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Resumen: Durante un estudio de organismos acuaticos zoospdricos (Saprolegniales,
Peronosporomycetes), los autores encontraron una especie identificada como Protoachlya paradoxa.
Esta es la primera caracterizacién, del género Protoachlya, y de la mencionada especie en Argentina.
En este articulo, se describe e ilustra a P. paradoxa aislada en medio de cultivo, a partir de muestras
de agua y materia organica vegetal, recolectadas en inmediaciones de un campo agricola, por el que
pasa el Arroyo Carnaval, ubicado en el Partido de La Plata, Provincia de Buenos Aires, Argentina,
ubicada en la region Neotropical (dominio chaquefio). Se incluyen una descripcién detallada vy
completa de la especie, observaciones ecoldgicas, e imagenes fotograficas de las estructuras
caracteristicas de la especie y una clave para distinguirla de P. papillata, especie que también fue
encontrada en el Cono Sur de Sudamérica (Brasil, region Neotropical, Dominio Amazonico).
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SOUTHERNMOST OCCURRENCE OF THE GENUS PROTOACHLYA (SAPROLEGNIALES,
PERONOSPOROMYCOTA) IN THE NEOTROPICAL REGION

Abstract: During a study of zoosporic aquatic organisms (Saprolegniales, Peronosporomycetes), the
authors found a species identified as Protoachlya paradoxa. This is the first characterization of the
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genus Protoachlya and the above-mentioned species in Argentina. In this article, we described and
illustrated P. paradoxa isolated in culture medium, from water samples and organic plant material
collected near an agricultural field through which the Carnaval stream flows, in the city of La Plata
(Buenos Aires Province, Argentina), located in the Neotropical region (Chaquefio domain). We
provided a detailed and complete description of the species, ecological observations, and
photographic images of the characteristic structures of the species, as well as a key to distinguish it
from P. papillata, a species that also occurs in the Southern Cone of South America (Brazil,

Neotropical region, Amazonian Domain).

Keywords: Argentina, zoosporic organism, Peronosporomycetes, Protoachlya, Saprolegniales.

INTRODUCCION

Los “mohos acuaticos” zoospdricos per-
tenecientes al Phylum Oomycota = Peronospo-
romycota (Straminipila), se encuentran
naturalmente como saproéfitos, colonizando una
variedad de sustratos organicos (como restos
vegetales en descomposicion o exuvias de in-
sectos), asi también como parasitos de algas,
protozoos, invertebrados, peces, anfibios y ma-
créfitas, tanto en ambientes acuaticos como en
terrestres en condiciones de humedad variable
(Mueller et al., 2004).

A nivel mundial existen numerosos repor-
tes regionales especificos sobre los Peronospo-
romycetes y Chytridiomycetes; sin embargo en
Sudamérica (y en particular en la region Neo-
tropical), son aun escasos, los enfocados al co-
nocimiento de la biodiversidad de estos
organismos. Steciow et al. (2012), mencionan
en su revision bibliografica de los organismos
zoosporicos (Fungi, Straminipila y Protozoa), la
presencia de un total de 434 especies, entre las
que 55, son para Argentina y 68, para Brasil
pertenecientes al Orden Saprolegniales (Pero-
nosporomycetes), citados principalmente para la
regién Neotropical de ambos paises. En Argenti-
na, el nUmero de especies registradas fue incre-
mentado por el hallazgo de nuevas especies y
nuevas citas, presentes en distintos ambientes
de otras regiones biogeograficas del pais
(Steciow et al., 2013, Steciow et al., 2014).

El orden Saprolegniales, es el Unico den-
tro de los Peronosporomycetes que forma zoos-
poras primarias y secundarias biflageladas,
separadas por periodos de enquistamiento (di-
morfismo, con mono, di o poliplanetismo, segln
el género que se trate). Sin embargo, no todos
los géneros poseen ambos tipos de zoosporas,
como ocurre en el ciclo de vida del género Sa-
prolegnia.

El género Protoachlya Coker pertenece a
la familia Saprolegniaceae (clase Peronospo-
romycetes) y comprende ocho especies, con
Protoachlya paradoxa como especie tipo (Index
Fungorum, 2023). Propuesto por Coker (1923),
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el género presenta un tipo de descarga de zoos-
poras similar al género Achlya, donde las zoos-
poras también dispuestas en varias hileras en el
interior del zoosporangio, se liberan formando
un agrupamiento o “cluster”, en el extremo del
esporangio, conocido como descarga aclioide.
Esta ultima es caracteristica del género Achlya,
donde las esporas presentan un comportamien-
to monomorfico, debido a que se generan espo-
ras primarias sin flagelos, y sus quistes se
forman en el extremo del esporangio, germi-
nando luego de unas horas y liberando una zo-
ospora secundaria de tipo reniforme vy
biflagelada.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocur-
re en Achlya, algunos especimenes de Protoa-
chlya pueden presentar una liberacién o
descarga de zoosporas de tipo protoaclioide:
una vez que se liberan las zoosporas primarias,
algunas se alejan nadando del grupo apical mi-
entras que otras permanecen y se enquistan
cerca del poro de descarga (Johnson et al.,
2002, Padgett & Johnson, 2004).

Otra caracteristica de Protoachlya es la
presencia en algunos aislamientos, del tipo de
descarga de las zoosporas saprolegnoide, con la
renovacion de zoosporangios ocurriendo por
proliferacidon interna, una vez que los zoospo-
rangios primarios descargan y liberan sus zoos-
poras biflageladas primarias hacia el exterior.
Esta Ultima caracteristica también se ha obser-
vado, hasta ahora, Unicamente en el género Sa-
prolegnia (Seymour, 1970, Johnson et al.,
2002). Se ha sefialado que la descarga protoa-
clioide es variable de acuerdo con la cepa estu-
diada, pudiendo estar influenciada por algunas
condiciones como la edad del cultivo y su ori-
gen, o simplemente su ausencia puede ser una
caracteristica inherente del aislamiento estudia-
do (Gongalves et al., 2017).

Coker (1923) consideré al género Protoa-
chlya, como intermedio entre los géneros
Achlya y Saprolegnia, debido a los caracteres de
su reproducciéon asexual detallados. Aunque la
liberacion de zoosporas primarias es aclioide,
Johnson et al. (2002) consideraron el patrén de
comportamiento de las zoosporas suficiente pa-



ra mantenerlo separado de Achlya. En Protoa-
chlya, las zoosporas primarias estan provistas
de flagelos en el momento de la liberacion, lo
que no ocurre en los representantes del género
Achlya, en el que los flagelos no estan presen-
tes o0 son evanescentes tempranamente.
Steciow et al. (2014) definieron que las especi-
es del género Protoachlya tienen zoosporas di-
morficas (primarias + secundarias), las mismas
que presentan las especies de Saprolegnia.

Hasta el presente, el primer registro del
género Protoachlya para Sudamérica, fue hecho
en Brasil, donde se describié a la especie P. pa-
radoxa obtenida de muestras de agua del Par-
que Estadual das Fontes do Ipiranga, en Sao
Paulo (Rogers et al., 1970). Posteriormente fue
citada como Achlya paradoxa, en un
relevamiento de especies encontradas en Brasil,
habiéndose encontrado en el SE de Brasil (Sdo
Paulo), en el Dominio fitogeografico correspon-
diente a Bosque o Mata Atlantica, cuyo tipo de
vegetacion se corresponde a la Selva Ombrdfila
o Floresta Pluvial (Milanez et al., 2007). Final-
mente, Pires-Zottarelli (2022) la menciona co-
mo P. paradoxa en un listado actualizado de
especies pertenecientes a la microbiota zoospd-
rica de oomicetes del Brasil.

En Argentina, Marano (2009) observé
previo a nuestro presente hallazgo, el
crecimiento del micelio de una cepa de Protoa-
chlya (sobre semillas de sésamo usadas como
cebo) en muestras de agua provenientes de la
Reserva Natural Selva Marginal de Punta Lara
(Pdo de Ensenada). Sin embargo, no se repor-
taron en su trabajo las estructuras sexuales
(oogonios y ramas anteridiales), necesarias pa-
ra realizar una descripcién bibliografica que es-
tablezca una nueva cita.

Mas tarde, se incluyé a P. paradoxa, en
un listado de especies de Saprolegniales, en-
contrada por primera vez en el Arroyo Las
Cafias (Marano et al., 2011), ubicado en Reser-
va Natural de Punta Lara y, posteriormente, en
un estudio ecoldgico realizado a lo largo del Rio
Lujan (Gantes et al.,, 2011). No obstante, en
ninguno de estos trabajos, la descripcién fue
hecha de manera detallada, a partir del
aislamiento y mantenimiento del cultivo de la
propia colonia. Posteriormente, Gongalves et al.
(2017) compararon molecularmente una cepa
brasilera (Protoachlya papillata, DR Gongalves &
CLA Pires-Zottarelli) con una cepa argentina re-
gistrada en el GenBank (EU551149) designada
como Protoachlya sp., por Paul, B. & Steciow,
M., correspondiente al primer aislamiento obte-
nido por Marano (2009), quedando ambas ce-
pas agrupadas en un mismo clado.

El objetivo en este trabajo fue reportar la
presencia de Protoachlya paradoxa Coker y ca-
racterizar el aislamiento (mantenido en medio
agarizado), mediante el reconocimiento de las
estructuras reproductivas desarrolladas en culti-
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vos de agua, sobre sustratos de diferente com-
posicién (técnica de cebado). La caracterizacion
morfoldgica fue complementada con analisis de
secuenciacion que permitieron la identificacidon
molecular del aislado y el analisis filogenético
de la secuencia obtenida.

En esta contribucion, se diferencian
mediante una clave dicotomica (teniendo en
cuenta sus estructuras morfoldgicas reproducti-
vas distintivas), a las dos especies de Protoa-
chlya, citadas para el Cono Sur (region
Neotropical).

MATERIAL Y METODO

ZONA DE ESTUDIO Y SITIO DE MUESTREO

La zona de estudio seleccionada fue la
cuenca superior del arroyo Carnaval, al noroeste
de la ciudad de La Plata, provincia de Buenos
Aires, Argentina, perteneciente a la region Neo-
tropical, dominio chaquefo (Fig. 1). La cuenca
tiene una superficie aproximada de 105 km? y
su canal principal tiene una longitud estimada
de 16 km con una profundidad media de 0,8 m.
La cuenca del arroyo Carnaval se constituye ti-
picamente como un humedal transitorio de la ri-
bera platense segun la clasificacion de Passarelli
et al. (2014).

En la zona de estudio se seleccion6 un si-
tio de muestreo en el arroyo (34° 55’ 24,211” S
y 58° 6’ 39,15” 0), en un area donde confluyen
la produccion de soja y de hortalizas, bajo in-
vernadero y a campo abierto (Fig. 1).

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Siguiendo los lineamientos de Marano &
Steciow (2005) y Perotti et al. (2013), para ais-
lamientos microbioldgicos, se colectaron mues-
tras de agua y vegetacion. Las muestras de
agua fueron tomadas superficialmente en
botellas de vidrio oscuras de 1 L previamente
esterilizadas. La colecta se realizd6 cuidadosa-
mente procurando no producir burbujeo en el
cuello de cada botella, las cuales fueron trans-
portadas al laboratorio, en donde se colocaron
20 mL de agua/ caja de Petri estéril.

Las muestras de vegetacion fresca y en
descomposicién se colectaron en bolsas de
polietileno herméticas. Las especies reconocidas
fueron Alternanthera philoxeroides (Mart.) Gri-
seb., Azolla filiculoides Lam., Cortaderia selloa-
na (Schult. & Schult.f.) Asch. & Graebn.,
Hydrocleys nymphoides (Willd.) Buchenau,
Lemna gibba L., Schoenoplectus californicus
(C.A.Mey.) Sojak, Senecio bonariensis Hook. &
Arn. y Typha latifolia L., identificadas segun el
trabajo de (Lahitte et al., 1997).

Estas muestras de materia organica hua-
meda (100-150 g de hojas, raices, y tallos sus-
pendidos), fueron procesadas en el laboratorio
(10g aprox./caja de Petri) y cubiertos con 20
mL de agua destilada estéril.
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Fig. 1. Ubicacion del sitio de muestreo a lo largo del Ayo. Carnaval, que atraviesa el cinturdn
frutihorticola ubicado en el Partido de La Plata, provincia de Buenos Aires. Argentina.

Fig. 1. Location of sampling site along the Ayo. Carnaval, which crosses the fruit and vegetable belt
in the Partido de La Plata, Buenos Aires province. Argentina.

Para la obtencién de las colonias de las
Saprolegniales, las muestras de agua y materia
organica flotante fueron tratadas mediante la
“técnica de cebado”, incubandolas en cajas de
Petri estériles con semillas de sésamo (Sesa-
mum indicum L.), las que quedaron flotando en
la superficie del agua, actuando a modo de sus-
trato donde se fijan las zoosporas (Johnson,
1956, Sparrow, 1960, Stevens, 1974, Fuller &
Jaworski,1987). Al cabo de 5-7 dias el micelio
aparecido sobre las semillas, las que fueron
transferidas a nuevas cajas con agua destilada
estéril para el desarrollo y consiguiente forma-
cion y maduracion de las estructuras reproduc-
tivas sexuales y asexuales, las que fueron
observadas con microscopio Leitz WETZLAR vy
fotografiadas con camara OPTIKA MICROSCO-
PES C-B5. Las muestras se incubaron en un
rango de temperatura de 15-20 °C.

Ademas de este sustrato celuldsico, se
utilizaron otros dos sustratos naturales alterna-
tivos a modo de cebo, conforme a la metodolo-
gia empleada por Marano (2009), para ver el
desarrollo completo del ciclo de vida de la espe-
cie, sobre sustratos adicionales, como son los
queratinicos (en discos de 5 mm diam. de mu-
das de serpiente estériles) y quitinicos (hormi-
gas estériles).
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La identificacion taxondmica se realizod
empleando los trabajos monograficos de Coker
(1923), Sparrow (1960), Johnson et al. (2002),
Johnson et al. (2005).

Para la caracterizacién de esta cepa se
emplearon cultivos de agua y medios liquidos/
sélidos nutritivos, a 5 °C (Steciow & Oser: CIMC
4: y CIMC 5, obtenidos a partir de agua y mate-
ria organica, respectivamente). Para el mante-
nimiento del aislamiento obtenido, se procedid
al cultivo en diferentes medios naturales (agar
harina de maiz, Bacto TM agar) y sintéticos
(YpSs Emerson), utilizados habitualmente para
su aislamiento y/o conservacién (y para la for-
macion de sus estructuras reproductivas sexua-
les y asexuales), ya que poco se ha descripto
con relacion a este aspecto (Fuller & Jaworski,
1987). Asimismo, las colonias fueron manteni-
das a 5 °C en cultivos de agua, con el agregado
de semillas de sésamo y/o cafiamo cada 5 me-
ses, en el laboratorio del CIM, CONICET-UNLP.

ANALISIS FISICOQUIMICOS

Con el fin de caracterizar las aguas del si-
tio de muestreo, se midieron in situ los parame-
tros fisicoquimicos: temperatura (T) en °C, pH,
oxigeno disuelto (OD) en mg.L! y conductividad



(C) en pS.cm™ con equipo multiparamétrico Lu-
tron WA-2017SD (provisto por Lutron Electro-
nics®). Por otro lado, en el laboratorio se
midieron también por triplicado, en las mues-
tras de agua colectadas los parametros alcalini-
dad y dureza en mg CaCO3/L siguiendo la
metodologia estandarizada APHA (1992), méto-
dos 2320 y 2340, respectivamente.

IDENTIFICACION MOLECULAR Y ANALISIS FILOGENETI-
co

El ADN gendmico se extrajo a partir de
micelio siguiendo la metodologia de Liu (Liu et
al., 2020). La region ITS se amplificé utilizando
los primers ITS1/ITS4 (White et al.,, 1990). El
producto de amplificacién previamente purifica-
do se envib a Macrogen Corea para su
secuenciacién. La identificacion molecular preli-
minar del aislado se realizé analizando y com-
parando la secuencia obtenida con secuencias
publicadas utilizando la herramienta de alinea-
miento local por pares BLAST, de la base de da-
tos GenBank del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI) de EE. UU.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Estos resulta-
dos se complementaron con analisis de filoge-
nia. Para los alineamientos se utilizd el
programa MAFFT v. 7. (http://mafft.cbrc.jp/
alignment/server/index.html) (Katoh et al,,
2019). La secuencia obtenida se alined con se-
cuencias de Protoachlya depositadas en el Gen-

Bank  bajo los  numeros KX555485.1,
HQ643404.1, DQ393555.1, DQ393553.1,
KP098351.1, HQ643403.1, KP006461.1,

EU551149.1, la mayoria P. paradoxa y se utili-
zaron secuencias de Saprolegnia (KT964708,
DQ393548.1) como grupo externo. Los analisis
filogenéticos se realizaron sobre los alineamien-
tos utilizando el software MEGA v. 11 (Tamura
et al., 2021). La historia evolutiva se infirid utili-
zando el método de Maxima Verosimilitud basa-
do en el modelo Tamura 3 (Tamura, 1992) como
el mejor modelo de sustitucién de nucledtidos.
El soporte de la topologia interna de las ramas
del arbol fue determinado por analisis de boots-
trap con 1000 repeticiones. La secuencia se de-
posité en el GenBank como P. paradoxa isolate
Stw-1 y se le asigndé el nimero de acceso
OR271918.

RESULTADOS Y DISCUSION

Protoachlya Coker., in Saprolegniaceae. p. 90.
1923.
Especie tipo: Protoachlya paradoxa Coker

El género se caracteriza por formar colo-
nias monoicas, extensas, con micelio mas denso
y delicado que en Achlya, e hifas mas delgadas.
Zoosporangios cilindricos, subcilindricos a clava-
dos, o alargados y falcados, u obpiriformes, re-
novados de forma cimosa, basipeta, o
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simpodial, y también por proliferaciéon interna,
en donde los zoosporangios secundarios pueden
ser producidos por fuera del orificio de salida
del esporangio primario descargado (descarga
saprolegnoide). Zoosporas dimoérficas, diplanéti-
cas, algunas o todas nadan fuera del orificio de
liberacion, o algunas se enquistan y permane-
cen como una agrupacién laxa en la vecindad
del orificio de salida del zoosporangio (descarga
protoaclioide), ocasionalmente con descarga
dictioide, raramente aplanoide. Yemas usual-
mente presentes, esféricas a piriformes o elon-
gadas. Oogonios laterales, intercalares o
terminales, esféricos, obpiriformes, cilindricos o
piriformes, cuando intercalar. Pared del oogonio,
internamente punteada o no, lisa u ornamenta-
da. Pie del oogonio usualmente corto, simple o
ramificado, frecuentemente laterales en relacion
con la hifa principal. Oosporas poco numerosas,
céntricas o subcéntricas, de una a varias en nu-
mero, ramas anteridiales andrdginas, monocli-
nas o diclinas. Célula anteridial simple,
piriforme, adherida lateral o apicalmente al oo-
gonio.

Protoachlya paradoxa (Coker) Coker, in Sa-
prolegniaceae. p. 91, pls. 26-28. 1923. (Fig. 2)
Achlya paradoxa Coker, Mycologia 6: 285. 1914,
Isoachlya paradoxa Kauffman, Amer. J. Bot. 8:
231. 1921.

Especie monoica, micelio difuso, extendi-
do, alcanzando abundante desarrollo, de 1,0-
2,5 cm a las 2 semanas de sembrado, modera-
damente denso y ramificado. Hifas delgadas y
ensortijadas, 10-21 ym de didm. en la base.
Zoosporangios terminales, angostos, clavados a
cilindricos, rectos o ligeramente curvos, con ex-
tremos marcadamente curvados hacia el apice,
con una prominente papila de descarga, (100-)
175-375 (-700) x 20-50 uym, renovados frecu-
entemente en disposicidn cimosa, basipeta, y
en menor proporcion simpodialmente, o renova-
dos por proliferacién interna. Zoosporas dimor-
ficas. Descarga de zoosporas de tipo aclioide,
muchas de ellas de tipo protoaclioide,
frecuentemente del tipo saprolegnoide, rara-
mente tipo aplanoide; quistes de zoosporas pri-
marias, de 8-12 ym de diam. Yemas presentes,
muy abundantes, esféricas, subesféricas, u ob-
piriformes, raramente cilindricas o irregulares,
terminales o intercalares, a menudo catenula-
das. Oogonios terminales o laterales, algunos
intercalares, raramente sésiles, esféricos u ob-
piriformes, ovales cuando intercalares, muy ra-
ramente constrictos o cilindricos, 40-77 (-100)
um de didm. Pared del oogonio delgada, lisa,
interiormente punteada de manera poco conspi-
cua; pie del oogonio robusto, irregular o curva-
do, no ramificado, de %2 a 2 2 veces el diam.
del oogonio en longitud. Oosporas céntricas o
subcéntricas, esféricas u ovales, (1) 2-5 (15) en
numero, generalmente llenando el oogonio,
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Fig. 2. Protoachlya paradoxa. A. Colonia con abundante micelio aéreo algodonoso, en YpSs agar
(medio de Emerson). B. detalle del micelio, con abundantes yemas, sobre semillas de sésamo en
cultivo en agua destilada estéril. C. Detalle de quistes, dispuestos en la boca del zoosporangio
(descarga aclioide-protoaclioide). D. Hifas con zoosporangios llenos de zoosporas en su interior y
otros descargados, con los quistes agrupados en su extremo. E. Micelio con abundante desarrollo de
oogonios, con oosporas maduras en su interior, en cultivos de agua sobre sésamo y queratina. F.
Detalle de oogonios, de pared externa lisa, con pocas oosporas céntricas-subcéntricas en su interior.
Escalas: B-E, 100 pm, F, 40 pm.

Fig. 2. Protoachlya paradoxa. A. Colony with abundant cottony aerial mycelium on YpSs agar
(Emerson's medium). B. Detail of the mycelium, with abundant buds, on sesame seeds grown in
sterile distilled water. C. Detail of cysts, arranged at the mouth of the zoosporangium (aclioid-
protoaclioid discharge). D. Hyphae with zoosporangia full of zoospores inside and expelling others,
with grouped cysts at the end. E. Mycelium with abundant development of oogonia, with mature
oospores inside, in water cultures on sesame and keratin. F. Detail of oogonia, with smooth outer wall
and few centric-subcentric oospores inside. Bars: B-E, 100 ym, F, 40 pm.

Rev. Biol. Neotrop. / J. Neotrop. Biol., Goiania, v. 20, n. esp., p. 86-97, 2023 (o)



(20-) 25-32 (-38) um de diam., tubos de fertili-
zacion presentes. Ramas anteridiales abundan-
tes diclinas, ocasionalmente andrdginas e
infrecuentemente monoclinas, delgadas, cortas,
retorcidas o irregulares, dispuestas helicoidal-
mente alrededor del pie del oogonio, no ramifi-
cadas, células  anteridiales clavadas o
irrequlares, adheridas apical o lateralmente, tu-
bos de fertilizacién presentes, no persistentes.

Habitat: Especie saprétrofa sobre semillas de
sésamo, obtenida a partir de muestras de agua
(material estudiado) y de materia organica ve-
getal (material estudiado), pardsita de hirudine-
os (Czeczuga et al., 2003a), crustaceos
(Czeczuga et al., 2004), peces (Vishniac & Ni-
grelli, 1957, Sati, 1991).

Distribucion geografica: Alemania, Canad3,
Dinamarca, Estados Unidos de América, Holan-
da, India, Latvia, Polonia, Republica Checa, Ru-
sia, América del Sur (region Neotropical):
Brasil, Argentina (material estudiado).

Material examinado: Argentina. Buenos Ai-
res: Pdo. de La Plata: arroyo Carnaval en su re-
corrido por campo de uso agricola, a partir de
muestras de agua y de materia organica vegetal
flotante (34° 55’ 24,211” S y 58° 6’ 39,15” 0),
13-V-22, leg. Oser. (Steciow & Oser, CIMC 4 y
CIMC 5).

Observaciones: Aunque las estructuras repro-
ductivas sexuales del material de estudio (aisla-
miento) en la presente investigacién coinciden
en forma y tamafio con la descripcion realizada
por Johnson et al. (2002), se observd que, en
cultivos de agua, los zoosporangios son de
mayor longitud, que los descriptos en el corres-
pondiente trabajo monogréafico (lo que también
coincide con lo observado por Marano (2009),
en la cepa encontrada en el Arroyo Las Cafias,
Partido de Ensenada.

En nuestro aislamiento se constaté la
presencia de la liberacion de las zoosporas del
tipo saprolegnoide y renovacion de los zoospo-

rangios por proliferacion interna. En concordan-
cia con Padgett & Johnson (2004), quienes re-
portan que, aunque este tipo de descarga se
produce en el género, el tipo protoaclioide pre-
domina ligeramente en comparaciéon con los de-
mas tipos de liberacion de zoosporas.

IDENTIFICACION MOLECULAR Y ANALISIS FILOGENETI-
co

El resultado del BLAST realizado sobre las
secuencias parciales correspondiente a la region
ITS del aislado Stw-1 (nimero de acceso Gen-
Bank para el ITS OR271918) revelé un grado de
homologia entre 99,5-100% con las secuencias
correspondientes de P. paradoxa depositadas en
GenBank, entre ellas las cepas de referencia
para esta especie (ATCC 44892, CBS 158.45). El
analisis filogenético fue consistente con estos
resultados. El aislado Stw-1 agrupd junto con
las P. paradoxa utilizadas para este estudio en
un clado con alto soporte (100% soporte de cla-
do, 68% de soporte de subclado). Dentro del
clado, pero en otro subclado (98% soporte de
clado), y compartiendo el clado con una Protoa-
chlya papillata, se encuentra el aislado previa-
mente caracterizado en nuestro laboratorio
como Protoachlya sp. Argentina (nimero de ac-
ceso GenBank para el ITS EU551149) (Fig. 3).

CARACTERISTICAS DEL GENERO Y DEL AREA ESTUDIA-
DA

Cabe destacar que hasta el presente, en
el Cono Sur de América (Region Neotropical), se
encontraron solo 2 especies del género Protoa-
chlya: P. paradoxa fue encontrada en Brasil y
Argentina, mientras que P. papillata (actual-
mente nombre valido en lugar de P. hypogyna
[(Coker & Pemberton) Johnson & Seymour] Uni-
camente se ha citado para Brasil, obtenida por
la técnica de cebado a partir de muestras de so-
lucidn nutritiva hidropdnica en cultivos ubicados
en Itapecerica da Serra, Estado de Sao Paulo
(Gongalves et al., 2017).

Estas especies son frecuentemente dife-
renciadas por sus estructuras, por lo tanto, se

CLAVE DE LAS ESPECIES DE ProroacHLya EN EL CONO SUR

1. Micelio con oogonios Unicamente de pared

lisa, ramas anteridiales abundantes,diclinas,

ocasionalmente andréginas e infrecuentemente monoclinas, célula anteridial, apical o late-

.............................................. Protoachlya paradoxa

1'. Micelio con oogonios de pared ornamentada, (raramente lisa), ramas anteridiales escasas,

andréginas o monoclinas,

incluye una clave regional para diferenciarlas:
También se ha sefalado, en diferentes
hallazgos de P. paradoxa, que dificilmente de-
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raramente diclina,
.................................................. Protoachlya apillata

célula anteridial, hipégina o hemihipdgina

sarrolle estructuras reproductivas sexuales (oo-
gonios, ramas anteridiales y oosporas) necesa-
rias para su correcta identificacion vy



Protoachlya paradoxa ATCC 44892 - DQ393555.1

Protoachlya paradoxa voucher CBS 158.45 - HQ643403.1

Protoachlya paradoxa CBS 261.38 - KP098351.1

Protoachlya paradoxa SAP1792 - KX555485.1

Protoachlya paradoxa Stw-1 - OR271918

Protoachlya papillata (Achlya hypogyna) CCIBt 4079 - KP006461.1

Protoachlya sp. Argentina - EU551149.1

—— Saprolegnia ferax voucher CCIBt 4099 - KT964708.1

Saprolegnia parastica UNCW328 - DQ393548.1

—

0,02

Fig. 3. Arbol filogenético por método de Maxima Verosimilitud para la secuencia de la regién ITS. La
secuencia del aislado identificado en este estudio se muestra en rojo. Los nimeros junto a las ramas
indican porcentaje de soporte de bootstrap (1000 réplicas), solo se muestran ramas con > 75% de
soporte. El arbol estd dibujado a escala, con longitudes de ramas medidas en numero de
sustituciones por sitio.

Fig. 3. Phylogenetic tree by maximum likelihood method of the sequence of the region ITS. The
sequence corresponding to the isolate identified in this study is shown in red. The numbers next to
the branches indicate the percentage of bootstrap support (1000 replicates). Only branches with >
75% support are shown. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of
substitutions per site.

Ademads, desarrolla estructuras reproductivas
asexuales y sexuales (oogonios abundantes que

caracterizacién especifica (Coker, 1923, Marano,
2009). Estos autores ademas sefalan el

crecimiento y desarrollo completo de algunos
aislamientos, en su ciclo de vida, sobre yema de
huevo utilizada como sustrato, donde la forma-
cion de las estructuras sexuales parece estar in-
ducida favorablemente.

En nuestro reciente aislamiento de P. pa-
radoxa (Fig. 2), el micelio alcanza un notable
crecimiento en medios agarizados (agar harina
de maiz e YpSs), donde formo una colonia algo-
donosa aérea muy notable, de la misma manera
que en cultivos de agua, tanto en la muestra
original como en diferentes condiciones ensaya-
das a distintas temperaturas (15 °C y 25 °C).
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alcanzan a madurar después de un cierto tiem-
po), Y es capaz de colonizar sustratos celuldsi-
cos, quitinicos y queratinicos, donde desarrolla
abundante micelio; asi mismo, se observan nu-
merosos oogonios en micelio creciendo en culti-
vos de agua, sobre semillas de sésamo
utilizadas como sustrato, asi como sobre mudas
de serpiente estéril (queratina).

Dick (2001) distinguié cuatro especies in-
cluidas en el género: P. hypogyna Shanor & Co-
nover, P. oryzae Khulbe, P. paradoxa Coker, y P.
polysporus (Lindsted) Apinis, en su trabajo mono-
grafico de revision sistematica del R. Straminipila.



Posteriormente, cinco especies fueron
descriptas por Johnson et al. (2002), de las
cuales los autores reconocen que P. paradoxa
es la Unica caracterizada por poseer oogonios
de pared externa lisa, ya que las especies res-
tantes: P. benekei (Furtado) Johnson & Sey-
mour, P. polyspora (Lindsted) Apinis, P.
mucronata (Ziegler) Johnson & Seymour y P.
hypogyna, (Coker & Pemberton) Johnson &
Seymour se caracterizan por poseer 00gonios
de pared externa ornamentada (papilada, cre-
nulada, etc., segin cada caso). Mas tarde,
Johnson & Seymour (2005), realizaron nuevas
combinaciones, al cambiar algunas de las espe-
cies, que antes eran consideradas dentro del
género Achlya, e incorporadas ahora, como es-
pecie del género Protoachlya. Recientemente,
Gongalves et al. (2017), consideraron invalido la
denominacion de P. hypogyna (Coker & Pem-
berton) Johnson & Seymour, y la denominaron
P. papillata DR Gongalves & CLA Pires-Zottarelli.

Por lo tanto, en el Index Fungorum
(2023), se reconocen nueve registros, con ocho
especies actualmente validas, donde ademas de
las ya mencionadas, se incorpora Protoachlya
nainitalensis M. Upadhyay & Khulbe, descripta y
caracterizada como una nueva especie en el
2003.

Los resultados de los analisis fisicoquimi-
cos del agua se listan en la Tab.1.

En Sudamérica (regién Neotropical), P.
paradoxa fue encontrada a partir de distintos ti-
pos de muestras o sustratos. Por un lado, se
encontré en muestras de agua en el arroyo Las
Cafias, del partido de Ensenada en Argentina
(Marano, 2009) y en Mata Atlantica, SE de Bra-
sil (Rogers et al., 1970) y por otro lado, a partir
de restos organicos vegetales, en el area de es-
tudio presentada en este trabajo. Estudios pre-
vios ya sostenian haber encontrado P. paradoxa
no solo en el agua, sino también a partir de res-
tos organicos vegetales flotantes y en ambien-
tes con pH alcalinos (Lund, 1934; Czeczuga et
al., 2006), de la misma manera que sucedié pa-
ra el aislado Stw-1., pero en el caso del estan-
que estudiado en Polonia, estuvieron asociados
con las bajas temperaturas (3,5 °C), pH = 7,84
y un valor de 9,6 mg.L! de OD.

En el arroyo Carnaval, las temperaturas
promediaron los 12 °C, mientras que Marano
(2009), la cita para el arroyo Las Cafias, en
aguas con temperaturas que promedian los

20,33 + 1,51 °C en los meses de otofio, con un
pH en un rango estimado de 6,74-7,45, encon-
trando que fue mas abundante en primavera,
estando solo ausente en los muestreos de vera-
no (Marano et al.,, 2011). Del mismo modo,
Khulbe & Bhargava (1976) observaron que el
género Protoachlya y Achlya se hallan mejor re-
presentados en los meses de otofio (15-23 °C),
en un estudio llevado a cabo en la India. En el
caso particular del estudio llevado a cabo en va-
rios ambientes de Polonia (Czeczuga et al.,
2003b), solo en uno de ellos, se encontré a P.
paradoxa, donde los datos de dureza del agua
estuvieron comprendidos entre 72 mg.L! en
otofio y 60,48 mg.L! en primavera, valores que
resultaron muy inferiores al obtenido en el sitio
estudiado en el Arroyo Carnaval.

Czeczuga et al. (2005), concluyeron que
el mayor numero de especies fungicas que apa-
recen en plantas sumergidas es en cuerpos de
agua loticos, siendo menor en cuerpos lénticos
con aguas estancadas, de modo tal que el nu-
mero de hongos y de oomicetes en los cuerpos
de agua, depende no solo de factores abioticos
(quimicos del agua), sino también de propieda-
des bidticas, especialmente de interacciones po-
sitivas o negativas entre los hidrobiontes que lo
habitan.

También es distintivo de este hallazgo bo-
naerense, que las muestras cebadas en cultivos
de agua desarrollaron, en algunas cajas de Pe-
tri, las estructuras reproductivas sexuales, por
lo que pudo ser identificada, a pesar de que en
los hallazgos a nivel mundial (Coker, 1923, Ma-
rano, 2009), sefalan que es una especie que
dificilmente cumple su ciclo completo, predomi-
nando el desarrollo de estructuras asexuales
(zoosporangios, zoosporas y yemas). Por lo tan-
to, se trataria de una especie de facil dispersion
en el ambiente donde se la encuentre, debido al
quimiotaxismo de sus zoosporas y su implican-
cia en la colonizacion del sustrato, al que es ca-
paz de degradar (Sparrow, 1960, Fuller &
Jaworski, 1987, Johnson et al., 2002).

En este sentido, Marano (2009) obtuvo el
crecimiento de P. paradoxa, sobre semillas de
sésamo a partir de muestras de agua, pero esta
no crecié sobre mudas de serpiente o escamas
de peces, utilizadas como sustrato, a diferencia
de nuestros recientes aislamientos. Es impor-
tante resaltar la diferente habilidad de los dis-
tintos aislamientos, y su papel en la cadena

Tab. 1. Datos fisico-quimicos del sitio de muestreo, La Plata, Argentina.
Tab. 1. Physicochemical data from sampling site, La Plata, Argentina.

T pH oD

CE Alcalinidad Dureza

12,6 + 0,9 8,0 + 0,4 31

1,1 £0,2 887 + 26 159 + 5
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ecologica, ya que existen algunas menciones de
P. paradoxa, como especie parasita de hirudine-
os (Czeczuga et al., 2003a), crustaceos (Czec-
zuga et al., 2004) y peces (Vishniac &
Nigrelli,1957; Sati, 1991).

CONCLUSIONES

Protoachlya paradoxa es descripta y ca-
racterizada (morfoldégica y molecularmente) e
ilustrada por primera vez para la Argentina (do-
minio chaqueno, region Neotropical). Represen-
ta el hallazgo mas austral para el hemisferio
occidental y de la mencionada regiéon biogeo-
grafica, y constituye la primera cita descriptiva
del género, mantenido a partir de cultivos de
agua y en medios de cultivo agarizados. Esta
especie puede colonizar sustratos organicos de
diferente composicion, lo que vislumbra la po-
tencialidad de su capacidad enzimatica, y por
las caracteristicas del area muestreada, su re-
sistencia a la presencia de herbicidas o pestici-
das.
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