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AISLAMIENTO DE Saprolegnia sp.(Fungi: Saprolegniaceae) DE
Oncorhynchus mykiss (PISCES: SALMONIDAE) “trucha arco iris” EN
CAUTIVERIO.

Saprolegnia sp. (Fungi: Saprolegniaceae) ISOLATION FROM
Oncorhynchus mykiss (PISCES: SALMONIDAE) “rainbow trout” CULTURE

Libertad Alzamora y Julia Castro*

RESUMEN

El objetivo del estudio fue demostrar el origen infeccioso de la mortandad de alevinos y de las
lesiones presentadas en adultos de Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792, “trucha arco iris”, en la
piscigranja «El Ingenio», empleando una metodologia simple y efectiva.

Se colectaron alevinos, ovas, adultos y muestras de agua de las pozas de alevinos. Las muestras
se cultivaron sobre semillas de Cucurbita maxima ‘zapallo”, como sustrato, evidenciandose colo-
nias tipicas a los siete dias. Las caracteristicas microscépicas de las hifas correspondieron al patrén
grafico de Saprolegnia sp., lo que concuerda con la sintomatologia observada en los adultos captu-
rados. La presencia de esle patdgeno estaria relacionada con la elevada mortandad registrada en
los alevinos (40%), probablemente por la importacion de las ovas infectadas con el hongo. El método
fue efectivo, porque el sustrato empleado, favorecié el crecimiento del hongo, y es de facil aplicacion
y bajo costo.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the infectious origin of the alevines mortality and
lessions observed in adults of Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792, “rainbow trout”, in the fishfarm
" El Ingenio” using a simple and effective metodology.

Alevines, eggs and adult forms and samples of water from ponds were collected. These samples
were cultivated on seeds of Cucurbita maxima “calabash” as substrate, where typical colonies had
been developing after seven days. Microscopic characteristics of the hyphaes, fitted the graphic pattern
of Saprolegnia sp. (fungi), which is related to the symptomatology observed in the captured adults. The
presence of Saprolegnia sp. would be related to high mortality of alevines registred (40%), probably for
imporation of eggs contaminated with the fungi. The method was efficient because the substrate has
permited the development of the fungi for an easy and cheaply application.
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En zonas de la regién alto-andina del Peri  tivo de Oncorhynchus mykiss (Pisces:

se ha incrementado el desarrollo de Ja  Salmonidae) “trucha arco iris”’, que ademads,

acuicultura a través de la creacién de nume-  en su forma fresca, salada o ahumada, forma
parte de la dieta alimenticia del poblador.
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pecial importancia econémica al incidir direc-
tamente en el rendimiento de la explotacién
comercial (Ferndndez et al., 1990).

Las infecciones por Saprolegnia pueden
ocurrir en cualquiera de los estadios del ciclo
de vida de los peces (Lépez-Dériga y
Martinez, 1998). Independientemente de que
Saprolegnia actie como patdgeno primario
o secundario, la sintomatologia corresponde
a la presencia de manchas infecciosas que
crecen y destruyen gradualmente tejidos
tegumentarios. Las hifas rara vez penetran
hasta 6rganos internos; usualmente se limitan
a la epidermis, dermis y musculo superficial.
Sin embargo, en infecciones severas, las hi-
fas también pueden invadir 6rganos inter-
nos como el estémago (Martinez, et al., 1987,
Willoughby, 1994).

El proceso infeccioso es severo en alevinos
en los que el hongo logra un desarrollo que
interrumpe funciones vitales y ocasiona la
muerte. La infeccién se facilita en ausencia
dc mucus, ya que los peces carecen de
queratina en la epidermis (Mufioz et al., 1987,
Scott y O’Bier, 1962).

Las condiciones de vida en cautiverio, es-
pecialmente alta densidad y lesiones, propician
la infeccién de los especimenes, y la calidad
del agua resulta ser un factor que facilita la
prevalencia del patégeno en el medio (Muller
y Loeffler, 1976).

Existen 17 géneros de la Familia
Saprolegniaceae, pero en el Perd no hay re-
portes de estudios taxonémicos ni morfolégicos
de esta famiha. Saprolegnia sp. se ha aislado
en una variedad de medios de cultivo, y su
identificacion se ha realizado a través de la
caracterizacién de las hifas no septadas que
forman la colonia o estin en las lesiones, da-
tos que se emplean con propdsitos de diag-
nostico (Bruno y Poppe, 1996) e identifica-
cién clinica (Noga, 1996).
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Noguchi (1976) logré aislar el género
Saprolegnia empleando semillas de ““zapallo”
(Cucurbita maxima) con buenos resultados.

El presente trabajo permitié demostrar que
el agente causal de la mortandad de alevinos
y de las lesiones presentadas por los adultos
es el hongo Saprolegnia sp., para lo cual se
empled una metodologia simple que permite
el diagndstico efectivo de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

1. Obtencién de ovas, alevinos y tegu-
mento de adultos
Las muestras se colectaron de la
piscigranja "El Ingenio", ubicada en el Valle
de Concepcién de la ciudad de Huancayo (de-
partamento de Junin), a 2800 msnm.

Se calculd el porcentaje de mortandad de
alevinos de las diferentes pozas de incubacién
y se seleccionaron aleatoriamente 10 pozas
de incubacién, tomandose al azar 2 alevinos
con signos de infeccidn por cada poza, haciendo
un total de 20 muestras. También se seleccio-
naron ovas fértiles e infértiles y se realizd el
raspado de los bordes de la piel afectada (Fi-
gura ) para su cultivo y observacién micros-
cbpica con azul de lactofenol.

El material fue macerado en solucidn sali-
na estéril (SSE). Paralelamente, se recolecta-
ron 10 mL de agua de cada poza y se proce-
dié a centrifugar a 2500 rpm durante |5 minu-
tos, el sedimento se resuspendié en 2 mL de
SSE.

2. Preparacién del sustrato

Para preparar el medio de cultivo, se mo-
dific6 la metodologia descrita por Noguchi
(1976). Se usé como sustrato semillas de
“zapallo” de consistencia y de superficie in-
tactas. Las semillas fueron hervidas en agua
destilada estéril (ADE) durante 3 minutos, lue-
go se decant6 el agua y se fraccionaron las



semillas en 2 y 4 partes, hirviéndolas nueva-
mente durante 3 minutos.

Las semillas preparadas se extrajeron con
pinzas y se colocaron en placas petriestériles.

- 3. Siembra de las muestras
Se sembraron 2 mL del macerado de
alevinos y ovas, y el raspado de piel de los
adultos afectados, a los cuales se agregd
5 pg/mL de cloranfenicol como inhibidor de
bactenas. Este volumen se distribuyd sobre
las semillas preparadas de “‘zapallo”. De igual
manera, se tomaron 2 mL de sedimento
resuspendido de cada muestra de agua, con
5 pg/mlde cloranfenicol, distribuyéndolos por
duplicado.

Se utiliz6 como control el sustrato inocula-
do con SSE. Los cultivos se incubaron a tem-
peratura ambiente (20 °C), realizandose ob-
servaciones diarias.

4. Métodos de control

Después de la coleccion de muestras; las
pozas de alevinos fueron desinfectadas con
derivados clorados, se retiraron los alevinos
con signos de enfermedad y las ovas sospe-
chosas de estar infectadas, se eliminaron. Es
importante sefialar que esta fue la segunda vez
que se presentd este brote al emplear ovas
importadas del mismo lugar (Canadd). Las
pozas de los adultos también fueron lavadas 'y
desinfectadas, los especimenes adultos con
signos de infeccidn fueron capturados y sa-
crificados. Considerando que por esta época
también se presentaron otras patologias de pro-
bable origen infeccioso, se hacia urgente pro-
ceder a la desinfeccion meticulosa de las po-
zas de la Piscigranja.

RESULTADOS

1. Ovas. No se aislé Saprolegnia de ningu-
na de las muestras procesadas.

2. Alevinos. En las 10 pozas evaluadas, se
determiné un promedio de 40% de mortan-
dad. A los 7 dias, en el 50% de muestras de
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alevinos sembradas (10 muestras), se obser-
varon colonias blancas y algodonosas que de-
sarrollaron sobre las semillas de zapallo. Al
microscopio estereoscopico, el micelio presen-
taba una base méas ancha que la apical; alre-
dedor de los 10 dias, a medida que la zona
apical iba madurando adopté tono oscuro, y
se torné de color marrén. La morfologia
micelial se detallé por microscopia 6ptica, sin
observarse zoosporas ni oosporas (Figura 2).

Laidentificacién de género se hizo en base
a las estructuras reproductoras asexuales. Las
hifas de los cultivos se compararon con los
patrones miceliales graficos de los hongos ca-
racteristicos de los ambientes acuaticos, como
son los géneros Achyla, Leptonictus,
Aphanomyces 'y Dictychus y se evidencio su
identidad con Saprolegnia sp. (identificacion
confirmada por el Dr. Juan Mattos, del Labo-
ratorio de Micologia del Instituto de Medicina
Tropical de la UNMSM).

3. Adultos. En el raspado de piel se obser-
varon hifas aseptadas, que no desarrollaron
sobre las semillas de “zapallo”; la morfologia
de estas hifas no mostré definicion tan mar-
cada como las logradas en los cultivos; sin
embargo, la relacién entre su presencia y los
signos tipicos de infeccidn son suficientes para
designar a Saprolegnia sp. como el microor-
ganismo causante de las lesiones (Figura 1y
Figura 2), y se puede emplear como criterio
de diagndstico (Bruno y Poppe, 1996; Noga,
1996).

4, Agua. Se aislé Saprolegnia sp. de las
muestras de agua de 5 pozas. En ningtin caso
se aislaron del agua y de los alevinos de una
misma poza.

5. Aplicacién de métodos de control. La
mortandad disminuyo notablemente cuando se
procedié a la limpieza y desinfeccion de las
pozas con derivados clorados. Mediante laeli-
minacién de las ovas se logré controlar defini-
tivamente la epidemia registrada.
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DISCUSION

El desarrollo de lesiones epidermales oca-
sionadas por Saprolegnia en “truchas” ha
sido categorizada en cuatro grados de acuer-
do a su severidad (Lépez-Dériga, 1995). Las
infecciones mas severas corresponden al cuar-
to grado y se caracterizan por la presencia de
numerosas hifas, una epidermis residual y pér-
dida de continuidad de la membrana basal. Los
resultados obtenidos sugieren que los
especimenes adultos evaluados sufrieron in-
feccién por Saprolegnia en los niveles 3 y 4,
como se aprecia en la Figura 1; el tegumento
despigmentado y la presencia de hifas en la
lesién son datos que coinciden con Jos consi-
derados por autores como Lépez-Dériga y
Martinez (1998).

Por otro lado, cualquiera de los estadios de
desarrollo de las “truchas” es susceptible a la
infeccion con Saprolegnia (Bruno y Poppe,
1996), hecho que se ha logrado confirmar en
la presente investigacion. La mortandad de
alevinos cesé cuando se eliminaron las ovas,
lo que indica que pese a no haberse aislado
Saprolegnia a partir de estas muestras, la
contaminacién se iniciaba a este nivel. El tra-
tamiento de las pozas con desinfectantes co-
merciales empleados rutinariamente como
derivados clorados también fue (til para dis-
minuir la mortandad de alevinos, lo que indica
el origen infeccioso de la patologia.

La elevada mortalidad (40%) que se pre-
sentd en los alevinos permite relacionar la pre-
sencia del género Saprolegnia con este even-
to, lo cual fue confirmado por su aislamiento a
partir de los alevinos y del agua de las pozas
de incubacién. Las pozas de alevinos se ubi-
caban en la parte alta de la piscigranja. las
pozas de los adultos y juveniles se ubicaban
en la parte baja de la piscigranja, y el agua
que las alimentaba se mezclaba con el agua
de las pozas de alevinos, lo que sugiere conta-
minacion previa.

140

No se puede descartar la presencia de
otros hongos acudticos que también estdn aso-
ciados a esta patologia. Scott y O’Bier (1962)
determinaron que ademds de Saprolegnia,
otras especies como Achyla bisexualis y
Aphanomyces sp. incrementan el dafio
tegumentario. Uno de ellos puede ser deter-
minante sélo si su efecto patolégico es am-
pliado por la participacién de los demds hon-
gos. Ademds, determinaron la influenciade la
temperatura del agua que favorece la presen-
cia de estos hongos. Este dato coincide con la
época en la que se registré este brote (julio),
que fue la mds fria del afo (12 °C) en la zona
de la piscigranja. La enfermedad esta asocia-
da con la inmunosupresion ocasionada por la
disminucién de temperatura, niveles elevados
de amonio (eliminado en la orina) o stress
(Hughes, 1962; Roberts, 1978; Roberts y
Shepherd, 1974). Estos factores han estado
presentes ya que, ademés de Saprolegnia,
se determinaron otras patologfas de origen in-
feccioso, compatibles con septicemia
hemorrdgica viral.

Huet (1973) sefiala que estos hongos pa-
rasitos son el resultado de problemas
nutricionales; el efecto es mortal si los peces
estdn mal alimentados.

El reconocimiento y clasificacién de los
hongos responsables de las infecciones en
peces ha sido objeto de discusion desde que
aparecieron las primeras publicaciones sobre
este tema. En muchos estudios sobre infec-
ciones micdticas, no queda suficientemente
claro qué especies estan involucradas. Esto
se debe, en parte, al hecho de que muchos
aislados de Saprolegnia no desarrollan facil-
mente estructuras sexuales en cultivo, y por
consiguiente, no pueden ser identificados a nivel
de especie. La mayoria de los géneros de la
familia Saprolegniaceae se identifican por las
caracteristicas de las hifas (criterio empleado
en el presente estudio), el modo de produc-
cion de esporangios y la forma de liberacion
de las zoosporas, mientras que la determina-



cién de especies de Saprolegnia se basa en
la morfologia de los oogonios, anteridios y
oosporas (Seymour, 1970, Lépez-Ddriga,
1995).

Las lesiones de los adultos y la presencia
de hifas observadas en estas se tomaron como
elemento de clasificacién de acuerdo a las
recomendaciones de Noga (1996), Baschwitz
etal. (1987), Martinez et al. (1987) y Seymour
(1970). La definicién de género se hizo en base
a las estructuras reproductoras asexuales, lo
cual es totalmente valido (Noga, 1996).

La metodologia de Noguchi (1976) para la
preparacién de] sustrato fue modificada en el
presente estudio, ya que Noguchi hirvié las
semillas una sola vez durante 10 minutos; al
repetir este paso, se obtuvo un ablandamiento
exagerado de las semillas, con desprendimien-
to de una sustancia mucoide que no permitid
la visualizacidn de las colonias.

Se comprobé que este sustrato reemplaza
con mucha eficiencia a las semillas de
Cannabis sativa empleadas convencional-
mente (Noguchi, 1976).

El aislamiento de Saprolegnia sp. a partir
de peces mantenidos en cautiverio coincide
con los estudios realizados en el pafs por Ruiz
(1974) y Noguchi (1976); sin embargo, es ne-
cesario realizar estudios acerca de la persis-
tencia de otros hongos acudticos en los cria-
deros de peces, principalmente en las
truchifactorias, de manera que se puedan to-
mar medidas preventivas y evitar cuantiosas
pérdidas econémicas.

CONCLUSIONES

1. La presencia de Saprolegnia sp. esta re-
lacionada con las lesiones de los adultos y
con la mortandad de los alevinos, ya que
en las pozas en las que la mortandad fue
minima, no se aislé del agua o de los
alevinos.

Aislamiento de Saprolegnia sp.

2. La metodologfa para el aislamiento de
Saprolegnia sp. empleando semillas de
Cucurbita maxima “zapallo” es util para
el aislamiento primario, pero debe comple-
mentarse con otras que permitan el desa-
rrollo de las estructuras reproductoras y
la determinacién de especie.
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FIGURA 1. Oncorhynchus mykiss (Pisces: Salmonidae) “trucha arco iris”. La flecha senala la
lesion producida por Saprolegniasp. (Fungi: Saprolegniaceae).

FIGURA 2. Apice hifal caracteristico de Sap.ro/egnia sp. (Fungi: Saprolegniaceae) de colonias
desarrolladas sobre semillas de Cucurbita maxima“Zapallo”.
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