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SUMMARY

Thirty five strains of Saprolegnia were isolated from salmon and trout, obtained from the IX, X and XII
regions in southern Chile. The strains were obtained from eggs, gills and fins of alevins and smolt phase of
different species of salmonids: Salmo salar (Atlantic salmon); Oncorhynchus kisutch (Coho salmon) and

Oncorhynchus mykiss (rainbow trout).

The strains were re-isolated and purified in Sabouraud agar, Lactrimel and MAO agar, supplemented with
antibiotics. The strains were cultured in distilled water and hemp seeds, for the production of sexual structures,

and for their morphological identification.

All strains collected, were identified as Saprolegnia parasitica. This species was the only one isolated of its

genus.

Palabras claves: salmon, Saprolegnia parasitica, micosis de peces, saprolegniosis.
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INTRODUCCION

Las micosis de los peces constituyen uno de
los aspectos mas confusos y menos explorado de
la ictiopatologia, las cuales producen grandes
pérdidas economicas en acuicultura, menores
solo a las pérdidas producidas por bacterias
(Meyer, 1991). Las micosis no solo afectan a la
industria de la pesca y acuicultura, en la
disminucién de la cantidad del producto, sino
también por la mala calidad de los individuos
infectados, que no son aptos para los tratamientos
de conservacion (Kinkelin, 1985).

El relativo retraso en el desarrollo de la
micologia de peces responde a una serie de
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consideraciones de orden taxondmico. Solo
después de 1970 se dispuso de investigaciones
continuadas, que permitieron contar con material
especializado para la clasificacion de estos
microorganismos (Kinkelin, 1985). Ademas, por
lo general, los productores de peces se interesan
en resolver inmediatamente problemas de tipo
practico, por ejemplo: casos en los cuales ha
habido una alta mortalidad de peces atribuibles a
un hongo en particular, el énfasis principal es
eliminarlo rapidamente controlando el brote, sin
interesarse en investigar el agente causal y su
relacion con las especies afectadas (Hughes,
1994).

Adicionalmente a la dificultad para clasificar
estos organismos, el control de la infeccion
micdtica es también un problema y una vez mas
hace necesaria una clara identificacion para
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establecer un apropiado tratamiento (Srivastava,
1987; Tampieri, 1998). Existe una gran variedad
de hongos y otros organismos relacionados, con
una posiciéon taxondmica incierta, que actuan
como agentes patdgenos en peces (Alderman,
1982). Un grupo de estos organismos son el
llamado grupo DRIP (Dermocystidium, rossete
agent, Ichthyophonus y Psorospermium)
(Mendoza y col., 2002), ademas de géneros
como: Exophiala, Ochroconis, Aspergillus,
Phoma, Achlya, Aphanomyces, Saprolegnia,
entre otros. Este ultimo género tiene una gran
importancia por su alta frecuencia como agente
de enfermedad en pisciculturas de salmonideos
(Mueller y Whisler, 1994; Paxton y Willoughby,
2000).

El género Saprolegnia y los demads
Oomycetes (Achlya, Pythium, Aphanomyces) no
pertenecen al Reino Fungi, clasificandose
actualmente en el Reino Chromista (también
llamado Stramenopila), filogenéticamente mas
cerca de las algas y del Reino vegetal que de
los hongos y los animales (Alexopoulos y col.,
1996; Guarro y col., 1999). Sin embargo,
producen hifas cenociticas, micelio, crecen en
medios de cultivo para hongos y su clasificacion
se realiza segun sus caracteristicas morfoldgicas,
por lo que anteriormente se les incluia entre los
hongos. La principal descripcion del género
Saprolegnia se realizé en 1970 por Seymour,
donde se delimitan las especies segun criterios
morfolédgicos, inducidos por el uso de semillas
de cafiamo -Cannabis sativa- como sustrato en
un medio de agua destilada estéril. Gran parte
de las cepas obtenidas desde peces, en cultivo,
no producen estructuras sexuales de
identificacion. A estas cepas, Coker en 1923 las
llamé Saprolegnia parasitica, denominacion
que se mantiene actualmente (Hatai y col., 1990;
Hughes, 1994).

Un numero pequefio de Saprolegnia
parasitica produce estructuras sexuales de
identificacion, después de prolongadas
incubaciones y bajo ciertas condiciones de
temperatura y nutricion. Para las cepas que no
presentan sexualidad, se han adaptado técnicas
moleculares como DNA “fingerprinting” o
identificacion por anticuerpos monoclonales
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contra esta especie (Whisler, 1996; Bullis y col.,
1996; Bangyeekhun y col., 2001).

Saprolegnia parasitica ha sido reconocida
como la principal especie patdogena de
organismos relacionados con hongos en peces,
actuando principalmente como patdgeno
secundario. Otras especies de Saprolegnia,
ocasionalmente, han sido implicada como son
Saprolegnia ferax, Saprolegnia diclina, entre
otras (Smith y col., 1985).

Saprolegnia no sobrevive en ambientes con
alta concentraciéon de sal, por lo tanto, la
saprolegniosis no ocurre durante la fase marina
ni estuarina, en la migracién de salmodnidos,
considerandose una enfermedad de agua dulce
(Padgett, 1984). Sin embargo, Langvad en 1994
reportd que Saprolegnia parasitica podria
sobrevivir y crecer en ambientes con una
salinidad relativa de aproximadamente 1.75%
de NaCl. No se observo desarrollo en
concentraciones iguales o superiores a 3.5% de
NaCl.

La infeccion por Saprolegnia es facilmente
controlada por la aplicaciéon de Verde
Malaquita, un colorante que puede ser aplicado
so6lo o en combinacion con otros fungicidas.
Este colorante ha sido prohibido en gran parte
de los paises productores, ya que se le ha
atribuido propiedades teratogénicas, volviendo
Saprolegnia a ser un problema de importancia
econodmica en las pisciculturas (Alderman, 1994).

Las enfermedades micoticas producen
grandes pérdidas econdmicas en acuicultura. En
Jap6én, la mortalidad anual ha llegado a
sobrepasar el 50% en Salmoén coho, debido a
Saprolegnia parasitica (Bruno y Wood, 1999).

Chile es el segundo productor mundial de
salmon. En pisciculturas de la Quinta Region de
Chile, la mortalidad de las ovas fluctian entre
un 15 aun 25%. Las investigaciones en nuestro
pais se han enfocado principalmente a la
prevencion y tratamiento de las ovas infectadas.
Los estudios taxondmicos y de tratamiento de las
diferentes especies micoticas patogenas de peces,
con especial referencia al género Saprolegnia son
sumamente escasos, por lo cual se hace
imprescindible realizarlos (Basulto y Flores,
1963; Vivar y Bernal, 1998).
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MATERIAL' Y METODOS

Se estudiaron 70 cepas de hongos aisladas de
salmoén y trucha, enviadas desde dos laboratorios
de Ictiopatologia ubicados en las ciudades de
Castro y Puerto Montt, durante el periodo
comprendido entre abril del 2001 y junio del
2002. Treinta y cinco de ellas correspondieron a
Saprolegnia spp, motivo de este estudio.

Las cepas de Saprolegnia spp fueron
obtenidas de ovas, branquias y aletas de alevines
e individuos hasta fase smolt, de distintas
especies de salmonideos: Salmo salar (salmon
del Atlantico); Oncorhynchus kisutch (salmon
coho) y Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris)
(figura 1).

Luego de una observacion microscopica para
determinar las caracteristicas principales, como
el tipo de hifa (septada 6 cenocitica) (figura 2),
o la presencia de conidios, entre otros, los
cultivos debieron ser purificados, ya que
habitualmente estan contaminadas con distintas
bacterias, propias de la flora dérmica de los
peces. Para esto, se hicieron traspasos a placas
de Agar Sabouraud o Lactrimel adicionado de
cloramfenicol levogiro (0.05 g/l) y gentamicina
(100 mg/1) (Zaror y col., 2000) y agar MAO.

Las cepas se purificaron por traspasos
sucesivos, al menos 5 veces, utilizando un trozo
de agar (5 x 5 mm) obtenido de la periferia de la

colonia en crecimiento hasta obtener cultivos
libres de contaminacion bacteriana. Luego se
obtuvo un tltimo cuadrado de agar colonizado y
se dispuso en el centro de una placa Petri con
agar Sabouraud adicionado de cloramfenicol y
gentamicina (figura 3). A los tres dias se
introdujeron varias mitades de semilla de cafnamo
(Cannabis sativa), esterilizadas en autoclave,
sobre la colonia en crecimiento. Al cabo de dos
a tres dias estas se encontraban colonizadas por
las cepas. En este momento las semillas se
retiraron con pinza estéril y se colocaron en
placas Petri con agua destilada estéril y se
incubaron a una temperatura de 4° C por un
periodo entre 20 y 30 dias. Ademas, para
conservar las cepas, las semillas colonizadas se
guardaron en tubos tapa rosca con agua destilada
estéril a temperaturas de refrigeracion (Dick,
1965). Al cabo de 15 dias deberian aparecer las
estructuras vegetativas y de reproduccion asexual
y a los 30 dias aproximadamente deberian
observarse las estructuras de reproduccion
sexual. Para su identificacion final se tomaron
como caracteres con valor taxondmico: tipo de
esporangio y su dehiscencia; tipo de pared, la
posicion y forma de la oogonia; tipo y niimero
de oosporas; presencia y origen de anteridio y
crecimiento a 30°C. Las cepas, caracterizadas
como Saprolegnia spp se clasificaron segun Dick
(1973) y Seymour (1970).

FIGURA 1: Micosis de branquias en Salmo salar.
Gills mycoses on Salmo salar.

FIGURA2: Examen microscépico directo de branquias.
Direct wet mount preparation from gills.
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Identificacion de Saprolegnia en peces

| Pez afectado

Examen directo de piel Cultivo en agar
0 macerado de 6rgano Sabouraud, Lactrimel y MAO
con KOH 20% - Tinta (con antimicrobianos)
Informe preliminar Re-purificacién:
"Hifa cenocitica con zoosporangia" Decontaminacién bacteriana

Cultivos puros:
Cultivo en agua destilada
y semilla de cahamo

Produccién de estructuras
asexuales (4°C - 15 dias)
y sexuales (4°C - 30 dias)

Identificacién segun
claves de Dick,
y Seymour

FIGURA 3: Flujograma practico de identificacion de Saprolegnia spp. de peces.
Fluxogram for isolation and identification of Saprolegnia spp.

FIGURA 4: Oogonio, oosporas y anteridio de = FIGURA 5: Qogonio intercalar y terminal de

Saprolegnia parasitica. Saprolegnia parasitica.
Oogonium, antheridium and oospores of Terminal and intercalary oogonium of
Saprolegnia parasitica. Saprolegnia parasitica.
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Las cepas de Saprolegnia que no produjeron
estructuras sexuales, segun los métodos
tradicionales, fueron incubadas incorporando en
el medio de cultivo hormonas vegetales que
controlan diversos e importantes aspectos del
desarrollo de las plantas, como son la auxina AIB
(Acido Indolbutirico) y la citoquinina BAP
(Benzyladenina), en las mismas condiciones de
tiempo y temperatura.

RESULTADOS Y DISCUSION

Son escasas las publicaciones sobre hongos
patégenos de peces, mas aun en Chile y en
especial al género Saprolegnia. Entre ellas cabe
destacar las publicaciones de Basulto y Flores
en 1963, las de Vivar en 1997 y Vivar y Bernal
en 1998 todas referidas a Saprolegnia.

La escasez de material bibliogréafico
contribuye al desconocimiento general de la
patologia de peces por estos agentes. Los estudios
que existen al respecto son, en su gran mayoria,
realizados en el extranjero.

Por otra parte, la atribucion, posible, de
patogenicidad a estos organismos se fundamenta
en que en los casos, en los que se aislaron
especies del género Saprolegnia, estas fueron
obtenidas de manifestaciones visibles de la para-
micosis en el cuerpo de los ejemplares
estudiados, siendo descritas como motas de
algodon, correspondiendo a un micelio aéreo
(Kinkelin, 1985), lo que claramente se evidencid
en los ejemplares recibidos (figura 1) y en el
examen microscopico directo de las muestras

(figura 2). En ninglin caso se aislé desde 6rganos
internos. Se ha observado que a veces se
confunden los filamentos no tabicados de
Saprolegnia spp con zigomicetos.

De las 35 cepas identificadas, todas
correspondieron a Saprolegnia parasitica,
representando el 100% de los aislamientos en
este estudio (cuadro 1), 23 cepas no produjeron
estructuras sexuales luego de largas incubaciones
y fueron identificadas segin Coker (1923). Las
restantes 12 cepas, produjeron estructuras
sexuales y se clasificaron segtin Seymour (1970).
No se obtuvo éxito tratando de estimular la
sexualidad de este microorganismo con
hormonas vegetales como auxinas y citoquininas,
incorporadas a los medios de cultivo.

Todas las cepas de Saprolegnia pasitica
desarrollaron a 30°C, aunque a diferente
velocidad de crecimiento. Esta especie fue la
Unica aislada de su género. Mueller y Whisler,
en 1994, encontraron que del total de
Saprolegnias aisladas, un 98.7% correspondia a
Saprolegnia parasitica, un 0.97% correspondia
a Saprolegnia diclina y un 0.32% a Saprolegnia
ferax.

La especie identificada presento las siguientes
caracteristicas:

Saprolegnia parasitica: Caracteristicas
macroscopicas: colonia de crecimiento rapido, 3
dias aproximadamente, algodonosa y hialina. Sin
pigmento por el anverso y reverso.

Microscopia: hifa cenocitica de 20 a 40 um
de ancho, ramificada moderadamente; gemas

CUADRO 1: Especies de Saprolegnia aisladas de salmonideos, Chile.
Saprolegnia species isolated from salmonid fish, Chile.

Especie identificada Origen geografico

Localizacion anatomica Especie de peces

salmonideos

Chiloé 22

Quetroleufa 4

Saprolegnia parasitica Lago Sofia 3
Total =35 Pucon 2
Astilleros 2

Temuco 1

1

Pto. Montt

S.del Atlantico 24
S. coho 6
Trucha arcoiris 5

Branquia 18
Aletas 13
Ovas 4
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abundantes, piriformes o irregulares, terminales,
solas o frecuentemente en cadenas,
ocasionalmente intercalares, pudiendo en algunas
ocasiones derivar a zoosporangia u oogonia.
Zoosporangia abundante, cilindrica, claviforme
o irregular, renovacion por proliferacion interna
o sucesion basipetal; descarga de la zoospora de
tipo saprolegnoide, raramente aplanoide.
Oogonia frecuentemente ausente, formada luego
de largos periodos de incubacion, terminal, a
veces lateral o intercalar, claviforme, piriforme
o irregular. Pared oogonial sin perforaciones,
delgada y lisa. Oosporas maduras esféricas,
subcéntricas, llenando el oogonio de 14 a 23 en
numero. Anteridio diclino, raramente andrégino
(figuras 4y 5).

Historicamente se ha encontrado a Saprolegnia
parasitica como el principal eucariota patogeno
de peces de agua dulce, pudiendo ser agente de
infeccion primaria u oportunista (Roberts, 1981).
Se le ha reconocido como agente de enfermedad
de peces desde hace siglos, sin embargo, el
principal problema en el desarrollo de su estudio
es la complicacion taxondmica. Por otra parte,
la principal especie patdgena del género
Saprolegnia, no forma frecuentemente
estructuras sexuales que permitan su
identificacion por los métodos clasicos de
morfologia, existiendo una polémica, respecto a
su denominacion. Esto ha venido a resolverse con
el avance en el desarrollo de métodos
moleculares. Las técnicas moleculares disefiadas
para la identificacion de estos organismos tienen
las mismas caracteristicas de todos los métodos
moleculares: wuna alta sensibilidad vy
especificidad, sin embargo estos dos grandes
atributos son sus mds importantes defectos. Una
técnica molecular detecta ADN, pero no dice si
este viene de una célula viva o muerta, no habla
de la cantidad de células presentes y no brinda
informacion acerca del estado del huésped; por
lo tanto, la integracidén de técnicas clasicas y
modernas es completamente necesaria
(Bangyeekhun y col., 2001).

En estudios anteriores (Vivar, 1997), las
incubaciones se realizaron entre un rango de 10°C
a 20°C de temperatura, generando estructuras
sexuales desde la cuarta y hasta la octava semana.
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En nuestro caso, las cepas incubadas a
temperatura ambiente no fueron capaces de
generar estructuras sexuales, sin embargo,
cuando se incubaron a 4°C, un 34% de las cepas
estudiadas produjeron estructuras de
reproduccion sexual (oogonios y anteridios) entre
la segunda o tercera semana de incubacion y un
66% de las cepas no produjeron estas estructuras,
aun cuando las incubaciones se extendieron sobre
ocho semanas (figuras 4 y 5).

Hatai y col, en 1990 proponen diferenciar
Saprolegnia parasitica de Saprolegnia diclina,
mediante el crecimiento a la temperatura de 30°C.
Solo Saprolegnia parasitica es capaz de
desarrollarse a esa temperatura. Nuestras cepas
de Saprolegnia parasitica, fueron, todas, capaces
de crecer a la temperatura requerida, aunque con
distintas velocidad de crecimiento.

Otro problema en el estudio de estos
microorganismos es el aislamiento y cultivo, ya
que la identificaciéon y caracterizacidén de
miembros del género Saprolegnia s6lo pueden
ser hechos en cultivos puros (Seymour, 1970).
Son varios los autores que han adicionado a sus
medios antimicrobianos como penicilina G y
sulfato de estreptomicina (Seymour, 1970), otros
han agregado pimaricina como agente
antifingico en un medio para el aislamiento de
Saprolegnia spp. (Ho, 1975). En nuestro caso la
combinacion cloramfenicol-gentamicina ofrecid
buenos resultados, manteniendo los cultivos
puros durante el proceso de identificacién. No
se obtuvo éxito tratando de estimular la
sexualidad de este microorganismo con
hormonas vegetales como auxinas y citoquininas,
las que se incorporaron a los medios de cultivo.

Uno de los principales problemas en la
acuicultura es el tratamiento antimicotico, desde
que el Verde de Malaquita ha sido prohibido en
la mayoria de los paises productores de salmones,
debido a sus propiedades teratogénicas.
Actualmente se esta sustituyendo su uso por un
compuesto denominado “Bronopol”, sin
embargo, sigue la busqueda de compuestos
alternativos, adecuados (Marking y col.,1994;
Schreier y col., 1996; Branson, 2002). Por ello,
son necesarios estudios de susceptibilidad de
nuevos farmacos dirigidos a cada especie
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patoégena, en particular, para avanzar en este
problema. Es aqui cuando nuevamente la
identificacion de hongos patdgenos o
microorganismos relacionados se hace
imprescindible, conformando la base para la
terapia futura.

RESUMEN

Se estudiaron 35 cepas de Saprolegnia,
aisladas de Salmon y Trucha, provenientes de dos
laboratorios ictiopatologicos de Castro y Puerto
Montt, de Chile. Las cepas fueron obtenidas de
ovas, branquias y aletas de alevines y “smolt”,
de distintas especies de salmonideos: salmén del
Atlantico, salmén coho y trucha arco iris.

Se reaislaron las cepas y se purificaron en
agar Sabouraud, agar Lactrimel y agar MAO, con
antimicrobianos. Saprolegnia fue cultivada en
agua destilada y semillas de cafiamo, para la
produccién de estructuras sexuales y posterior
identificacion morfoldgica, segin Dick (1973) y
Seymour (1970).

De las cepas estudiadas, las 35
correspondieron a Saprolegnia parasitica, Ginica
especie aislada, conformando el 100 % del total.
El 34% de las cepas presentd estructuras
sexuadas y el 100% se desarroll6 a 30°C.
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