe destacarse la habilidad de estos
hongos de acumular nitrégeno, principalmente de com-
puestos solubles en el agua, los que frecuentemente son
deficitarios en este elemento. no dejando de lado la
participacion de otros organismaos en este proceso.

Recientemente, Alberts et al. (1989). ponen en
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evidencia la actividad de enzimas extracelulares en me-
dios sélidos para especies de Achlya, Saprolegria y
Aphanomyces, para las cuales se detectd actividad
hemolitica, hidrélisis de caseina y presencia de
desoxirribonucleasa, en distintas condiciones de labora-
torio. Estas enzimas resultan particularmente importan-
tes para aquellas especies parasitas de peces.

Las especies ensayadas en la presente contribucion,
fueron encontradas en el Rio Santiago, sobre restos de
tallos, hojas, etc., en forma periddica y/o constante; con
el estudio enzimatico realizado ‘‘in vitro’’, en medios
solidos, se comprobo la capacidad de estos hongos

zoospoéricos de degradar determinados sustratos organi-
cos tales como pectina, celulosa, hemicelulosa, almidén
y lignina, presentes en las células vegetales de los restos
organicos caidos al agua del rio, sobre los cuales se fijan
las zoosporas y desarrolla el micelio.
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