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Resumen

El objetivo principal de esta tesis es la evaluacion de la capacidad fungicida de
algunas sustancias ampliamente utilizadas en acuicultura como desinfectantes de
superficie sobre ovas de pejerrey Odontesthes bonariensis (Cuvier y Valenciennes)
infectadas por Saprolegniales. En este trabajo se propone un modelo de investiga-
cién causal, en el que los resultados obtenidos en un primer capitulo son utilizados
para plantear, formular y organizar el siguiente y asi sucesivamente hasta llegar
a las conclusiones finales. Para tales fines primeramente se realizé el aislamiento
e identificacién de los organismos y la micobiota asociada a las ovas de pejerrey
(O. bonariensis), determinando el grado de patogenicidad de algunas de las cepas
aisladas mediante el estudio histopatolégico de las ovas infectadas. Se encontraron
a diversos organismos de Reino Straminiplia (Oomycetes- Saprolegniales) llegando
a identificar morfolégica y molecularmente a Saprolegnia feraz (Gruith.)Thuret y
Achlya racemosa Hildebrand y también se encontraron diversos representantes de
Reino Fungi, méas especificamente especies anamorfas de Ascomycota de los cuales
Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenwebe emend. Snyder & Hansen, y Fusa-
rium semitectum Berkeley & Rabéenle, fueron seleccionados para la caracterizacién
taxonomica. Posteriormente, mediante la realizacion de bioensayos de toxicidad agu-
dos se evalué el efecto del: Verde de Malaquita, Cloruro de Sodio, Formalina, Acido
Acético Glacial, Acido Acético tamponado, Ioduro de Potasio y la lodopovidona,
sobre las ovas de pejerrey (O. bonariensis). El principal objetivo de estos ensayos
fue determinar parametros toxicologicos letales y subletales que nos permitieran
conocer los efectos de la exposicién a cada una de estas sustancias, para lograr ca-
tegorizarlas segin su nivel de toxicidad y en base a estos datos proponer rangos
de concentraciones seguros para su utilizacion como quimioterapéuticos. Las ovas
de pejerrey exhibieron distintos grados de sensibilidad a dichas sustancias, la que
también estuvo influenciada por caracteristicas fisico quimicas del entorno. En los
ensayos de toxicidad agudos el punto final fue la sobrevivencia del embrién. El Ver-

de de Malaquita, utilizado como Control, fue la sustancia que exhibié una mayor
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toxicidad, y la Iodopovidona resulté ser la sustancia menos téxica. Al determinar el
efecto de dichas sustancias sobre la tasa de eclosion encontramos que la sustancia
mas toxica fue nuevamente el Verde de Malaquita, y la menos téxica fue el Cloruro
de Sodio. Estas diferencias en la sensibilidad nos llevaron a establecer relaciones
entre la sobrevivencia en los ensayos de toxicidad aguda, la tasa de eclosion y los

parametros toxicolégicos obtenidos.

Finalmente, bajo la luz de los hallazgos toxicolégicos se realizaron ensayos pa-
ra evaluar la capacidad fungicida de las sustancias propuestas sobre cuatro de las
especies fungicas asiladas de ovas de pejerrey. Estas fueron dos cepas de Saproleg-
niales: Achlya racemosa y Saprolegnia ferax, y dos cepas de especies anamorfas de
Ascomycota: Fusarium semitectum y Fusarium solani. Estas cuatro especies fueron
seleccionadas para ser las especies blanco en la evaluacion in vitro de la capacidad
fungicida por sus antecedentes como patégenos de organismos acudticos. Los Sapro-
legniales resultaron ser sensibles a casi todas las sustancias ensayadas, exceptuando
al Acido Acético Glacial y a ambos Iodéforos. El crecimiento de ambas especies
fue totalmente inhibido en concentraciones seguras de las restantes sustancias para
las ovas de pejerrey. Tanto la sensibilidad como las alteraciones morfolégicas fue-
ron caracterizadas en cada especie y sustancia; a diferencia de Saprolegnia ferax, en
Achlya racemosa se observaron diferentes alteraciones morfolégicas como resultado
de la exposicion a las sustancias fungicidas. Las pruebas de desafio indicaron que
la Formalina y el Acido Acético Tamponado son la sustancias mas efectivas para el
control de las infecciones por Saprolegnia ferax y Achlya racemosa respectivamen-
te. Las cepas Fusarium solani y Fusarium semitectum utilizadas en estos ensayos
fueron considerablemente mas resistentes a las sustancias fungicidas ensayadas que
los Saprolegniales. Ninguna de las sustancias exhibié un efecto inhibitorio a con-
centraciones seguras para las ovas de pejerrey. Estos resultados nos indican que las
estrategias de control de este tipo de infecciones deben ser distintas a las empleadas

para los Saprolegniales y merecen una investigacién méas profunda.

Consideramos que este trabajo brinda informacién sobre la composicién de la mi-
cobiota asociada al pejerrey (Odontesthes bonariensis); la sensibilidad de esta especie
durante su desarrollo embrionario a algunas sustancias microbicidas; y la aptitud
de las mismas como agentes fungicidas. Esperamos que la informacién aqui presen-

tada pueda ser de utilidad para continuar las investigaciones relacionadas con éste
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y otros aspectos que contribuyan al conocimiento y desarrollo del cultivo de esta

emblematica especie.






Abstract

The main objective of this thesis is the evaluation of the fungicide effect of some
substances used as surface disinfectants in aquaculture on silverside Odontesthes
bonariensis (Cuvier y Valenciennes) eggs infected by Saprolegniales. A causal re-
search model is adopted in this work, in which the results of every chapter are used
to formulate and organize the following, until reaching the final conclusions. The
first stage was the isolation and identification of the organisms and mycobiota of
silverside (O. bonariensis) eggs, and the determination of the degree of pathoge-
nicity of some of the isolated strains by a histophatological study of the infected
eggs. Several organisms of the Straminipilia Kingdomn (Oomycetes - Saprolegnia-
les) were found, and the morphological and molecular identification of Saprolegnia
feraz (Gruith.)Thuret and Achlya racemosa Hildebrand was achieved. Several mem-
bers of the Fungi Kingdom were also found, more specifically anamorphic species of
Ascomycota, from which Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend.
Snyder & Hansen, and Fusarium semitectum Berkeley & Rabéenle were selected
for taxonomic characterization. Then, the effect of Malachite Green, Sodium Ch-
loride, Formalin, Glacial Acetic Acid, Buffered Acetic Acid, Potassium Iodide, and
Povidone-lodine on silverside (O. bonariensis) eggs was evaluated by performing
acute toxicity test. The main purpose of these essays was to determine lethal and
sublethal toxicologic parameters to quantify the effect of exposure to these subs-
tances, and categorize them according to their toxicity level, in order to find safe
concentration ranges for their use as chemotherapeutics. The silverside eggs showed
different levels of sensitivity to these substances, and the sensitivity was affected by
the physicochemical characteristics of the environment. In the acute toxicity tests

the end point was the survival of the embrio. The Malachite Green, used as a Con-
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trol, was the substance exhibiting the highest toxicity, and the Iodopovidone was
the least toxic substance. When evaluating the effect of these substances on the
hatching rate, again the most toxic substance was Malachite Green, and the least
toxic was Sodium Chloride. These differences in sensitivity allowed us to establish
relationships between the survival on the acute toxicity test, the hatching rate, and
the obtained toxicological parameters.

Finally, and aided by the previous toxicologic findings, assays were carried out
to determine the fungicide capability of the tested substances on four of the fungic
species isolated from de silverside eggs. These were two strains of Saprolegniales:
Achlya racemosa and Saprolegnia ferax, and two strains of anamorphic species of
Ascomycota: Fusarium semitectum and Fusarium solani. These four species were
selected as targets for the in vitro evaluation of the fungicide effect because of their
antecedents as pathogens of aquatic organisms. The Saprolegniales were found to be
sensitive to most of the tested substances, except the Glacial Acetic Acid and both
Iodophors. The growth of both species was completely inhibited by the remaining
substances in concentrations that are safe for the silverside eggs. The sensitivity
and morphologic alteration were studied for both species and every substance. Sa-
prolegnia ferax did not show morphologic alterations, while Achlya racemosa did
show different morphologic alterations as result of exposure to the fungicide subs-
tances. The in vivo tests showed that the Formaline and the buffered Acetic Acid
were the most effective substances for control of infections of Saprolegnia ferax and
Achlya racemosa respectively. The strains of Fusarium solani and Fusarium semi-
tectum used in these assays were much more resistent than the Saprolegniales to the
tested fungicide substances. None of the substances exhibited an inhibitory effect
at concentrations safe for the silverside eggs. These results indicate that the con-
trol strategies of infections with these organisms should be different that the ones
employed for Saprolegniales, and deserve further investigation.

In conclusion, this work gives information regarding the composition of the my-
cobiota associated to the silverside Odontesthes bonariensis, the sensitivity of this
species during its embrionary development to some disinfectant substances, and the
capability of these substances as fungicide agents. We expect that the information
in this work will be helpful for continuing the research in related subjects, that may

lead to a better understanding and development of the culture of this species.
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Capitulo 1
Introduccién

El desarrollo de la acuicultura a nivel mundial en las ultimas décadas ha cobrado
importancia, al punto de que se estima que en los proximos anos esta actividad
proveerd el 50 % del pescado consumido por la poblacién humana. Desde 1970 al
2006, la acuicultura crecié a nivel mundial un 8,8 %, siendo Latinoamérica la regién
que presenta una mayor tasa de crecimiento durante este periodo (FAO, 2009a).
En América Latina y el Caribe el crecimiento de la produccién acuicola ha logrado
triplicar el promedio mundial en el mismo periodo, con un aumento del 22 %. Esta
creciente demanda pone en la mira a la explotacién de recursos autdctonos, como
una fuente de desarrollo de la pesqueria e impulso a las economias locales. En este
contexto es indiscutible la importancia social y econémica del pejerrey, Odontesthes
bonariensis (Cuvier y Valenciennes), como recurso pesquero y su potencial como
recurso explotable, sobre todo considerando las condiciones favorables que la region

ofrece para el desarrollo esta actividad productiva.

La acuicultura del pejerrey se inicié hace mas de un siglo. Durante los anos
1891 y 1892 se realizaron las primeras experiencias, lograndose por primera vez la
reproduccién artificial en 1904. En la actualidad, la amplia distribucion actual del
pejerrey es consecuencia de las siembras de larvas y ovas que fueron realizadas desde
entonces; tanto en cuerpos de agua de la provincia de Buenos Aires como en otras
provincias de la Argentina, habiéndose realizado también la exportacion de ovas
a otros pafses del mundo. Posteriormente, Ringuelet (1943) publicé el documento
denominado “Piscicultura del pejerrey o Atherinicultura”, que condensa valiosa in-

formacion sobre las principales pautas a considerar en la implementaciéon de una
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estacion de cria de pejerrey; mas adelante Mac Donagh (1946) y Gonzélez-Regalado
& Mastrarrigo (1948) realizaron sus respectivos aportes en lo referido a técnicas
de cultivo. En la década de los ochenta se realizaron las primeras experiencias de
cultivo intensivo a bajas densidades con larvas de 5 a 7 dias de edad, en estanques
fertilizados con alimento balanceado (Luchini et al., 1984; Reartes, 1987); también
se evaluo el uso de rotiferos como alimento durante el periodo larval, y de otros tipos
de alimento en diferentes densidades de siembra (Reartes & Donati, 1987; Reartes
et al., 1989).

En algunos paises de Latinoamérica como Bolivia y Perti también se practica la
piscicultura del pejerrey, aunque de manera incipiente (Berasain et al., 2004); en
Brasil otras especies del género Odontesthes como O. argentiniensis y O. humensis
han sido objeto de cultivo (Sampaio 1992; Sampaio & Pholnor 1996; Sampaio 2006).
Pero, es en Japon, donde se ha desarrollado una tecnologia de manejo intensivo de
manera exitosa, convirtiendo al pejerrey O. bonariensis en una especie de valor co-
mercial, con una produccién anual de 30 a 40 toneladas (Toda et al, 1998; Lépez
& Garcia 2001). Desde el ano 2002 el Japén, mediante la Agencia de Cooperacién
Internacional (JICA), ha impulsado la transferencia de tecnologia destinada al desa-
rrollo de la piscicultura del pejerrey en la Argentina. Se ha otorgado financiamiento
para la investigacién en este rubro, en el marco del Proyecto denominado “Investi-
gacién y Desarrollo de la Acuicultura y propagacién del pejerrey”. En este proyecto
participan: el Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto Tecnoldgico de
Chascomus (IIB-INTECH), la Estacién Hidrobiolégica de Chascomus (EHC), el
Instituto Nacional de Investigacién y Desarrollo Pesquero (INIDEP) y el Centro de
Ecologia Aplicada del Neuquén (CEAN). Producto de esta conjuncién de esfuerzos,
en la actualidad se informa periédicamente a la comunidad cientifica y pesquera
los resultados de las experiencias de cria realizadas, tanto en las instalaciones de la
Estacién Hidrobiolégica de Chascomts (Berasain et al., 2000; Berasain et al., 2001;
Berasain et al., 2006; Berasain et al., 2008; Velasco et al., 2008), como en ambientes
naturales (Espinach Ros & Domadnico 2006) y experiencias de cria semi-intensiva en
jaulas flotantes con aporte alimenticio natural (Colautti & Remes Lenicov 2001). El
grupo de trabajo del IIB-INTECH se ha especializado en el estudio de la biologia
reproductiva sobre todo en la neuroanatomia, la determinacién y diferenciacién se-

xual, asi como también el estudio del efecto de xenobidticos sobre la reproduccién



de esta especie (Miranda & Somoza 2001; Miranda et al., 2005; Sciara et al., 2006;
Fernandino et al., 2006; Karube et al 2007; Strobl Mazzulla et al., 2008; Miranda et
al., 2009; Carriquiriborde et al., 2009).

Indudablemente el desarrollo de la acuicultura estd encaminado a una intensi-
ficacién de los sistemas de cultivo, en donde uno de los puntos criticos a superar
es lograr el control de la reproduccion que permita obtener una producciéon masiva
de larvas y controlar a su vez la expresion de caracteres deseables, tales como la
velocidad de crecimiento, tolerancia a la manipulacién, y resistencia a enfermedades
(Reartes, 1995; Strsussman, 1989; Miranda & Somoza, 2001). Otro de los inconve-
nientes de la cria intensiva de peces es que las condiciones de hacinamiento los hacen
mas vulnerables a la presencia de patégenos, no solo contribuyendo con el estrés y
posterior debilitamiento del pez, sino también con el deterioro de la calidad del
medio en el que se desarrollan. Las condiciones inadecuadas de manejo repercuten
en toda la poblacién; contribuyendo a que la gran mayoria de los peces sometidos
a cultivo intensivo sean susceptibles a la colonizaciéon por algiin microorganismo

patégeno (Holliman, 1993; Farjer & Prieto 1997).

Durante el desarrollo embrionario, los peces son mas susceptibles a la Sapro-
legniasis, enfermedad causada por los Saprolegniales, organismos pertenecientes al
Reino Straminipila, erréneamente denominados “hongos”. Estos pueden ser capaces
de colonizar avida y rapidamente a las ovas llegando a provocar en algunos casos
elevados porcentajes de mortalidad. Una forma de contrarrestar estas infecciones es
la eliminacién manual de los focos de diseminacién, que suelen ser las ovas muer-
tas e infectadas. Esta practica implica un gran esfuerzo humano y dedicacién por
parte del personal, y ademés repercute negativamente en el desarrollo embrionario
(Celada et al., 2004). Otra alternativa es la aplicacién de desinfectantes de superfi-
cie, una préactica muy difundida en Acuicultura. Se han realizado muchos estudios
para determinar cuales son las sustancias mas efectivas, los tiempos de exposicién
y las formas de tratamiento mas adecuadas para su utilizacién en el control de en-
fermedades en peces y sus ovas. La mayor parte de estd informacion esta referida
a especies de importancia econémica y de mayor difusion como salmoénidos, ciprini-
dos, etc (Noga, 1999; Treves & Brown, 2000; Romero, 2003). Estas sustancias, en
su mayoria no sélo son utilizadas como fungicidas, sino también en muchos casos

como parasiticidas, bactericidas y desinfectantes. La falta de informacién sobre la
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sensibilidad del pejerrey a sustancias utilizadas como desinfectantes de superficie,
y mas especificamente como fungicidas, puede inducir a la utilizacion de dosis em-
pleadas en otras especies de peces, desconociendo no sélo su eficacia, sino también
los efectos que puedan tener sobre el pejerrey. Este es el motivo que nos ha llevado a
plantear esta problematica como principal objetivo de investigacion de la presente.
Las sustancias fungicidas seleccionadas para el presente estudio son de utilizacién
frecuente en acuicultura, la evaluacién de la capacidad fungicida de algunas de ellas
(Verde de Malaquita, Cloruro de Sodio, Formalina) ha sido abordada anteriormente
por diversos autores en otras especies de peces. Por el contrario lado, tanto el Acido
Acético Glacial y su version tamponada, como los lodéforos han sido més frecuen-
temente utilizados como desinfectantes, habiendo sido poco estudiados sus efectos

fungicidas.

En esta tesis se presentan y discuten los resultados del estudio llevado a cabo
con la finalidad de determinar el efecto fungicida de diferentes sustancias sobre ovas
de pejerrey Odontesthes bonaeriensis infectadas por Saprolegniales y otras espe-
cies fungicas. Con el objetivo de organizar y facilitar el manejo de la informacién
aportada, este documento se ha dividido en tres Partes. En la Parte [l se abordan
aspectos referidos al aislamiento e identificacion de la micobiota asociada a las ovas
de pejerrey, Odontesthes bonariensis. En la Parte [[Il se determinan pardmetros toxi-
cologicos relacionados a las respuestas de las ovas de pejerrey a diferentes sustancias
que podrian utilizarse como fungicidas. Por tltimo, en la Parte [IIl se determina
el efecto que dichas ssutancias ejercen sobre laes especies fingicas mencionadas en
la Parte [, con el fin de identificar los tratamientos més adecuados para controlar

infecciones fungicas en ovas de pejerrey.

Tal como se mencioné previamente, en la Parte [l se abordan los aspectos re-
feridos al aislamiento e identificacién de la micobiota asociada a ovas de pejerrey,
Odontesthes bonariensis, determinando el grado de patogenicidad de algunas de las
cepas aisladas mediante el estudio histopatoldgico de las ovas infectadas. En un
inicio se plantearon como especies de estudio tnicamente a los organismos perte-
necientes al Reino Straminipila (Oomycetes - Saprolegniales), debido a que estos
organismos han sido frecuentemente asociados a las micosis en ovas peces. Sin em-
bargo, durante el desarrollo de la investigacién se aislaron a organismos del Reino

Fungi, grupo taxonémico diverso y complejo. Debido a las diferencias sisteméticas,



biolégicas y fisioldgicas existentes entre ambos grupos la Parte [l se compone de
dos Capitulos. En el Capitulo 2] se describe la metodologia seguida para el aisla-
miento e identificacién de las especies de Reino Straminipila. Se realizaron varios
aislamientos, pero se hizo énfasis en la caracterizacién y descripcion morfolégica de
dos especies: Saprolegnia ferax (Gruith.)Thuret y Achlya racemosa Hildebrand, de-
bido a que ambas forman parte de dos de los géneros més representativos de Familia
Saprolegniaceae y han sido previamente reportadas como patégenos de peces. La ca-
racterizacién morfoldgica fue realizada en nuestro laboratorio, también se realizaron
estudios moleculares, pero estos fueron llevados a cabo en colaboracion con el La-
boratorio de Micologia y Fitopatologia del Instituto Jules Guyot, en la Universidad
de Bourgogne, Francia. Ademads, se realizaron ensayos para conocer las condiciones
optimas de crecimiento in wvitro, con la finalidad de determinar las condiciones de
cultivo a utilizar en los ensayos subsiguientes. Por su parte, el Capitulo[3incluye una
serie de hallazgos que involucran a diversos representantes de Reino Fungi, y maés
especificamente a anamorfos de Ascomycota. De las numerosas especies aisladas:
Fusarium solani(Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder & Hansen, y Fusa-
rium semitectum Berkeley & Rabéenle, fueron seleccionados para la caracterizacién
taxonomica, dados sus antecedentes como patogenos de peces y otros organismos
acuaticos. Debido a la vasta informacién disponible sobre las otras especies encon-
tradas, no se ha realizado una caracterizacién morfologica de cada una de ellas; sin
embargo, el material se encuentra disponible para posteriores estudios en el cepario

de cultivos del Instituto de Botanica Spegazinni.

La Parte [l consta de un tinico capitulo, el Capitulo @ En éste se abordan los
principales aspectos toxicologicos que deben ser considerados para evaluacion de
tratamientos terapéuticos de uso en acuicultura; esto debido a que para establecer
las concentraciones terapéuticas éptimas es necesario establecer los efectos téxicos
de dichas sustancias en los organismos en las que serdn utilizados (Martin, 1968).
Con esta finalidad, se realizaron ensayos de toxicidad aguda para determinar algu-
nos parametros toxicolégicos que nos proporcionen informacién sobre la sensibilidad
del pejerrey a las sustancias quimicas en estudio. En el mencionado Capitulo se
describen primeramente las caracteristicas principales de los individuos que seran
objeto de estudio, las ovas de pejerrey Odontesthes bonariensis; posteriormente se

definen las condiciones experimentales, mencionando los protocolos adoptados para
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la realizacion de los bioensayos de toxicidad aguda de 96 horas. También se descri-
ben brevemente las diferentes metodologias empleadas para la determinacién de los
parametros de toxicidad aguda de los compuestos en estudio: Concentracién Letal
50 (CLsp) Concentracién Letal 10 % (CLyg), Concentraciéon de No Efecto (NEC) y
la concentracién de efecto no observable (NOEC). Los resultados se presentan en
cuatro puntos separados segtn el efecto observado en: 1) Efecto sobre el porcenta-
je de sobrevivencia; 2) Pardmetros toxicolégicos letales; 3) Efecto sobre la tasa de
eclosién y 4) Pardmetros toxicoldgicos subletales. En este capitulo también, se men-
cionan las principales caracteristicas de las sustancias fungicidas propuestas, junto
con una breve revisién de los efectos deletéreos que estas provocan sobre los peces y
sus ovas, y se interpretan los acontecimientos bioldgicos implicados en su toxicidad.
En este punto, toda la informacién obtenida es discutida y comparada con escasos
hallazgos realizados en pejerrey y los aportes encontrados de otros autores en diver-
sas especies de peces. A su vez, se comparan los niveles de toxicidad de cada una de
las sustancias y se establece una relacién entre los porcentajes de sobrevivencia y los
parametros toxicolégicos agudos, y entre la tasa de eclosion y las concentraciones

subletales.

La Parte [[IIl aborda nuevamente aspectos micolégicos, pero en esta oportunidad
desde un punto de vista experimental, con el objetivo principal de determinar cuales
son las sustancias que poseen un efecto letal o inhibidor y en que concentraciones
éstos se manifiestan. La Parte [IIl también se encuentra dividida en dos capitulos. En
el Capitulo [3 las especies objeto de estudio fueron Saprolegnia ferax y Achlya race-
mosa. Basandonos en los parametros toxicolégicos obtenidos en el capitulo anterior,
se establecieron las concentraciones de ensayo, considerando como limite superior la
CLso para ovas de pejerrey de cada una de las sustancias. Primeramente se presen-
tan los resultados de los diversos “test de screening” llevados a cabo con la finalidad
de conocer la sensibilidad de ambas especies a las sustancias fungicidas, mediante
los cuales se evalud el efecto sobre la tasa de crecimiento en medio agarizado. Se
determinaron: el porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC), la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Inhibitoria media (CIM) para ambas
especies en cada sustancia. Ademds, se registraron las alteraciones morfoldgicas pro-
ducidas por dichas sustancias y se evalud su efecto sobre la produccion y maduracion

de los 6rganos reproductores femeninos. Finalmente se realizaron test de eficacia in
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vivo para corroborar la real capacidad funguicida o fungistatica de las sustancias se-
leccionadas en medio acuoso. Esto fue realizado exponiendo a las ovas de pejerrey al
micelio de ambas especies, en su fase de crecimiento activo con abundante liberacion
de esporas infectivas, en un medio con la concentracion determinada como efectiva
de alguno de los agentes fungicidas seleccionados en pasos anteriores. En el Capitu-
lo [l se evalué la capacidad fungicida en Fusarium solani y Fusarium semitectum. Si
bien la metodologia empleada para los ensayos difiere escasamente de la utilizada
en el Capitulo 5, los resultados muestran notables diferencias en la respuesta a los
fungicidas. Debido a que las concentraciones inhibitorias para estas especies superan
ampliamente los valores de los parametros subletales obtenidos para ovas de pejerrey
no se realizaron ensayos de eficacia en estos organismos.

Finalmente, en un ultimo Capitulo se presentan las principales conclusiones obte-
nidas a lo largo del desarrollo de la presente investigacién. Se espera que los aportes
realizados en la presente tesis doctoral sean de utilidad para quienes en la actua-
lidad y en el futuro se dediquen a la acuicultura del pejerrey, o que también sirva
de informacién de base para el estudio de nuevas alternativas de tratamiento de las

micosis y otras enfermedades capaces de afectar al pejerrey y sus ovas.

1.1. Hipdtesis y Objetivos

En base a la problematica descripta precedentemente se plantean las siguientes

hipétesis:

1. Las infecciones ocasionadas por Saprolegniales son causa de mortalidad en
los primeros estadios de desarrollo del pejerrey Odontesthes bonariensis. Di-
versas especies de Saprolegniales estan involucradas en dichos eventos. Estos
organismos son capaces de provocar lesiones que pueden ser demostradas his-

tologicamente.

2. Existen otros organismos que son capaces de conformar la micobiota asociada
a los embriones del pejerrey. Estos son capaces de infligir dano o de actuar

como epibiontes.

3. Las ovas de pejerrey presentan variaciones en la respuesta a la exposicién

a los diferentes agentes quimicos desinfectantes propuestos como fungicidas.
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Estos producen alteraciones de distinta naturaleza en el metabolismo de los

embriones del pejerrey, provocando en éstos diferentes niveles de toxicidad.

4. Las caracteristicas fisico-quimicas del agua inciden directamente en la toxici-

dad de algunos compuestos.

5. La tasa de eclosion puede verse afectada por la exposicion a sustancias fungi-

cidas, atin en concentraciones subletales para los embriones de pejerrey.

6. Las sustancias fungicidas ejercen un efecto negativo sobre la tasa de crecimien-

to, la reproduccién sexual y la morfologia normal de las Saprolegniales.

7. La capacidad infectiva de las Saprolegniales varia segin la especie. A su vez, la
incidencia de micosis causadas por Saprolegniales en ovas de pejerrey Odontest-
hes bonariensis se vera influenciada por la sustancia elegida como tratamiento

profilactico.

8. Las sustancias fungicidas ejercen un efecto negativo sobre la tasa de crecimien-

to de Fusarium solani y Fusarium semitectum.

El objetivo general de este trabajo es evaluar el potencial fungicida de diversas
sustancias de amplia utilizacion en acuicultura como desinfectantes de superficie,
considerando sus efectos toxicos sobre el desarrollo temprano del pejerrey O. bona-

riensis. A tal fin, se fijaron los siguientes objetivos especificos:

s Aislar e identificar a la micobiota asociada a ovas de pejerrey Odontesthes

bonariensis.

» Caracterizar histopatolégicamente la infeccién fungica por Saprolegniales y

hongos anamorficos de Ascomycota en ovas.

» Evaluar las condiciones 6ptimas de crecimiento in vitro de las especies parasitas

Saprolegenia ferax y Achlya racemosa.

= Realizar ensayos agudos con ovas de O. bonariensis con el objetivo de conocer

la sensibilidad de esta especie a las distintas sustancias fungicidas propuestas.
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= Determinar pardmetros de toxicidad letales (CLsg 24-96h) y subletales (NOEC,
NEC y CLyg), de las ovas de O. bonariensis expuestas a las distintas sustancias

estudiadas.

= Determinar el efecto de las diferentes sustancias fungicidas sobre la tasa de

eclosién del pejerrey O. bonariensis.

= Establecer, en base a los parametros antes mencionados, una categorizacion

de la sensibilidad a las distintas sustancias estudiadas.

= Evaluar, in vitro, el efecto fungicida sobre dos cepas autoctonas y patégenas de
Saprolegnia ferax y Achlya racemosa, determinando el efecto sobre la Tasa de
Crecimiento (TC), la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), y el Porcentaje
de Inhibicién (PI).

= Describir las alteraciones morfolégicas observadas en Saprolegnia ferax y Achl-

ya racemosa al ser expuestas a la sustancias fungicidas propuestas.

= Evaluar, in vitro, el efecto de determinados fungicidas sobre dos cepas autocto-
nas y patégenas de los Anamorfos de Ascomycota: Fusarium semiectum y

Fusarium solana.
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Parte 1

Organismos miceliares asociados a

ovas de pejerrey






Capitulo 2

Reino Straminipila (Oomycetes -

Saprolegniales)

2.1. Introducciéon

Los denominados hongos acuéticos zoospdricos son organismos pertenecientes al
Reino Straminipila, Clase Peronosporomycetes (=Oomycetes), Orden Saprolegniales
(Dick, 2001b). Aunque son denominados “hongos”, estos organismos no presentan
alguna relacion filogenética que permita su inclusién en el Reino Fungi, puesto que
poseen caracteristicas morfoldgicas, reproductivas, genéticas, ultraestructurales, bio-
quimicas, y moleculares distintas a las de los hongos verdaderos (Alexopoulos et al.,
1996; Milanez, 1997).

Dick (2001a), senala que las principales caracteristicas morfolégicas que diferen-

cian a los Oomycetes de los hongos verdaderos son:

= Desarrollo de un talo cenocitico diploide, donde la meiosis tiene lugar en el

interior de los respectivos gametangios.

= Reproduccion sexual mediante contacto gametangial, produciéndose como re-

sultado cigotas de paredes gruesas denominadas oosporas.

= Reproduccién asexual mediante la formacién de zoosporas heterocontas. Una
zoospora primaria, con un flagelo anterior, tipo pincel, con dos hileras de mas-

tigonemas tubulares y tripartitos; y otro posterior, tipo latigo, sin mastigone-
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mas; la que luego se enquista y da lugar a una espora secundaria reniforme

con flagelos laterales.

Ultraestructuralmente se pueden observar diferencias a nivel de algunas organelas
celulares, tales como: la presencia de un reticulo endoplasmico, mitocondrias con
crestas tubulares, un aparato de Golgi con multiples cisternas, y la presencia de
vacuolas electrodensas que contienen micolaminarias. Entre las caracteristicas bio-
quimicas més representativas podemos mencionar: a) la pared celular esta compuesta
por 8 1-3 y 8 1-6 glucanos, hidroxiprolina y celulosa, mientras que en los hongos ver-
daderos se compone principalmente por quitina; b) almacenan un polisacarido como
sustancia de reserva denominado micolaminarina compuesta por 8 1-3 glucanos; c)
difieren en su composicién de aldioles y polioles; ¢) utilizan rutas biosintéticas dis-
tintas a las de los Eumycota, (como la del dcido diaminopimélico para la biosintesis
de lisina y triptofano sintetasa) (Dick, 2001a, b).

Por tales razones, a lo largo de la historia, la taxonomia de estos organismos
ha sufrido revisiones, habiendo sido ubicados primeramente en el Reino Protoctista
y més adelante transferidos al Reino Chromista (Cavalier-Smith, 1986); Patterson
(1989) y Dick (2001b), propusieron su inclusién en el Reino Straminipila, clasifica-
cién que es aceptada en la actualidad.

Las Saprolegniales, también conocidos como “mohos acudticos” son organismos
ampliamente distribuidos en ambientes acudticos continentales, estuarios y suelos
himedos. La mayoria de las especies son saprétrofas en detritos vegetales y anima-
les; y pueden también ser encontrados como parasitos de algas, rotiferos, larvas de
mosquito, crustaceos, peces y sus ovas, tanto en condiciones naturales como en sis-
temas de cultivo (Pickering et al., 1979; Hatai et al., 1990; Hatai & Hoshina, 1992;
Kitancharoen et al., 1996; Dieguez-Uribeondo et al., 1996; Pires Zottarelli et al.,
1996).

El término Saprolegniasis designa a las enfermedades causadas por organismos
pertenecientes a la clase Oomycetes, denominados también Peronosporomycetes
(Dick, 2001b) y mas precisamente a los incluidos en el Orden Saprolegniales. De
acuerdo con lo senialado por Pickering et al. (1979), no se puede inferir que todas las
especies de Saprolegniales sean potenciales patégenos. Dado su caracter saprétrofo
y su ubicuidad en el medio ambiente acuatico, puede resultar dificil distinguir si

son los agentes causales de una infeccién primaria o secundaria; y por ende, si estos
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organismos cumplen un rol como parasitos o actian como saprétrofos sobre una

lesién preexistente.

A pesar de que muchas especies han sido implicadas en casos de Saprolegnia-
sis, parece ser que Saprolegnia parasitica Coker, es la especie mas frecuentemente
asociada a enfermedades en peces; motivo por el cual ha sido objeto de numerosos
estudios orientados a determinar los mecanismos que subyacen al desarrollo de la

patogenicidad y la especificidad del hospedador.

Estos organismos son capaces de reconocer un sustrato especifico, movilizarse
hacia éste, a merced de sus zoosporas biflageladas, adherirse y, hasta en algunos
casos, infligir dano mediante la liberacién de enzimas proteoliticas que facilitan la
penetracion en el huésped. El quimiotaxismo, como mecanismo de reconocimien-
to especifico del sustrato ha sido estudiado, por El-Feki et al. (2003) y Rand &
Munden, (1993) quienes demostraron que las esporas de Saprolegnia parasitica y
Saprolegnia diclina exhiben un quimiotaxismo positivo hacia extractos tisulares de
Oncorhynchus mykiss y a extractos de membrana coriénica de ovas de trucha de
arroyo Salvelinus fontinalis. Estrategias de adherencia y fijacion al sustrato, tales
como la ornamentacién en las zoosporas secundarias, puede desempenar un papel
importante en la fijacién (Pickering et al., 1979). Asi mismo, la evidencia experi-
mental presentada por Willoughby & Pickering (1977) demostré que las esporas
secundarias se adhieren facilmente a la superficie de los peces y a los pocos minutos
son capaces de crecer y germinar vigorosamente pudiendo permanecer viables en
estas condiciones hasta 24 horas. Aunque la espora secundaria es considerada por
diversos autores como el agente infectante (Tifnney 1939; Willoughby, 1977; Rand
& Munden, 1993), no podemos descartar la posibilidad de que las esporas prima-
rias, o los quistes cumplan algiin rol en la infeccién ya que éstos estados pueden ser
predominantes en determinadas condiciones ambientales (Willoughby & Pickering,
1977)

El pejerrey Odontesthes bonariensis Cuvier & Valenciennes 1835 (Osteichthyes,
Atherinopsidae), es una especie emblemética de la regiéon pampeana, valiosa no
s6lo como recurso natural sino también por su potencial para la pesca deportiva
y la cria intensiva. Existe una vasta produccion cientifica referida a aspectos bio-
ecoldgicos y también sobre el desarrollado de experiencias de cultivo de esta especie

(Grossman, 2001; Mancini & Grosman, 2009). No obstante, hay que destacar que
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si bien existe informacién disponible sobre las enfermedades infecciosas que pueden
afectar al pejerrey, esta es mas bien de caracter general y principalmente relacionada
a las parasitosis registradas en ambientes naturales de la Argentina (Garcia Romero,
2001; Drago, 2004; Mancini et al., 2006). La mayor parte de la informacién sobre
las afecciones y patologias en sistemas de cultivo ha sido generada en Japdn, esto
se debe principalmente a que los emprendimientos comerciales llevados a cabo en
éste pais desde 1966, han sido exitosos (Berasain et al., 1999; Mancini et al., 2000).
Reportes de enfermedades bacterianas en pejerrey fueron realizados por Lawhavinit
et al. (1998) y Hatai & Lawhavinit (1993); también se han registrado casos de
“Saprolegniasis” (Lawhavinit et al., 1986; Hatai et al., 1993; Kitancharoen et al.,
1995).

En la Argentina, una de las primeras menciones de enfermedades causadas por
Saprolegnia spp. fue realizada por Ringuelet (1943); desde entonces hasta el mo-
mento los tnicos estudios sistematicos realizados, relacionados con Saprolegniales,
fueron presentados por Pacheco Marino et al. (2006a), Mancini et al. (2008); Pache-
co Marino & Steciow (2008); Pacheco Marino et al. (2008a); Pacheco Marino et al.
(2009).

A pesar de que la presencia de estos "hongos” sobre el hospedante es facilmente
reconocida por su aspecto algodonoso, una correcta identificacion a nivel de especie
suele ser dificultosa, ya que ésta debe basarse principalmente en la observacion, des-
cripcién y medicién de caracteres morfolégicos sexuales y asexuales (Seymour, 1970;
Dick, 2001b; Johnson et al., 2002). Debido a que algunas especies se caracterizan por
una lenta o escasa formacion de dichas estructuras, diversos autores han orientado
sus investigaciones a la busqueda de otros atributos diferenciales que permitan una
identificacién mas rapida. Es asi que caracteristicas morfologicas como la germina-
cién y ornamentacion de la espora (Pickering et al., 1979; Willoughby et al., 1983),
o fisiologicas como la hidrélisis de la peptona, los perfiles de asimilacién de car-
bohidratos, la hidrélisis de la urea (Wolf, 1937; Yuasa & Hatai, 1996), estan siendo
utilizados como parametros adicionales para la clasificacién e identificacién a nivel
especifico. En la actualidad, se ha difundido el empleo de técnicas moleculares para
la determinacion y diferenciacién de especies; en este contexto, la amplificacion de la
secuencia de nucleétidos de las regiones ITS1 e ITS2 (espaciador transcripto interno)

del gen ribosomal, es utilizada como herramienta para la identificaciéon genética de
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muchos organismos, ya que abarcan secuencias con alto grado de variabilidad entre
especies e incluso dentro de una misma especie (De Cock & Levesque, 2004; Paul,
2006; Paul & Bala, 2008; El Androusse et al., 2006).

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Origen del material

Para realizar la caracterizacién de la micobiota de ovas de pejerrey (Odontesthes
bonariensis Cuv.), se emplearon ovas de 1-2 dias post desove, las que fueron propor-
cionadas por la Estacién Experimental de Piscicultura de Chascomus, ubicada en
la ciudad de Chascomiis (Provincia de Buenos Aires, Argentina); el procedimiento
realizado para el aislamiento primario del agente patdgeno se describe en la Figu-
ra 2.l El material bioldgico se recolecté y trasladé en botellas de vidrio estéril,
conteniendo agua de la estacién de cria. En el laboratorio las ovas se colocaron en
incubadoras de plastico de 2 L. con fotoperiodo natural, aireacion y flujo constantes
(recambio completo del medio cada 8 horas). Para la incubacion se utilizé agua dura
reconstituida (US EPA, 2002), cuyas caracteristicas fueron: dureza (160-180 mg.L~!
CaCO3); alcalinidad (110-120 mg.L=! CaCO3) y pH, 7.6-8.0. El material empleado
para la contencién y transporte de las ovas fue previamente desinfectado con Clo-
ruro de Benzalconio 1% o esterilizado en autoclave por 20 minutos a 1 atm y 121
°C. Durante la incubacion, se procedio a retirar con una pipeta Pasteur descartable
estéril las ovas infectadas, las que se observaron cubiertas de micelio blanco algodo-
noso. Este procedimiento se realizé diariamente para prevenir la propagacion de la
infeccion. Dos meses después de la incubacion se observd, en un ejemplar juvenil, la

presencia de una lesién en la regién perianal cubierta por abundante micelio.

Tanto en el caso del juvenil como en las ovas de pejerrey, se tomaron muestras
del micelio para la realizacién de preparados y la observacién en el microscopio de
caracteristicas morfologicas generales de los taxa y proceder luego al aislamiento e
identificacién; para esto todas las ovas infectadas y las porciones de micelio pro-
venientes del individuo infectado se mantuvieron por separado en placas de Petri

estériles con agua destilada estéril.
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Ovas mantenidas en Incubado
2 L, recambio de agua cada 8
horas, aireacién constante

Eclosién y cria durante 2 mes
Peceras 50 L de capacidad.

Ovas infectad: l
(recubiertas por micelio blanco) Juveniles infectad:

l Presencia de micelio blanquecin

Observacion de frotis en fico l

Colecta en facas de Petri cc Frotis observado en,frcq
agua destilada y semillas Coleda de material flngico ¢
sésamo estériles placas de Petri con agua destil:

y semillas de sésamo estéri

o

Figura 2.1: Flujograma del procedimiento realizado para aislamiento primario del agente patogeno.

2.2.2. Aislamiento e identificacion del agente causal

Para el aislamiento de las cepas se siguié la metodologia descrita por: Johnson
(1956); Sparrow (1960); Seymour (1970) y Johnson et al. (2002). Todas las muestras
fueron mantenidas en placas de Petri estériles, con agua destilada estéril empleando
semillas de sésamo como sustrato de crecimiento y se mantuvieron a temperatu-
ra ambiente (15-20° C), fotoperiodo natural durante 7 a 10 dias. Una vez que las
semillas fueron colonizadas, una pequena porciéon de micelio fue transferida asépti-
camente a placas de Petri con agar harina de maiz - CM -(del ingles Cornmeal).

Con la finalidad de obtener nuevas colonias libres de bacterias para la formacién
y maduracion de estructuras reproductivas asexuales y sexuales, las cepas fueron
purificadas mediante cultivos sucesivos de las colonias en agar harina de maiz con
1 ml de una solucién antibidtica (0,5 g de Cloramfenicol y 1 g Sulfato de Estrep-
tomicina en 200 ml de agua destilada). Luego de haber obtenido cultivos puros, un
bloque de agar fue tomado del borde de la colonia en crecimiento e inoculado en una
placa de Petri estéril con agua destilada y semillas de sésamo estériles, éste proce-
dimiento se realizo por triplicado. La caracterizaciéon morfologica de las especies fue
realizada mediante la descripcion de las colonias formadas sobre la semillas parcial-
mente sumergidas en agua; se consideraron medidas tales como: el diametro de las
colonias, didmetro de los oogonios, niimero de oosporas por oogonio y didmetro de
las oosporas; y caracteristicas morfolégicas relevantes como: tipo de oosporas, forma

de los oogonios, disposicién de las ramas anteridiales, proliferacién del esporangio.
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Se tomaron 50 registros de cada una de estas caracteristicas en las tres repeticiones,
utilizando un microscopio Olympus BX 40 equipado con la éptica de contraste de
fase.

Finalmente, las cepas aisladas fueron depositadas en la coleccién de cultivos del

herbario micolégico del Instituto Spegazzini (LPSC).

2.2.3. Analisis de la secuencia del ADN de Achlya racemosa
y Saprolegnia ferax

Los estudios moleculares destinados confirmar la identidad de los aislamientos,
identificados previamente en base a su morfologia, como Saprolegnia ferax y Achlya
racemosa, fueron realizados por el Dr. Bernard Paul, en el laboratorio de Micologia
y Fitopatologia, del Instituto Jules Guyot — Universidad de Bourgogne, siguiendo
la metodologia descrita por White et al. (1990) y El Androusse et al. (2006). Los

detalles metodologicos del procedimiento se detallan en el Apéndice [Cl

2.2.4. Estudio Histopatologico

El estudio histopatologico se realizd siguiendo los procedimientos histolégicos
estandar. Se fijaron alugunas ovas de pejerrey, sanas e infectadas, utilizando PBS-
Formalina al 10 %, posteriormente fueron incluidas en parafina y se realizaron cortes
en secciones de (5 pm), las que fueron montadas en portaobjetos de vidrio y tenidas
con Hematoxilina y Eosina (H&E) y la tincién de Grocott (metenamina argéntica)

tal como lo describe por Prophet et al. (1992).

2.2.5. Efecto del Medio de Cultivo y la Temperatura sobre

la tasa de crecimiento

A partir de las cepas aisladas se realizaron subcultivos en placas de Petri de 90 x
20 mm conteniendo 20 ml de CM agar con el agregado de 1 ml de solucion antibiética
mencionada anteriormente. Luego de 48 horas se tomaron, a partir del borde activo
de crecimiento, inéculos de aproximadamente 2 mm de didmetro los que fueron
colocados en centro de placas de Petri contienendo 20 ml. de agar. Los indculos

fueron sembrados por triplicado en cuatro medios de cultivo agarizados: Extracto
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de levadura-almidén de Emerson [YpSs| (Stevens, 1974), Glucosa Glutamato [GGI]
(Seymour, 1970), Harina de maiz [CM] (Fuller & Jaworsky, 1987) y Glucosa Extracto
de Levadura [GY] (Hatai & Hoshina, 1992). La composicién de los medios de cultivo
empleados se detalla en el Apéndice [Al Las placas inoculadas fueron colocadas en
camaras de incubacién a 5, 15 y 25 °C. El diametro de la colonia en cada una de las
condiciones ensayadas, se midié diariamente utilizando un calibre Vernier (precision:

0,1 mm) hasta alcanzar el borde de la placa de Petri.

2.2.6. Efecto de la Temperatura sobre la formacién de ca-

racteres taxonomicos relevantes

Paralelamente se registré, con una frecuencia diaria y a la misma hora de la
inoculacién, la formacién de estructuras reproductivas sexuales y asexuales (yemas),

mediante la observacién, a menor aumento, de las placas invertidas.

2.2.7. Anadlisis Estadistico

En base a los datos de crecimiento obtenidos se calculd la Tasa de Crecimiento
(TC), mediante el calculo de la pendiente empleando el método de regresién lineal
para determinar el coeficiente de determinacién R2, la ecuacién de la recta y la linea
de tendencia, ambas con origen en cero. Estos calculos fueron realizados utilizando
el Microsoft Excel 2002. Para determinar la existencia de diferencias significativas
en las tasas de crecimiento se compararon las pendientes empleando un ANOVA de
dos factores; paralelamente se analizé la interaccién entre los factores Temperatura
y Medio de Cultivo. Finalmente mediante el método de Tuckey HSD, del programa
XL Stat 7.5., se determiné la Temperatura y el Medio de Cultivo éptimo para el
desarrollo de ambas especies, considerandose como estandares de control a las placas
de CM agar incubadas a 15°C.
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2.3. Resultados

2.3.1. Descripcion de las especies

Saprolegnia feraxr (Gruith.) Thuret, Ann. Sci. Nat. Bot. 14: 229. 1850.

(Figura [2.2])

Conferva ferax Gruithuisen, Nova Acta Phys.-Med. Acad. Caes. Leop-Carol. Nat.
Cur. 10: 445. 1821.

Saprolegnia molluscorum Nees von Esenbeck, Nova Acya Phys.-Med. Acad. Caes.
Leop.-Carol. Natur. Cur. 11: 514. 1823.

Leptomitus ferax Agardh, Sistema Algarum, p. 49. 1824.

Achlya prolifera Pringsheim, Nova Acta Phys.-Med. Acad. Caes. Leop-Carol.
Nat. Cur. 23: 399 et sqq. 1851.

Saprolegnia monoica Pringsheim, Jahrb. Wiss. Bot. 1: 292. 1858.

Achlya intermedia Bail, Amtl. Ver. Versamml. Deutsch. Natura. Aetrzte, Ko-
nigsberg 35: 257. 1860.

Diplanes saprolegnoides Leitgeb, Jahrb. Wiss. Bot. 7: 385. 1869-70.

Achlya feraz (Kutzing) Duncan, Proc. Roy. Soc. London 25: 253. 1876.

Saprolegnia thureti de Bary, Abh. Senckenberg Natura. Ges 12: 326. 1881. (tam-
bién en de Bary & Woronin, Beitr. Morphol. Physiol. Pilze 4 1881).

Saprolegnia mizta de Bary, Bot. Zeitung (Berlin) 41: 56. 1883.

Saprolegnia monoica var. montana de Bary, ibid 46: 617. 1888.

Saprolegnia esocina Mauricio, Jahrb. Wiss. Bot. 29: 82. 1896.

Saprolegnia heterandra Mauricio, ibid., p. 87. 1896.

Saprolegnia abodanica Mauricio, ibid., p. 107. 1896.

Saprolegnia paradoxa Mauricio, Z. Fischerei und deren Hilfswiss. Deutsch. Fischerei-
Vereins 7: 46 et seq. 1899; non S. paradoxa Petersen, bot. Tidsskr. 29: 379. 1909.
(también en Petersen, Ann. Mycol 8: 520. 1910).

Saprolegnia flocossa Mauricio, ibid., p. 50 et seq., 1899.

Saprolegnia semidioica Petersen, Bot. Tidsskr. 29: 378. 1909 (también en Peter-
sen, Ann. Mycol. 8: 519. 1910)

Saprolegnia monoica var. verans Pieters, Bot. Gaz. (Crawdfordsville) 60: 489.
1915.
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Saprolegnia mixta var .asplundii Gaumann, Bot. Not. 1918: 155. 1918.

Saprolegnia lapponica Gaumann, ibid., p. 156. 1918.

Saprolegnia tokugawana Emoto, Bot. Mag. (Tokio) 37: 15. 1923.

Saprolegnia monoica var. flocossa (Mauricio) Cejp, Oomycetes I, Flora CSR,
Ser. B, Part 2, P. 234. 1959.

Saprolegnia ferax var. lapponica (Gaumann) Cejp, ibid., P. 245. 1959.

Saprolegnia ferax var escocina (Maurizio) Cejp, ibid., P. 246. 1959.

Saprolegnia monoica var acidamica Suzuki, J. Jap. Bot. 36: 234. 1961.

Micelio robusto, hifas moderada a escasamente ramificadas, a las dos semanas
sobre semillas de sésamo las colonias alcanzan un diamtero de 1-3.5 cm. Zoosporan-
gios cilindricos, clavados, fusiformes, o ligeramente irregulares, algunas veces casi
esféricos; rectos, curvados o sinuosos; renovacion interna por formacion de espo-
rangios secundarios dentro de los primarios ya descargados; raramente en sucesion
basipeta o cimosa; (30-) 400-600 (-900) x 16-48 pm. Zoosporas dimérficas; descarga
y comportamiento saprolegnioide; quiste de esporas primarias 9-12 pym diam. Ye-
mas, cuando presentes, cilindricas, irregulares, esféricas; terminales o intercalares,
solitarias o catenuladas. Oogonios laterales, terminales o intercalares simples o cate-
nulados, formados raramente sobre esporangios vacios o sésiles; piriformes, esféricos o
subesféricos, a menudo dolioformes cuando intercalares; (28-) 60-80 (-120) pm diam.
Paredes del oogonio generalmente conspicuas y abundantes interiormente punteadas,
ocasionalmente sin punteado interior; lisas o raramente con una o dos evaginaciones
papiliformes cortas, o apiculadas. Pies del oogonio 20-300 um en long.; robustos,
rectos o curvados; muy raramente ramificados. Oosporas céntricas o subcéntricas,
esféricas o elipsoidales; (1-) 10-35 por oogonio y ocupando casi todo el oogonio,
20-25 (-31) pm diam, originando un tubo de germinacién o un esporangio clavado
apical. Ramas anteridiales predominantemente monoclinas o andréginas, raramente
diclinas; algunas veces ausentes; delgadas, irregulares, no ramificadas o muy poco
ramificadas; persistentes. Célula anteridial simple; tubular o clavada, ocasionalmen-
te irregular, infrecuentemente ramificada; persistente; adherida lateralmente, muy
raramente apical; tubo de fertilizacién presente, no persistente.

Distribucién: Cosmopolita. Agua dulce y suelo, ocasionalmente en aguas salobres;
saprotrofo sobre insectos acudaticos, plantas o detritus; también encontrada como

patégeno o parasito de una gran variedad de vertebrados acudticos (Seymour, 1970).
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Figura 2.2: Aspecto del micelo de Saprolegnia ferax en cultivo en agua. Ramas anteridiales y

o

oogonios conteniendo oosporas en su interior. Barra de escala = 50 um.

Especimen examinado: Argentina. Buenos Aires. Partido de Chascomus: Esta-
cién Hidrobiolégica Chascomts, Mayo 2006, parasitando a un ejemplar juvenil de
pejerrey; leg. Pacheco Marino; det. Pacheco Marino & Steciow (LPSC N° 1020).
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Achlya racemosa Hildebrand (Figuras 2.3 y 2.4)

Achlya lignicola Hildebrand, Jahrb. Wiss. Bot. 6: 255. 1867-68.

Achlya racemosa forma lignicola (Hildebrand) Pringsheim, , Jahrb. Wiss. Bot.
9: 205. 1873-74.

Achlya colorata Pringsheim, Sitzungsber. Deutsch. Akad. Wiss. Berlin, Math.-
Naturwiss. KI. 1882-889. 1882.

Achlya racemosa f. mazrima Minden, Kryptogamenfl. Mark Branderburg 5: 548.
1912.

Achlya racemosa var. lignicola (Hildebrand) Coker, Saprolegniaceae, p. 107.
1923.

Achlya sparrowii Reischer, Mycologia 41: 339. 1949.

Achlya racemosa var. mazima (Minden) Cejp, Oomycetes I, Flora CSR, Ser. B,
Part 2p. 186. 1959.

Micelio limitado a extenso, moderadamente denso; luego de dos semanas las co-
lonias, sobre semillas de sésamo, alcanzan un diametro de 1-2 cm. Hifas principales
robustas 20-120 ym diam., moderadamente ramificadas en la base. Zoosporangios
abundantes o escasos; cilindricos o filiformes; rectos, curvos o sinuosos, adelgazando-
se hacia el extremo, los que pueden ser rectos o curvos; muy raramente ramificados;
renovacién simpodial o en sucesién basipeta; (200-) 300-400 (-900) x (14-) 20-35
(-45) pm. Zoosporas de comportamiento achlyoide; quiste de esporas primarias 8-
12 pm diam. Yemas, cuando presentes, usualmente escasas o dispersas; cilindricas,
irregulares, o ramificadas; terminales o intercalares; solitarias o catenuladas. Oo-
gonios laterales ocasionalmente terminales, muy raramente intercales; esféricos u
obpiriformes; (-30) 36-70 pm diam., y usualmente con la caracteristica disposicién
u organizaciéon en racimo. Pared exterior del oogonio lisa, ligeramente irregular en
la superficie interior, o depositada de manera desigual, punteada o no internamente.
Pies del oogonio delgados 100-300 pum long, o relativamente robustos; rectos, in-
clinados o curvos, a veces ramificados. Oosporas céntricas o subcéntricas; esféricas
u ocasionalmente elipsoidales; (1-) 2-6 (-11) en ndmero y usualmente no llenan el
interior del oogonio; (14-) 15-26 (-32) um diam. Ramas anteridiales predominante-
mente androginas, infrecuentemente exiginas, raramente diclinas; cortas, delgadas,
curvas o irregulares; raramente ramificadas; persistentes. Célula anteridial simple;

clavada, inclinada o curva; persistente; adherida apicalmente, tubos de fertilizacion
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no persistentes.

Distribucién: Cosmopolita. Saprotrofo sobre ramas sumergidas o materia organi-
ca; también patdgeno o pardsito de una variedad de peces de agua dulce (Johnson
et al., 2002).

Espécimen examinado: Argentina. Buenos Aires. Partido de Chascomus: Esta-
ciéon Hidrobiolégica Chascomus, Diciembre 2005, de ovas en pejerrey; leg. Pacheco
Marino; det. Pacheco Marino & Steciow (LPSC N° 1019).

2.3.2. Analisis de la secuencia del ADN de Achlya racemosa
y Saprolegnia ferax

El andlisis de la secuencia del la region ITS-2 de Achlya racemosa (LPSC 1019)
muestra que estd compuesta por 324 bases y tiene un 100 % de similitud con la cepa
tipo de Achlya racemosa depositada en el GenBank, (nimero de acceso: AF218158),
hecho que confirma nuestra identificacion morfolégica. La secuencia de la region I'TS-
2 de la cepa encontrada (LPSC 1019) ha sido depositada en el GenBank (ntimero
de acceso: EU551150).

La region ITS-2 y las regiones laterales del ADNr de Saprolegnia feraz (LPSC
1020) estdn compuestas por 723 bases. Al comparar la secuencia de la regiéon ITS-
2 de nuestra cepa (654 bases) se encontré un 100 % de similitud con otra cepa de

Saprolegnia feraz, (ntimero de acceso: EU124763) aislada de ovas de anfibios. Nuestra

Figura 2.3: Achlya racemosa. Detalle del micelio con oogonio caracteristicos, conteniendo oosporas

en su interior y ramas anteridiales andréginas. Barra de escala = 10 um.
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Figura 2.4: Ovas de Odontesthes bonariensis infectadas por Achlya racemosa. Barra de escala =
0,25 mm.

cepa fue depositada en el GenBank (nimero de acceso: GQ119935).

2.3.3. Estudio Histopatolégico (Figura [2.5])

El estudio histopatolégico evidencid, en los cortes con Hematoxilina Eosina, la
presencia estructuras eosindfilas semejantes a hifas rodeando a las ovas infectadas;
ademas se observo, una pérdida de la organizacion tisular embrionaria.

Mediante la tincién diferencial de Grocott se confirmé la presencia de hifas,
alrededor y dentro de las ovas, observandose estructuras miceliares intensamente
tenidas penetrando las ovas a través de zonas de discontinuidad en la superficie del

corion, con un crecimiento expansivo dentro de las ovas afectadas.

2.3.4. Efecto de la temperatura sobre la tasa de crecimiento

vegetativo

En las Figuras a 2171 se observa que las Tasas de Crecimiento de ambas

especies (Tabla[2Z1]) muestran una relacién directa con la Temperatura de incubacién.
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Tabla 2.1: Valores de pendiente, Coeficiente de determinacién (R?), y Tasa de Crecimiento (TC)
(cm/dia), para A. racemosa y S. ferax cultivadas en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto de
levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs) y agar harina de maiz (CM), e incubadas a 25, 15 y 5°C.
Unidas por corchete las concentraciones en las que no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre sus respectivas TC.

Coeficiente de
i Medio de .
Especies | Temperatura ) Determinacion Pendiente
Cultivo R?
GGl 0,98 2,01
GY 0,91 2,32 "
252eC
YpSs 0,95 2,03
% CM 0,81 2,25 J
L : G
2 GGl 0,93 1,35 =
B GY 0,97 1,70
g 15°C :l
2 YpSs 0,98 1,47 L
S CM 0,99 1,63 ]
% . .
[ GGl 0,86 0,36
GY 0,87 0,50
52C
YpSs 0,89 0,45
CM 0,96 0,46
GGl 0,99 1,13
GY 1,00 1,35 =
25°C
YpSs 0,99 1,24
g CM 0,92 1,37 J
g GGl 1.00 086 -
S GY 0,99 1,04
& 15°C ]
‘; YpSs 1,00 0,90 J
E"'- CM 0,97 1,06
Q GGl 0,97 0,28
GY 0,97 0,35
5¢C
YpSs 0,98 0,32
CM 0,98 0,37
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Figura 2.5: Seccién transversal de una ova de Odontesthes bonariensis infectada, tincién utilizada:
Grocott. Las flechas senalan la direccién de las hifas que penetran desde el exterior atravesando el

corion (C) ocupando el interior de la ova. Barra de escala = 50 pm.

Determinacién de la Tasa de crecimiento (TC)

Las Tasas de Crecimiento (TC), expresadas como la pendiente de la recta de re-
gresién (cm/dia), se presentan en la Tabla 2l Como podemos ver, en todas las con-
diciones ensayadas, la TC de Saprolegnia ferax es mayor que la de Achlya racemosa.
Mediante el andlisis de la varianza se confirmé que esta diferencia es estadisticamen-
te significativa (p < 0,05); ademds se observé que ésta tiende a disminuir conforme
decrece la Temperatura. También se encontré mediante andlisis de las diferencias
entre grupos de Tukey (HSD), que a un intervalo de confianza de 95,0 %, Las TC
de S. ferax fueron significativamente diferentes entre las distintas Temperaturas; sin
embargo, en A. racemosa no se encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas en las TC de YpSs o GGl a 25°C y las TC en GY o CM a 15°C. Al parecer la

influencia de la Temperatura sobre la TC es mayor S. ferax que en A. racemosa.

Saprolegnia ferax (Figuras a2.8)

En las Figuras a se ilustra el crecimiento de Saprolegnia ferax en los
diferentes Medios de Cultivo y Temperaturas. Como se observa en la Figura [2.6]

Saprolegnia ferazr alcanzé el maximo diametro de la colonia al cabo de 3 dias en CM
agar (TC: 2,25 cm/dia); y a los 4 dias en GY (TC: 2,32 cm/dia), YpSs (TC: 2,03
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Figura 2.6: Crecimiento de Saprolegnia ferax a 25°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto

de levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs) y agar harina de maiz (CM).
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Figura 2.7: Crecimiento de Saprolegnia ferax a 15°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto

de levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs) y agar harina de maiz (CM).

cm/dia) y GGl (TC: 2,01 cm/dia), a una Temperatura de incubacién de 25°C.

En la Figura2.7lse muestra el crecimiento de Saprolegnia ferax a 15°C alcanzando

un méaximo didmetro de la colonia mensurable, luego de 5 dias en CM agar (TC:
1,63 cm/dia), GY (TC: 1,70 cm/dia) e YpSs (TC: 1,47 cm/dia), en GGl alcanza su

méximo crecimiento al cabo de 6 dias (TC: 1,35 cm/dia).
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Figura 2.8: Crecimiento de Saprolegnia ferax a 5°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto de levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs)
y agar harina de maiz (CM).
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A 5°C (Figura 2.8) Saprolegnia ferax alcanzé el maximo didmetro de la colonia
mensurable al cabo de 12 dias en YpSs (TC: 0,45 cm/dia), 14 dias en GY (TC: 0,50
cm/dia) y 20 dias en CM agar (TC: 0,46 cm/dia) y en GGl (TC: 0,36 cm/dia).

La TC de Saprolegnia feraz (Tabla21]) es mayor en CM, pero mediante andlisis
de las diferencias entre grupos de Tukey (HSD, IC = 95 %) se determiné que a esta
Temperatura a 25°C sélo existen diferencias significativas en la TC entre GGl y GY
(p = 0,006), GY y YpSs (p = 0,015) GGl y CM (p = 0,046). A 15°C CM es el
medio en el que se observa una mayor TC, a esta Temperatura sélo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las TC de GY y GGI (p = 0,001), GGl
y CM (p = 0,006); mientras que a 5°C no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en las TC entre los diferentes medios de cultivo.

Achlya racemosa (Figuras a [2.17))

A 25°C (Figura 29) Achlya racemosa alcanzé el maximo didmetro de la colonia
al cabo de 5 dias en CM (TC: 1,37 cm/dia), 6 dias en GY (TC: 1,35 cm/dia). El
méximo crecimiento se alcanzé luego de 7 dias de incubacién en YpSs (TC: 1,24
cm/dia) y GGl (TC: 1,13 cm/dia).

A 15°C (Figura [Z10) se obtuvo un méaximo didmetro de la colonia luego de 8
dias en CM (TC: 1,06 cm/dfa) y GY (TC: 1,04 cm/dia), 9 dias en YpSs (TC: 0,90
cm/dia) y 10 en GGI (TC: 0,86 cm/dia).

A 5°C (Figura 2.11)) se alcanzé el méximo didmetro de la colonia al cabo de 22
dias en CM agar (TC: 0,37 cm/dia), 24 dias en YpSs (TC: 0,32 cm/dia), 27 en GY
(TC: 0,35 cm/dia) y 31 en GGI (TC: 0,28 cm/dia).

Como se observa en la Tabla 2.1] la TC a 25°C fue mayor en CM, esto quedo
demostrado estadisticamente; ademas no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre CM y GY, ni entre GGl e YpSs; pero si entre GGl y CM (p =
0,003), GGl y GY (p = 0,001), GY e Ypss (p = 0,013) e YpSs y CM (p = 0,040).
A 15°C es también CM el Medio en el que se observé una mayor TC, pero sélo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre GY y CM (p = 0,009)
GY y GGI (p = 0,023). Al igual que en Saprolegnia feraz a 5°C no existen diferencias

estadisticamente significativas en las TC en los diferentes medios de cultivo.
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Figura 2.9: Crecimiento de Achlya racemosa. a 25°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto
de levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs) y agar harina de maiz (CM).
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Figura 2.10: Crecimiento de Achlya racemosa. a 15°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa ex-
tracto de levadura (GY), YpSs de Emerson (YpSs) y agar harina de maiz (CM).
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Figura 2.11: Crecimiento de Achlya racemosa a 5°C en Glucosa Glutamato (GGl), Glucosa extracto de levadura (GY), YpSs de Emersons (YpSs)
y agar harina de maiz (CM).
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Interacciones entre Factores Medio de cultivo - Especie - Temperatura

Como se observa en la Figura[2.12] las TC para ambas especies son mayores a 25
°C. Mediante el analisis de la varianza se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las TC en las distintas temperaturas ensayadas (IC 95 %, p < 0,001),
posteriormente mediante el test de multicomparaciones de Dunnet se comprobé que
la TC es mayor a 25°C (IC 95 %, p < 0,001).

La Figura ilustra el comportamiento de la TC en los diferentes medios de
cultivo. El andlisis de la varianza demostré que existen diferencias significativas en
las TC entre los diferentes medios de cultivo, excepto entre CM y GY; el andlisis a
posteriori de Dunnet confirmé que la TC es mayor en CM.

Como se observa en la Figura A v B el efecto que tendria el Medio de
Cultivo sobre el crecimiento de ambas especies se ve influenciado por la Temperatura
de incubacion; ya que estas diferencias desaparecen a 5°C. En la Figura se
observa también que el efecto del medio de cultivo sobre la TC es similar para ambas

especies, y que existe una mayor TC en GY y CM.

2.3.5. Efecto de la Temperatura sobre la formacién de ca-
racteres taxonomicos relevantes
Como se observa en la Tabla 2.2l Saprolegnia ferax, a 15 y 25°C, formé oogonios

mas tempranamente en GGI. A 5°C la formacién de oogonios fue mas rapida en GY,

y no logré la formacion de oogonios a ninguna temperatura en CM. Por su parte a
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Figura 2.12: A-B Efecto de la interaccién de los factores Temperatura y Especie sobre la tasa de

crecimiento S. ferax y A. racemosa.
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Figura 2.13: A-B Efecto de la interaccién de los factores Medio de cultivo y Especie sobre la tasa

de crecimiento de S. ferax y A. racemosa.

Tabla 2.2: Tiempo de formacién de estructuras de estructuras reproductivas A. racemosa y S. ferax
cultivadas en Glucosa Glutamato (GGI), Glucosa extracto de levadura (GY), YpSs de Emerson
(YpSs) y agar harina de maiz (CM), e incubadas a 25, 15 y 5°C.

Formacion de oogonios (dias)
Medio de Saprolegnia  Achlya

Temperatura .

cultivo ferax racemosa

GGl 4 6

o GY 4 5

25°C Y pSs 0 0

CM 0 5

GGl 5 6

o GY 9 4

15°C YpSs 8 6

CM 0 4

GGl 20 18

o GY 16 20

5°C YpSs 18 18

CM 0 16

15 y a 25°C, Achlya racemosa, formé oogonios en GY y CM mientras que a 5°C la

formacion de oogonios se observo mas tempranamente en CM.

2.4. Discusion

Los representantes de los géneros Saprolegnia, Achlya y Aphanomyces son reco-
nocidos como los patégenos de peces mas importantes y frecuentes del Reino Sta-

minipila; éstos afectan principalmente a siliridos, salmoénidos y ciprinidos y estédn
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asociados a infecciones en poblaciones naturales y en sistemas de cultivo (van West,
2006).

Las infecciones por Saprolegniales se caracterizan por la presencia de abundante
micelio blanco algodonoso sobre la superficie de peces y sus ovas. Estos organismos
son considerados como patogenos persistentes debido a que las lesiones que provocan
tienden a la cronicidad facilitando asi la entrada de otros organismos patogenos. Los
eventos pueden ocurrir en individuos aislados o en proporciones epidémicas, lo que
ocurre generalmente en sistemas de cultivo, afectando grandes porcentajes de la

poblacion.

Una gran variedad de estimulos externos o internos son capaces de perturbar la
homeostasis de los peces actuando como factores predisponentes de la enfermedad.
Alteraciones del medio ambiente tales como cambios en la temperatura, pH, compo-
sicion quimica y presencia de materia organica, son capaces de alterar las barreras
inmunes externas como la piel y el mucus, actuando como irritantes. A su vez fac-
tores internos tales como, edad, alteraciones hormonales, deficiencias alimentarias,
estrés y la presencia de lesiones externas preexistentes afectan directamente el desa-
rrollo de la respuesta inmune, el que también esta condicionado por el estadio de
desarrollo (Goven-Dixon, 1993).

Las infecciones por Saprolegniales son mas frecuentes en ovas que en adultos,
debido a que éstos son capaces de promover una respuesta inmunitaria especifica
destinada a contrarrestar la infecciéon. Ademadas se ha demostrado, en salmoénidos,

que la presencia de mucus es capaz de inhibir la germinacién de las esporas (Wood
et al., 1988; Chacko, 1993).

La Saprolegniosis en ovas de peces ha sido ampliamente estudiada; el efecto so-
bre las ovas es mayor en condiciones de cria intensiva, ya que las condiciones de
hacinamiento favorecen su diseminacion. Achlya racemosa y Saprolegnia feraxr han
sido encontradas como parasitos de una amplia variedad de ovas de peces, incluidos
los miembros de las Familias Acipenseridae, Ciprinidae y Salmonidae; y dentro de
esta ultima se han registrado casos en los géneros Oncorhynchus, Salmo y Salvenilus.
Ademas, se han reportado infecciones causadas por S. feraz en especies de la Familia
Clupeidae y la subfamilia Coregoninae. (Agersborg, 1933; Hoffman, 1949; Ogbonna
& Alabi, 1991; Czeczuga et al., 1995; El-Sharouny & Badran, 1995; Czeczuga et al.,
1996; Czeczuga & Muszynska, 1996; Czeczuga & Muszynska, 1997; Kitancharoen &
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Hatai, 1997; Czeczuga & Kiziewicz, 1999; Czeczuga & Muszynska, 1999; Czeczuga
et al, 2001). Achlya racemosa también ha sido reportada como parasito de varias
especies de peces, tales como Catla catla (Mekrani, 1980) y Anguila japonica (Hos-
hina et al., 1960), y en ovas de salménidos (Humphrey, 1893; Hine, 1878), Tilapia
sp. y otras especies (Ogbonna & Alabi, 1991).

Contribuciones previas sobre casos de Saprolegniasis en Odontesthes bonarien-
sis fueron realizadas por diversos autores. Lawhavinit et al. (1986) encontraron a
Saprolegnia sp. asociada a una infeccion por Aeromonas spp. Otro de los casos de
Saprolegniasis fue el registrado por Hatai et al. (1993) quienes aislaron e identifi-
caron a S. parasitica en en la estacién de cria de Kanagawa, Japdn; en este caso
se vieron afectados individuos adultos que presentaron lesiones alrededor de la bo-
ca, en aletas pectorales y en el pedinculo caudal. Finalmente, Kitancharoen et al.
(1995) estudiaron algunos aspectos morfolégicos de Saprolegnia diclina de tipo 1,
que afecté a més del 50 % de la poblacién de pejerrey en laestacién de cria de To-
chigi; dicha especie fue aislada de lesiones hemorragicas en la boca y la aleta caudal
del pejerrey.

En Argentina, Ringuelet (1948) menciona a las Saprolegniales como patégenos de
rapida propagacion y frecuentemente asociados a ovas de pejerrey; Garcia-Romero
(2001) destaca la importancia de las infecciones por Saprolegniales en ovas de peje-
rrey senalando a estos organismos como la principal causa de mortalidad en ovas en
sistemas de cultivo en Argentina. Mas recientemente, Mancini et al. (2006) realizaron
una investigacién sobre la presencia de enfermedades en pejerrey en las provincias
de La Rioja, Cérdoba y Santa Fé, registrando un caso de Saprolegniasis, en el que si
bien la tasa mortalidad fue moderada, la prevalencia alcanzé un 100 %; en los indi-
viduos afectados se observé una masa miceliar cubriendo la branquias y en algunos
casos llegando fuera del opérculo, lo que provocod deficiencia respiratoria. Posterior-
mente como resultado de la investigacion de un caso de mortandad masiva de peces
en una laguna ubicada al sur de la provincia de Cérdoba, (33°26” W, 64°50" S, 85
ha) Mancini et al. (2008) encontraron a Saprolegnia parasitica provocando lesiones
externas que llegaron a comprometer hasta un 30 % de la superficie corporal de los

peces afectados.

Uno de los puntos criticos del conocimiento de las enfermedades es la identifica-

cién del agente causal. En el caso de las Saprolegniales ésta se basa principalmente
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en la observacion y descripcion de caracteres morfolégicos caracteristicos de un géne-
ro o especie. Dada la importancia taxonémica de la formacién de los mismos, uno
de los objetivos planteados en este trabajo, fue conocer cuales son las condiciones
de cultivo que facilitan su formacion y permitan una rapida caracterizacién de la
especie patogena.

El desarrollo de métodos para la obtencion de cultivos puros, realizados por
Chaze, (1925) demostr6 que es posible aislar y mantener en cultivo Saprolegniales
aisladas de peces. Desde entonces varios autores abocaron sus esfuerzos a la formu-
lacién de medios de cultivo que permitieran tanto el crecimiento vegetativo como la
produccién de otras estructuras como esporangios o yemas (Crooks, 1937; Satour,
1967; Barksdale, 1962; Liles, 1969). Es asi, que Kanouse (1932) logré por prime-
ra vez inducir la reproduccion sexual en cultivo de Saprolegnia parasitica, especie

considerada hasta ese momento como productora de micelio estéril.

Los ensayos realizados para determinar las condiciones de cultivo adecuadas para
ambas especies nos condujeron a encontrar que Saprolegnia ferar tendria una mayor
velocidad de crecimiento que Achlya racemosa, y a su vez, la misma tendencia a
incrementar el crecimiento con la temperatura de incubacién. Ambas especies son
capaces de crecer a 5°C, pero las tasas de crecimiento fueron considerablemente mas
altas a 15y 25°C. Estos resultados concuerdan con las investigaciones realizadas por
Nolan (1976) en Saprolegnia feraz, aislada del tubo digestivo de “blackfly” Simulium
vittatum, quien encontrd que el rango de temperatura 6ptimo de crecimiento oscila
entre los 15-26°C. Trabajos realizados en otras especies de Saprolegniales como el
de Rakmanee et al. (2004), en Saprolegnia diclina y Achlya ambisexualis, especies
parasitas de Cyprinus carpio L., muestran que la temperatura éptima para ambas
especie es de 25°C; no obstante éstas son capaces e crecer en un rango de temperatura
que oscilan entre 10-30°C y 15-30°C respectivamente. Por su parte Koeypudsa et
al. (2005) estudiaron el crecimiento de varias cepas de Saprolegnia spp. provenientes
de peces enfermos de Noruega y Chile, obteniendo en todos los casos un méximo

crecimiento a 25°C y la inhibicion total a temperaturas superiores a los 30°C.

Kitancharoen et al., (1996) encontraron que varios aislamientos de Saprolegnia
mostraron un crecimiento similar entre 10 y 20°C. Sin embargo, a 30 °C observaron
que los aislamientos provenientes de micosis viscerales mostraron un rapido creci-

miento a diferencia de los aislados de micosis externa que presentaron un crecimiento
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lento o ausencia del mismo, estableciendo asi una relacién entre la tolerancia a la
temperatura y la fuente de aislamiento. Estos estudios muestran que los hongos
acuaticos pueden sobrevivir en ambientes con temperaturas muy diversas sin ver
afectadas sus capacidades de crecimiento, reproduccion y diseminaciéon. Esta cuali-
dad favorece su capacidad infectiva en peces afectados por el .®trés” generado por
las variaciones de la temperatura de su entorno (Olah & Farkas, 1978; Rakmanee et
al., 2004; Kitancharoen et al., 1996).

Es importante resaltar las diferencias en las tasas de crecimiento encontradas
en ambas especies, ya que diversos autores sugieren que estarian relacionadas con
la especificidad del huésped y podrian tener un valor clasificatorio y contribuir a
una rapida identificacién de especies y subgrupos dentro de especies e indicarian
diferencias entre distintas cepas (Hatai et al., 1990; Dieguez-Uribeondo et al., 1996;
Kitancharoen et al., 1996).

Al respecto Wood et al., (1988) observaron diferencias en el crecimiento a 25°C
entre S. diclina y S. parasitica, parasitas del salmén. Hatai & Hoshina (1992) no-
taron que las tasas de crecimiento a 30°C podrian ser utilizadas para una rapida
identificacién de Saprolegnia sp. Hussein & Hatai (1999) clasificaron a Saprolegnia
sp. en base a sus tasas de crecimiento a temperaturas que oscilan entre los 3 - 33°C y
Wolf (1937) encontré que a diferencia de Achlya bisezualis, Saprolegnia ferax era ca-
paz de crecer a 2°C. En el presentee studio el andlisis estadistico nos llevé a concluir
que la Temperatura es el unico factor que afecta de manera significativa la Tasa de

Crecimiento vegetativo de nuestras cepas de Achlya racemosa y Saprolegnia ferax.

Como muestran los resultados (Tabla 2.1]), GGl y GY son los medios de cultivo
mas adecuados para la formacion de oogonios en esta cepa de Saprolegnia feraz, a 15
y 25°C. La réapida formacién de oogonios de S. ferax en GGl y GY podria deberse a
que los fosfatos presentes en su composicion actuarian estimulando la formacién de
estructuras reproductivas sexuales; esto ha sido comprobado en otras especies como
S. mixta y S. hypogina (Klebs, 1899; Kaufmman, 1908). Estos hallazgos también
explicarian la ausencia de reproduccion sexual en los ensayos realizados CM agar.
Al respecto Johnson et al. (2002) mencionaron que a pesar de que CM (Difco) es
un excelente medio de crecimiento, éste no aporta los nutrientes requeridos para la
formacién de estructuras sexuales. Wolf (1937) encontré que otros medios de culti-

vo como PDA (Agar papa dextrosa) tampoco favorecieron la formacién de yemas,
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esporangios u érganos sexuales en Achlya bisexualis y Saprolegnia ferax, las que tni-
camente desarrollaron micelio vegetativo. Existe cierta controversia con respecto a
si la abundancia de nutrientes favorece o no la reproduccién sexual en especies de la
familia Saprolegniaceae. Klebs (1899) sostenia que la abundancia de nutrientes sélo
favorece el crecimiento vegetativo en Saprolegnia mizta. Sin embargo, Pieters (1915)
demostro que el incremento en la disponibilidad de nutrientes no estaria relacionado
con la estimulacién del crecimiento vegetativo y la reproduccién sexual de S. ferax

y A. racemosa.

A diferencia de Saprolegnia ferax, Achlya racemosa formé oogonios en GY y CM
a 15 y a 25°C, mientras que a 5°C la formacion de oogonios ocurrié mas rapida-
mente en CM agar. De acuerdo con los resultados obtenidos, existirfan marcadas
diferencias entre ambas especies en la utilizacién de nutrientes para la formacion de
caracteres sexuales. Las evidencias experimentales concuerdan con la hipétesis de la
especificidad propuesta por Klebs (1899) y demostrada posteriormente por Kanouse
(1932) en Saprolegnia parasitica: la que postula que la capacidad de asimilacién de
nutrientes para lograr la formacién de estructuras sexuales es caracteristica de cada

especie.

Desde un punto de vista morfologico, Achlya racemosa es facilmente reconocida
por sus caracteristicos pies del oogonio, cortos y dispuestos en racimo, por lo general
acompanados de uno o dos ramas anteridiales andréginas, cortas y curvas. Achlya
colorata es otra especie que tiene una configuracién similar, pero los oogonios son
generalmente papilados, como en Achlya fuequiana cuya caracteristica diferencial es
la presencia de un gran numero de hifas secundarias cerca de los extremos de las

hifas principales y la presencia de ramas anteridiales no funcionales (Steciow, 2001).

El aislamiento de Achlya racemosa, se caracteriza por presentar zoosporangios
cilindricos o filiformes, de paredes rectas, rectos, curvados o sinusos, con un carac-
teristico adelgazamiento hacia los extremos, no observado por Johnson et al., (2002).
Segun Johnson (1973), Achlya racemosa se distingue de las otras especies por la au-
sencia de ornamentacion en la pared de oogonio y el tamano de las oosporas; no
obstante la cepa aislada en el presente estudio possee oogonios papilados aunque
éstos no son muy frecuentes; ademés las dimensiones de los oogonios y oosporas son
menores a las descritas por Johnson et al., (2002). Los estudios moleculares con-

firmaron que la cepa aislada es Achlya racemosa, aunque la secuencia de nuestro
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aislamiento presenta un alto grado de correspondencia con la secuencias de Achlya
colorata (AF18159) 99 %, A. radiosa (AF218160) y Saprolegnia turfosa (AB219397),
ambas con un 98 %. Esta estrecha homologia es un fenémeno bastante conocido den-

tro de las especies del género Achlya y también en otros Oomycetes, (Johnson et
al., 2002).

Por su parte, Saprolegnia ferax es una especie ubicua del medio ambiente acuati-
co. Se reconoce en general por una combinacién de caracteres predominantes como la
presencia de oogonios grandes, con paredes internamente punteadas, que contienen
oosporas céntricas y subcéntricas (a veces en el mismo oogonio), ocasionalmente se
desarrollan sobre esporangios vacios. Por otra parte, los oogonios de Saprolegnia di-
clina se asemejan a los de Saprolegnia ferax; pero S. diclina muestra una abundante
produccién de ramas anteridiales diclinas. mientras que la cepa aislada de Sapro-
legnia ferax, exhibe una gran variabilidad en el desarrollo de ramas anteridiales, las
que en caso de estar presentes son escasas y predominantemente androginas o mo-
noclinas (Johnson et al., 2002). Seymour (1970), propuso que S. feraz comprende
un complejo de variantes morfolégicas en el que se incluyen a S. monoica y S. mixta
como variedades de S. feraz; esta agrupacion fue previamente realizada por Forbes
(1935), quien denominé al complejo feraz- monoica-mizta como Saprolegnia feraz f.
mizta. La unién de estas tres especies en un taxén ha sido considerada demasiado

amplia por diversos autores (Johnson et al., 2002; Seymour, 1970).

Luego de haber confirmado la identidad de las cepas aisladas de: Saprolegnia ferax
y Achlya racemosa, mediante el andlisis molecular la regién ITS, podemos concluir
que éste es el primer reporte de Saprolegniasis en ovas y juveniles de pejerrey man-
tenidos en cautiverio en la Provincia de Buenos Aires, en el que las especies han sido
caracterizadas morfolégica molecularmente, constituyendo ademads la primera cita
de ambas especies para este pais. Mancini et al. (2008) tambien reportaron infeccio-
nes por Saprolegnia parasitica en poblaciones naturales de pejerrey en la provincia
de Cérdoba. Con nuestros hallazgos se amplia la lista de huéspedes registrados para
ambos agentes patdgenos y se extiende su distribucién en el continente americano,

ya que es el reporte mas meridional de ambas especies.

A diferencia de Achlya racemosa, Saprolegnia ferar ha sido encontrada previa-
mente en América del Sur, en diferentes regiones de Brasil, donde estos organismos

fueron encontrados como saproétrofos en suelo, muestras de agua y hojas de Alchor-
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nea triplinervia en descomposicion (Pires-Zottarelli et al., 1996; Schoenlein-Crusius
& Milanez, 1998). Los aislamientos de Saprolegnia ferax procedentes de Brasil, des-
criben caracteristicas morfolégicas diferentes a las observadas en el presente aisla-
miento; los oogonios son mas pequenos, alcanzan hasta 80 micras de didmetro, y
menor numero de oosporas: (1 -) 2 (-13); los zoosporangios también son mas cortos,
llegando hasta 280 micras de longitud (Pires-Zottarelli et al., 1996). Ademds estas
especies no ha sido previamente reportadas como parasitas en América del Sur y
a pesar de que los hallazgos histopatoldgicos son similares a los decritos por Pan-
chani et al. (2007), en ovas de Tilapia (Oreochromis niloticus Linn.) infectadas por
varias especies de la familia Saprolegniaceae; ésta es la primera descripcion de las

alteraciones histopatoldgicas en ovas embrionadas de pejerrey.



Capitulo 3

Reino Fungi (Anamorfos

Ascomycotes)

3.1. Introduccion

Los hongos anamorfos de Ascomycota, anteriormente agrupados bajo la denomi-
nacién “Fungi Imperfecti”, son un grupo heterogéneo de organismos con caracteristi-
cas morfoldgicas disimiles, agrupados sobre la caracteristica comtin de no presentar
una fase sexual (Alexopoulus et al., 1996). Estos, junto a los denominados “mohos
acuaticos”, han sido reconocidos como importantes patégenos de peces y otros or-
ganismos acuaticos. Ambos grupos, a pesar de compartir una estructura miceliar,
poseen caracteristicas morfolégicas y fisiologicas distintas y por ende han sido sepa-
rados en dos Reinos distintos.

Aunque varios autores (Neish & Hughes, 1980; Alderman & Polglase, 1986)
senalan a las Saprolegniales como los "hongos” patdgenos mas importantes de pe-
ces y sus ovas, Rand (1996) destaca la importancia de los hongos Anamorfos de
Ascomycota como patogenos, debido a su excelente capacidad de adaptacién a di-
ferentes condiciones ambientales, a su importante caudal enzimatico y sobre todo
a su amplia distribucion. Una gran variedad de Anamorfos de Acomycota han sido
implicados en enfermedades en peces, entre ellos podemos mencionar los miembros
de los géneros Aureobasidium spp., Cladosporium spp., Fxophiala spp., Phoma spp.,
Ochroconis spp., Hormoconis spp. Verticillum spp. (Neish & Hugues, 1980; Rand,
1996; Strongman et al., 1997; Faisal et al., 2007) Algunos de estos hongos son con-
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siderados patdgenos oportunistas, mientras que otros causan infecciones sistémicas,

que suelen ser letales.

Los estudios realizados sobre el rol que cumplen los hongos verdaderos como
patogenos de organismos acuaticos se limitan generalmente a reportes aislados, in-
dividuales o masivos, que en algunas oportunidades alcanzan elevados porcentajes
de mortalidad, sobre todo en peces mantenidos en cautiverio. Por otro lado las in-
vestigaciones relacionadas con los métodos de diagndstico, patogenia y taxonomia
de las especies fingicas involucradas en dichos eventos han sido abordadas con me-
nor frecuencia, hecho que dificulta la eleccion de métodos de profilaxis y control

adecuados.

Las enfermedades fingicas pueden ser una grave amenaza en sistemas de cultivo,
sobre todo en los primeros estadios de desarrollo. Las ovas son atacadas con mayor
avidez y al ser colonizadas actiian como una fuente de diseminacion del hongo,
generando, en pocos dias, una rapida propagacién de la infeccién ya sea por contacto
directo entre el micelio de las ovas infectadas o por la dispersién de conidios, los que
germinan en la superficie de las ovas sanas (Rand, 1996). En individuos adultos, si
bien son menos frecuentes, las infecciones causadas por hongos suelen ser de dificil
diagnostico, debido a que para realizarlo se precisa de la conjunciéon de una serie
de herramientas diagnosticas, como la observacion de los signos de la enfermedad,
el estudio histopatologico y el aislamiento e identificacién del agente. En micosis
internas la signologia suele ser escasa y debido a su caracter cronico las micosis
suelen pasar desapercibidas; en caso de producir lesiones externas, éstas pueden ser

enmascaradas por una infecciéon o contaminacién bacteriana secundaria.

Otro factor que dificulta el diagnostico es la identificacién taxondémica, la que
requiere un amplio conocimiento sobre una gran diversidad de especies. Esto puede
resultar confuso para quien no este familiarizado, puesto que en la mayoria de los
casos se trata de infecciones por hongos oportunistas que incluyen a un amplio
espectro de hongos saprotrofos, capaces de actuar como patdégenos en condiciones
desfavorables; situacion que dificulta atin mas la designacién de su rol como patégeno

primario.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Origen del Material

El origen del material asi como las condiciones de traslado, y manutencién en el
laboratorio, fueron previamente descritos en la Seccién 2.2.11

Durante la realizacién de los ensayos preliminares con agentes fungicidas se de-
tectd, por observacion en el microscopio, la presencia de un micelio delicado cu-
briendo la superficie de algunas ovas, las que fueron separadas con la ayuda de una
pipeta Pasteur estéril. Con la finalidad de disminuir la posible carga microbiana que
pudieran poseer, las ovas infectadas fueron sumergidas en una solucién antibidtica
SA (0,5 mg Estreptomicina y 0,25 mg Cloranfenicol en 100 ml. de agua destilada
estéril) durante 5 minutos y enjuagadas, dos veces, en agua destilada estéril. Para
realizar los aislamientos primarios de los hongos se utiliz6 Agar Papa Glucosado
(APG) como medio de cultivo, (Kirk et al. 2001). Las ovas infectadas fueron colo-
cadas, por separado a razon de una por placa, en placas de Petri conteniendo en su
interior 20 ml de APG y 1 ml de una solucién antibiética antes descrita, e incubadas
en una estufa de cultivo a 20-25°C durante siete dias. Transcurrido este periodo, las

placas fueron observadas para corroborar el desarrollo de las colonias.

3.2.2. Aislamiento e Identificacién del agente causal

Todas las colonias obtenidas del aislamiento primario fueron purificadas, me-
diante repiques sucesivos en APG. Una vez obtenidos los cultivos puros, se hicieron
preparaciones microscépicas para verificar la presencia de estructuras reproducti-
vas que permitieran su identificacién taxonémica. Para lo cual, porciones de micelio
fueron montadas en portaobjetos y se empled azul de algodon como tincién. En los
casos en los que, en APG, no se observé la presencia de estructuras reproductivas
que permitieran su identificacién taxondémica, se realizaron subcultivos en medios
selectivos, como Agar Extracto de Malta — AEM — Agar Harina de Maiz — CM —
(Kirk et al., 2001), para facilitar su desarrollo.

La identificacién de los aislamientos estuvo basada en la observacién y descrip-
ciéon de las caracteristicas macro y microscopica de los cultivos y en la medicion

de algunos caracteres morfologicos, para lo cual se seleccionaron al azar, un minino
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de 50 conidios, fidlides, conidiéforos y clamidosporas, los que fueron medidos para
obtener un rango de dimensiones representativo.

La caracterizacién de las dos especies del género Fusarium: F. semitectum (Ber-
keley & Rabéenel) y F'. solani (Martius) fue realizada en Agar papa sacarosa — APS
— (Kirk et al., 2001) y en un medio agarizado con nutrientes especiales — SNA — (Ni-
renberg, 1976). Para la observacién de la disposicién de los conidios y la medicién
de las fialides, se prepararon microcultivos. La formacién de clamidosporas fue esti-
mulada realizando subcultivos en agar harina de avena — OMA- (Kirk et al., 2001).
Los cultivos fueron incubados durante 7 dias a 25°C en oscuridad. La composicién
de los medios de cultivo empleados para el aislamiento y la caracterizacion de las
cepas encontradas se detalla en el Apéndice [Al Finalmente, cada una de las cepas
aisladas fue depositada en el cepario del Instituto de Botanica Spegazinni y se les

otorgd un numero de referencia.

3.2.3. Estudio Histopatolégico

Para realizar el andlisis histopatoldgico de las muestras se procedié tal como lo

senalado en la Seccién 2.2.41

3.3. Resultados

3.3.1. Aislamiento e Identificacion

En este Capitulo se presentan los resultados obtenidos, habiéndose encontrado un
total de 16 Taxa fungicos asociados a ovas de pejerrey, en diferentes condiciones de
aislamiento; siendo mas frecuentemente aislados durante la exposicion a sustancias
como Acido Acético, Cloruro de Sodio y Formalina.

Como se observa en la Figura [3.1] las infecciones fungicas en ovas de pejerrey,
causadas por hongos anamorfos de Ascomycota, se caracterizan por la presencia de
finas hifas septadas que rodean la superficie de la ova, las que exhiben un crecimiento
moderado o limitado a la periferia de la ovas infectadas; dificilmente comprometen
a las ovas vecinas pudiendo pasar desapercibidas a simple vista. Esta presentacién
difiere de la observada en las ovas infectadas por organismos causantes de Saproleg-

niasis, en las que el mayor espesor y el conspicuo desarrollo del micelio son facilmente
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Figura 3.1: Aspecto microscopico de una ova infectada por un hongo amorfo de Ascomycota. Barra

de escala = 0,25mm.

observados a simple vista en los sistemas de incubacién.

En la Tabla B1] se presenta el listado de las especies encontradas, ademéds se
indica: el nimero de LPSC que identifica a cada cepa, la fecha de aislamiento, las
caracteristicas del medio de procedencia del mismo y la denominacién del teleomorfo
correspondiente.

Se aislaron e identificaron 17 Taxa fingicos, de los cuales 16 son anamorfos
de Ascomycota y uno perteneciente a los Zigomycota. En las Figuras a
se muestran las caracteristicas mas representativas de cada uno de los géneros y

especies aisladas.



48

Reino Fungi (Anamorfos Ascomycotes)

Tabla 3.1: Taxa fungicos aislados de ovas de pejerrey Odontesthes bonariensis. LPSC: nimero de

cepa. AcH: acido Acético glacial. AcH + AcNa: dcido Acético tamponado.

LPSC Especie Procedencia Fecha Teleomorfo
1001 Fusarium solani CINa25g.L" Haemanectria
(Martius) Appel & Wollenweber 12-05 haematococca
emend. Snyder & Hansen ) Giberella
Nectria
1002 Fusarium semitectum CINa25g.L"
Berkeley & Rabéenle 12-05 Gibberella Nectria
1030 Trichoderma sp. CINa25g.L"
Pers. (1794) 12-05
1031 Acremonium sp. CINa25g.L"
Link (1809) 12-05 Hypocreales
1029 Epicoccum nigrum AcH 30 mg.L™
Link (1815) 12-06 Pleosporaceae
1037 Trichoderma harzianum AcH 30 mg.L™
Rifai (1969) 6-08 Hypocrea
1038 Bipolaris sp. AcH 25 mg.L™
Shoemaker (1959) 12-06 Cochliobolus
1028 Trichoderma koningi AcH+AcNa
Oudem.(1902) <600 mg.L™ 12-07 Hypocrea
- Fusarium solani AcH+AcNa1< Haemanectria
600 mg.L 12-07 haematococca
1026 Penicillium frequentans AcH+AcNa1 E icill
Westling (1912 < 600 mg.L" § upeniciiiium
9 ( ) g 12-07 Talaromyces
1027 Paecilomyces lilacinus AcH+AcNa
(Thom) Samson (1974) < 600 mg.L™" 3-08 Byssochlamys
1025 Aspergillus terreus Emericella
Thom (1918 :
(1918) fggg hena, 3-08 Eurotium
9 Neosartorya
1039 Cladosporium cladosporioides AcH+AcNa Davidiella
. -1
(Fresen.) G.A. de Vries (1952) < 600 mg.L 3-08 Mycosphaerella
- Mucor sp. AcH+AcNa
Fresen (1850) <600 mg.L*" 3-08 -
- Penicillium sp. AcH+AcNa il
. 1 Eupenicillium
Link (1809) <600 mg.L 3-08 Talaromyces
- Acremonium sp. Sin tratamiento
Link (1809) 3-08 Hypocreales
1032 Trichoderma sp. Formaldehido
Pers. (1794) < 150 pg.L* 3-07 Hypocrea
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Figura 3.2: Epicoccum nigrum. A. Feoconidios muricados Barra de escala = 20 pm. B. Aspecto

general de la colonia.

Figura 3.3: Bipolaris sp. A. Aspecto microscépico de célula conidiégena con proliferaciéon simpodial.

Barra de escala = 20pum. B. Aspecto general de la colonia.
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Figura 3.4: Trichoderma harzianum A. Fidlide. Barra de escala = 10 ym. B. Aspecto general de

la colonia.

Figura 3.5: Penicillium frequentans. A. Fidlide con largas cadenas de conidios. Barra de escala =

20pum. B. Aspecto general de la colonia.
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Figura 3.6: Trichoderma koningii. A.conidiéforos ramificados lateralmente con fidlides cortas y

conidos ovoides acumulados en el dpice. Barra de escala = 10um. B. Aspecto general de la colonia.

Figura 3.7:  Aspergillus terreus. A. Cabeza conidial densa. Barra de escala = 20um. B. Aspecto

general de la colonia.
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Figura 3.8: Cladosporium cladosporiodes. A. Ramoconidios caracteristicos. Barra de escala =10

pm. B. Aspecto general de la colonia.

Figura 3.9: Paecilomyces lilacinum. A. Condiéforos ramificados en fidlides densamente agrupadas
y de extremos apicales delgados con conidios elipsoidales. Barra de escala = 20 um. B. Aspecto

general de la colonia.
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Figura 3.10: Acremonium sp. A. Fidlide simple erecta de extremo ahusado. Barra de escala =

10pm. B. Aspecto general de la colonia.

En la Figura[3.I1lse puede apreciar que del total de hongos aislados los del género
Trichoderma spp. (25,00 %) Fusarium spp. (18,75%) y Penicillium spp. y Acremo-
nium spp. (12,50 %) presentaron una mayor frecuencia de aparicién, abarcando un
68,75 %. Mientras que las especies de los géneros Paecilomyces sp., Aspergillus sp.,
Cladosporium sp., Epicoccum sp., y Bipolaris sp., representan el restante 31,25 %
del total de aislamientos.

Como se muestra en la FiguraB.12lun 43,75 % de los taxa fingicos fueron aisladas
de ovas incubadas en soluciones de Acido Acético tamponado a concentraciones de
hasta 600 mg.L~!, un 25,00 % fueron aisladas de ovas sometidas a concentraciones de

CINa de hasta 25 mg. L=!, un 18,75 % fueron aislados de medios con contenidos de

O Trichoderma spp.
6,25 6,25
6,25

6,25

O Fusarium spp.

O Acremonium spp.
® Penicillium spp.
@ Paecilomyces sp.
6,25 O Aspergillus sp.

@ Cladosporium sp.

m Epicoccum sp.
W Bipolaris sp.

Figura 3.11: Anélisis de la frecuencia de aislamientos fingicos por género.
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625 625

@ AcH+AcNa
O CINa

O AcH

B Formalina

18,75 43,75

W Sin tratamiento

25,00

Figura 3.12: Andlisis de la frecuencia de aislamientos fingicos por medio de aislamiento.

Acido Acético Glacial de hasta 25 mg. L=!; finalmente sélo un 6,25 % se aislaron de
soluciones de Formalina y en ovas incubadas en agua dura reconstituida sin agente
fungicida.

Debido a que estos organismos pertenecen a un grupo caracterizado por su com-
plejidad taxondémica y puesto que se trata de especies previamente descriptas y
extensamente estudiadas, no se pretende realizar un estudio descriptivo detallado y
critico de cada especie encontrada. Sin embargo, se incluye la caracterizacién mor-
fologica de dos especies del género Fusarium: Fusarium solani v Fusarium semitec-
tum, que fueron posteriormente incluidas en la bateria de ensayos para determinar

el efecto de las sustancias fungicidas propuestas sobre su tasa de crecimiento.

Fusarium semitectum Berkeley & Rabéenle (Figura B.13)
Sinénimos: Fusarium pallidoroseum Cooke Sacc. (1886)
Fusarium incarnatum (Desm) Sacc. (1886)

El aspecto macroscopico varia significativamente segtin el medio de cultivo; las
descripciones estan basadas en el crecimiento en PSA a 25°C en oscuridad. Micelio
aéreo abundante, denso, flocoso, un tanto pulverulento en cultivos maduros, margen
entero, algunas veces ondulado. El color del micelio es caracteristicamente blanco a
anaranjado con reverso de color marrén. La tasa de crecimiento en APS fue de 0,44
cm. por dia. En SNA se observa una pigmentacion ligeramente anaranjada debido
a la agrupaciéon de pionotes,

Hifas septadas, hialinas. Fialides elongadas 2,20 - 9,98 x 1,05 - 1,57 um, en
su mayoria de 4,20 — 1,57 x 1,05 - 1,57 um, con forma de botella, posicionadas
directamente sobre una hifa o en conidiéforos ramificados de dimensiones que oscilan

entre 22 - 100 x 2,00 - 3,50 pym. Microconidios ausentes en SNA y completa oscuridad,



3.3 Resultados 55

macroconidios abundantes, con el apice puntiagudo y con forma de cuna o truncado
en la base, (-1) 3 - 5 septados, la mayoria con 3 septos, 11,90 — 26,66 x 2,60 pm.
Clamidosporas tinicamente observadas en OMA (Kirk et al., 2001), amarronadas y
dispuestas en cadenas 5,33 - 15,99 x 3,99 - 10,68 pym, mayormente 9,32 x 5,33 um.

Material examinado:Argentina, Buenos Aires, Chascomus, Estacién Hidrobiol6gi-
ca, XII-2005, aislado de ovas de Odonthestes bonariensis. leg. Pacheco Marino; det.
Cabello & Pacheco Marino (LPSC N° 1001).

Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder &
Hansen (Figura 3.14)

Sinénimos: Nectria haematococca (Berk & Broome) Kuntz

Colonias de rapido crecimiento hasta 0,45 cm. por dia, alcanzan el borde la placa
luego de 4 dias de incubacién a 25°C en APS. Micelio aéreo estriado, pulverulento,
escaso a denso y flocoso, grisaceo blanquecino, con regiones verde azuladas a grises
y reverso color crema.

Conidiéforos elongados, con el extremo apical ahusado, verticilados, 26-55 x 1,57
- 1,05 x 0,52 pm, la mayoria de 31,71 x 1,57 x 0,52 pum. Esporodoquios producidos
en completa oscuridad, ocasionalmente azules o verdeazulados y se convierten facil-
mente en pionotes. Macroconidios 3 - 5 septados, mayormente 5 septos, 19,90 - 35,98
x 3,99 - 5,13 pm mayormente 27,99 - 3,99 pum, con células apicales cortas y romas y
células basales indistintamente pediciladas. Microconidios abundantes, 2,66 - 13,33
x 1,33 - 3,99 pum, la mayoria de 7,99 x 2,66 um, agrupados en una cabezuela mucosa
en el apice de una monofialide. Clamidosporas no observadas en APS, mientras que
en OM aparecen después de 10 dias de incubacién a 25°C, solas o en pares, con
dimensiones que varian entre 5,33 - 10,65 x 5,33 - 10,65 gm mayormente 6,66 pm
diam.

Material examinado: Argentina, Buenos Aires, Chascomus, Estacién Hidrobiol6gi-
ca, XII-2005, aislado de ovas de Odonthestes bonariensis. leg. Pacheco Marino; det.
Cabello & Pacheco Marino (LPSC N° 1002)
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Figura 3.13: Fusarium solani. A.- Microconidios agrupados en el extremo apical de la fidlide. Barra

de escala = 20 ym. B.- Macro y microconidios. Barra de escala = 10 um.

Figura 3.14: Fusarium semitectum. A.- Detalle de una fidlide con numerosos macroconidios. Barra

de escala = 20 pm. B.- Macroconidios. Barra de escala =10 pym.
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3.3.2. Estudio Histopatologico

La observacion de los cortes histologicos tenidos con H&E evidencié la presencia
de micelio tabicado en la periferia de las ovas. Por su parte la coloracion de Groccot
proporcioné un diagnoéstico definitivo de la infeccion fingica, observandose mediante

ésta micelio en el exterior e interior de la ova, tal como puede verse en la Figura[3.15]

Figura 3.15: Cortes histolégicos de las ovas infectadas tenidas con Groccot. A. Aspecto de la ova
con micelio alrededor del corion (C), Barra de escala = 50 pm. B. Detalle del micelio en la periferia

de la ova. Barra de escala = 20 pm.

3.4. Discusion

Los géneros encontrados, mencionados en la Tabla Bl comparten caracteristi-
cas comunes, todos ellos son hongos caracteristicos del suelo, tienen una amplia
distribucion, son saprétrofos ubicuos capaces de actuar de actuar como patdégenos
facultativos de plantas, aunque en la mayoria de los casos también se los ha encon-
trado asociados a animales, vertebrados e invertebrados, y el hombre (Domsch et
al., 1993).

La biodiversidad de los hongos en habitats de agua dulce es muy compleja e in-
cluye a una gran variedad de anamorfos de Ascomycota. Alrededor de 450 especies

de Ascomycetes han sido registrados en habitats dulceacuicolas, 16ticos y 1énticos,
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como parasitos y endofitos de macrofitas acuaticas y algas; y como saprétrofos so-
bre material vegetal. (Shearer et al., 2004). No es inusual que hongos saprétrofos
caracteristicos del suelo, y de la materia organica en descomposicién, puedan estar
presentes en el medio ambiente acudtico, tal como lo demostré Rankovié¢ (2005).
Este autor estudié la micobiota presente en 5 embalses Serbios, encontrando con
mayor frecuencia a representantes del “Fungi Imperfecti” de los géneros Penicillium
spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp., y también, pero con menor frecuencia, a
Cladosporium spp. y Acremonium spp. Estos organismos fueron denominados por
Rankovi¢ (2005), transitorios accidentales debido a que, si bien son tipicos hongos

del suelo suelen participar en los procesos microbiolégicos en los cuerpos de agua.

En las udltimas tres décadas, una serie de infecciones sistémicas letales causadas
por hongos verdaderos, han sido descritas en peces de América del Norte, Canadd y
otros paises; afectando principalmente a especies mantenidas en cautiverio como
salménidos e ictaliridos (Faisal et al., 2007). A diferencia de las Saprolegniasis,
que por lo general se establece en los estratos mas superficiales del epitelio y 1ni-
camente en casos severos invade los tejidos subyacentes; las infecciones micoticas
han sido encontradas en diversos 6rganos internos y tejidos, como el higado, rinén,
vejiga natatoria, tejido muscular y cartilago. Este hecho ha llevado a diversos au-
tores a establecer que la via de ingreso de estos organismos es gastrointestinal y
no cutanea; lo que nos hace suponer que los hongos verdaderos poseen una mayor
capacidad invasiva, ya que son capaces de atravesar la barerra gastrica y acceder al
torrente sanguineo diseminandose por todo el organismo hasta establecerse en un

determinado érgano.

Las unidades infectivas de los hongos verdaderos son denominadas conidios, a
diferencia de las zoosporas, éstos carecen de flagelos y por ende de movilidad pro-
pia. Germinan formando tubos germinales o apresorios, a partir de los cuales las
hifas penetran en los tejidos mecanicamente y por medio de enzimas, que pueden
ser queratinasas, quitinasas, lipasas o proteinasas. A pesar de que en la presente
investigacién no se ha determinado el grado de patogenicidad de las especies encon-
tradas sobre ovas de pejerrey; y se desconoce si éstas inflingen dano al hospedador
o unicamente lo utilizan como sustrato de crecimiento actuando como epibiontes; la
mayoria de las especies encontradas poseen enzimas proteoliticas que les permitirian

atravesar el corion de las ovas (Domsch et al., 1993; Eliades, 2009).
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Las micosis provocadas por hongos filamentosos han sido clasificadas, por la
presencia o no de pigmento en la pared miceliar y conidios, en Hialohifomicsis y
Faeohifomicosis. Esta es una clasificacion que no obedece a criterios taxondémicos,
sino mas bien es empleada con fines puramente practicos, didacticos e integradores;
de acuerdo a la cual podemos observar que en los aislamientos descriptos existe claro
predominio de las Hialohifomicosis (81,25 %) sobre las Feohifomicosis (18,75 %). La
Figura B.I1] esquematiza las frecuencias de aislamientos a nivel de género en orden
decreciente, los taxones mas frecuentemente aislados fueron las pertenecientes a los
géneros Trichoderma spp. (25,00 %), Fusarium spp. (18,75 %), Acremonium spp.
(12,50 %), Penicillium spp. (12,50 %), Aspergillus sp. (6,25 %), Cladosporium sp.
(6,25 %) Epiccocum sp. (6,25 %), Bipolaris sp. (6,25 %).

Si bien Trichoderma fue el género mas frecuentemente aislado no existen reportes
previos que vinculen a esta especie con micosis en peces u otros organismos acuaticos.
Sin embargo, Ali (1994) aisl6 a T harzianum de huevos de nematodes y demostré los

efectos nocivos de esta especie sobre la eclosién de Meloidogyne incognita.

Existen claras evidencias del rol que cumplen algunas especies del género Fu-
sarium como patégenos de peces y otros organismos acuaticos Horter (1960) in-
formé los primeros brotes de Fusariosis masiva en carpa, aunque el papel de Fu-
sarium culmorum como agente patégeno primario no fue determinado. Hatai &
Kubota (1986), describieron un caso de micosis renal en besugo Pagrus sp., causada
por Fusarium ozysporum. Ferguson (1989) describio la presencia de un micetoma
en Cyprinodon macularius, causado por Fusarium solani. También se han registra-
do casos de Fusariosis en peces marinos; Muhvich et al. (1989) describe una micosis
cronica causada por F. solani en la que se observa la penetracién de las en el cartila-
go de Sphyrna tiburo; similares hallazgos fueron descritos por Smith et al. (1989).
Crow et al. (1995) presentaron evidencia histolégica de una dermatitis micética pro-
vocando una lesion granulomatosa exudativa, localizada en el sistema de canalicular

de la linea lateral del tiburén martillo (Sphyrna lewini).

El tnico informe en la literatura que menciona a Fusarium semitectum (como F.
incarnatum) como patégeno de organismos acuaticos, es el realizado por Khoa et al.
(2004) quienes lo encontraron como un parasito del camarén tigre negro (Penaeus
monodon). Esta especie también ha sido encontrada parasitando huevos de Tozoca-

ra canis, como causante del reblandecimiento del caparazon en tortugas, asociado
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a enfisema pulmonar en bovinos, y en el hombre ha sido implicado en casos de en-
docarditis e infecciones diseminadas en piel en pacientes inmunocomprometidos o

quemados (Leslie & Summerell, 2006).

Las caracteristicas morfolégicas del presente aislamiento de Fusarium semitec-
tum coinciden con la descripcién realizada por Sutton et al. (1998) y Nelson et
al. (1983) quienes lo describieron originariamente como Fusarium incarnatum. En
el presente aislamiento se observaron mayormente macroconidios triseptados y de
menor tamano que F. semitectum var majus descrito por Booth (1971) y F. incar-
natum descrito por Khoa et al. (2004). También se observaron fidlides mas delgadas
que las reportadas por otros autores. En cuanto a Fusarium solani, el tamano de
los microconidios concuerda con la descripcion realizada por Booth (1971), mientras
que los macroconidios y las fidlides del presente aislamiento, son mas cortos que los

reportados por otros autores.

Por su parte, las especies del género Acremonium estan muy extendidas en el
suelo y materia organica en descomposicién, este género incluye mas de 100 espe-
cies reconocidas como patogenos oportunistas de animales y el hombre, provocando
en éste onicomicosis, micetomas y hialohifomicosis en humanos. También han sido
encontradas asociadas a dipteros fitéfagos (Hernandez et al., 2007), huevos de ne-
matodes (Ali & Barakat, 1994) y afectando a poblaciones naturales del crustéceo
decépodo Astacus leptdactylus en Turquia (Secer & Ozkul, 1988; Diler & Bolat,
2001).

Los primeros hallazgos de Penicillium como patdégeno de peces han generado
controversia, debido a que Reichenbach Klinke (1956) agrupara bajo la denominacién
de Penicillium piscium a Nefromyces piscium caracterizado por Plehn en 1916, y
otras especies de hongos parasitos reportados por Verdum en 1903 y Shaperklaus en
1954. La validez de este taxén ha sido cuestionada por Neish & Hughes (1980) debido
a que las caracterizaciones morfolégicas fueron realizadas en material preservado. No
obstante, Blaylock et al. (2001) aislé a Penicillium corylophilum en vejiga natatoria
del Pargo rojo (Lutjanus campechanus) y Pacheco Marino (2004) aislé a Penicillium

spp. de lesiones externas y branquias de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiis).

El hongo entomopatogeno Paecilomyces lilacinus ha sido aislado de una diver-
sidad de insectos cimicidos, triatémidos, gorgojos, gusanos de seda (Martti et al.,
2006), y nematodos (Cabanillas et al., 1988; Ali & Barakat, 1994). Recientemente se
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ha registrado un incremento en el nimero de casos de micosis humanas, en pacien-
tes sanos e inmunocomprometidos, causadas por P. lilacinus; razén por la cual ha
sido considerado por la National Foundation for Infectious Diseases como patdgeno
emergente (Goettel et al., 2001). También se lo ha encontrado como parésito de tor-
tugas, lagartos, cocodrilos, caimanes y viboras (Austwik, 1983; Maslen et al., 1988).
Otras especies de este género como P. farinosus y P. marquandii han sido encon-
tradas como agentes patégenos del salmén atléntico (Salmo salar) y de la Tilapia

roja, (Oreochromis aureus x Oreochromis mossambicus) (Chacko, 1991; Rand et al.,
2000).

Las especies del género Aspergillus son de amplia distribucion, considerados
saprétrofos asociados a la materia orgdnica en descomposiciéon y mas raramente
como patdgenos oportunistas de animales; estando generalmente asociado a infec-
ciones del sistema respiratorio en vertebrados superiores. Los primeros registros de
Aspergillus sp. fueron realizados por Olufemi et al.(1983) en Sarotherodon spp.,
posteriormente Olufemi (1985) describieron un evento de aspergillomicosis provo-
cando lesiones granulomatosas en 6rganos internos de Tilapia. Finalmente, Olufemi
& Roberts (1986), demostraron la patogenicidad de Aspergillus flavus, inoculado
por via intragéastrica, en Oreochromis niloticus. Hasta entonces todos los aislamien-
tos provenian de Tilapia, hasta que Bhattacharya et al. (1988) aislaran a Aspergillus
terreus a partir de lesiones externas hemorragicas de Channa gachua y Heteropneus-
tes fossilis y confirmaran su patogenicidad en ambas especies y ademas en Clarius
batrachus. Otros aislamientos de especies de este género, fueron los realizados por
Dubey & Bhattacharya (1995), quienes aislaron a A. niger del pez gato africano Cla-
rias batrachus y Pacheco Marino (2004), que aislé a A. flavus y A. niger de lesiones
externas y branquias de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiis) Ademas, de su rol
como patdgenos, Roberts (2001) senala la importancia de estos organismos como
contaminantes de los piensos y productores de metabolitos hepatotdxicos capaces

de inducir el desarrollo de de hepatomas en peces.

La ocurrencia de casos de micosis causadas por hongos dematiaceos, o Feohifo-
micosis, han sido reportadas en una gran variedad de peces (Neish & Hughes 1980;
Chacko, 1991). Representantes del género Cladosporuim han sido asociados més
comunmente a infecciones cutaneas en ambientes marinos. C. spharospermum fue

aislado de lesiones cuténeas del pulpo leeser (= Eleodone cirrhosa)(Polglase et al.,
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1984); una especie no determinada de este género fue aislada del pez payaso rojo
“tomato clownfish” Amphiprion frenatus (Silphaduang et al., 2000); Cladosporium
sp. también fue encontrando parasitando el epitelio branquial del bacalao Gadus
morhua (Reichenbach-Klinke, 1956); finalmente Strongman et al. (1997) describie-
ron un aislamiento de Horrnoconis (= Cladosporium resinae) a partir de lesiones
epiteliales del pez marino Hippoglossoides platessoides, o platija americana, mante-
nida en cautiverio. Por otro lado, el iinico hallazgo de micosis sistémica causada por
C'. sphaerospermum en pargo rojo (Lutjanus campechanus) fue descrito por Blay-
lock et al. (2001). La prevalencia de este género en aguas marinas y su diversidad
metabodlica sugieren que podria ser un patégeno oportunista de animales marinos,
pero el impacto sobre las poblaciones silvestres es aun desconocido. De las otras dos
especies de hongos dematidceos asiladas, solo se ha encontrado reportes previos de
actividad parasitaria en organismos acudaticos en: Epicoccum purpurascens (=Epi-
coccum nigrum) aislado de branquias de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiis)
(Pacheco Marino, 2004) y parasitando a la medusa marina Aurelia aurita (Wrigth
et al., 2003) esta especie también ha sido asociada a dipteros fitéfagos (Herndndez
et al., 2007). Las especies del género Bipolaris sélo han sido vinculadas en feohi-
fomicosis cutdneas en vertebrados superiores, incluyendo al hombre (Domsh et al.,
1993). Por otra parte, la tinica referencia encontrada que relacione a alguno de los
miembros de Phylum Zigomycota con peces, es el episodio en el que se describe un
caso de Zigomicosis sistémica, causada por Rhizomucor sp., en Tilapia, afectando

principalmente al rinén de individuos en condiciones de cria (Wolf & Smith, 1999)

Como se observa en la Figura [3.12] la mayor diversidad de especies fue aislada
de ovas expuestas a soluciones de Acido Acético en solucién tamponada (43,75 %),
Cloruro de Sodio (25,00 %), Acido Acético Glacial (18,75 %), Formaldehido y ovas
sin tratamiento (6,25 %). Si comparamos la cantidad y diversidad de especies que
fueron aisladas de soluciones de Acido Acético tamponado [AcH+AcNa] (43,75 %),
con las aisladas de soluciones de Acido Acético [AcH] (18,75 %); podemos inferir
que el descenso del pH registrado en las soluciones de Acido Acético Glacial, que
alcanzé valores ubicados en un rango de 3,9 - 6,7, actué como factor limitante y se-
lectivo para el desarrollo de ciertas especies fungicas. Mientras que en las soluciones
de Acido Acético tamponado solo se obervé un ligero descenso de los valores de pH

(5,5 - 5,7) que no ejercié un efecto inhibidor o selectivo sobre la micobiota, debido
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a que la mayoria de los hongos del suelo desarrollan perfectamente en ambientes
ligeramente acidos (Domsh et al., 1993). Resultados similares fueron obtenidos por
Kang et al. (2003) en tres especies del género Colletotrichum spp., quienes observa-
ron que la inhibicién del crecimiento se aceleré con la disminucion del pH de 6 a 4,
lo que sugiere que el efecto puede ser mayor al aumentar la cantidad de AcH en su
forma no disociada. El efecto téxico del Acido Acético serdn discutidos con mayor

detalle en capitulos posteriores.

Especies de los géneros Fusarium, Trichoderma y Acremonium fueron aisladas
de soluciones de CINa de hasta 25 mg.L~!. No es extrafio que se logren aislar a este
tipo de microorganismos de ambientes sometidos a condiciones extremas, ya que la
mayoria de los hongos que se encuentran en ambientes extremos como: manglares,
suelos salinos, sedimentos marinos, agua de mar, marismas, dunas y arena, suelen
ser anamorfos de Ascomycota (Adler, 1996). Los organismos con capacidad de to-
lerar concentraciones de CINa superiores a 0,2 M son denominados Halotolerantes,
entre los que podemos citar se encuentran algunas especies de los géneros: Alterna-
ria, Aspergillus, Penicillium, Myrothecium, Stachybotrys, Trichoderma, Aspergillus,
Penicillum, Cladosporium y Chaetomium, estas especies también son frecuentemen-
te aisladas del suelo y aire (Zak & Wildman, 2004; Cantrell et al., 2006). Mientras
que los organismos que requieren elevadas concentraciones de CINa (1,5-4,0 M) pa-
ra su desarrollo son denominados Haléfilos. Elevadas concentraciones de Sodio no
solo ejercen un efecto negativo alterando la presion osmética, sino que también pue-
den afectar estructuras proteicas y alterar la funcién enzimética (Cooke & Whipps,
1993).

Fusarium solani se encuentra ampliamente distribuido como patdgeno de crustaceos
peneidos, y también ha sido implicado en infecciones en otros organismos marinos
(Alderman & Polglase, 1986; Chacko, 1991). Esta especie ha sido aislada de orga-
nismos que habitan ambientes marinos y salobres, siendo también capaz de ocurrir
y producir infecciones similares en organismos de ambientes dulceacuicolas. Tanto
Acremonium spp. como Trichodema spp., también han sido previamente aislados de
ambientes salinos (Zak & Wildman, 2004)

Trichoderma spp. fue la tnica especie aislada de soluciones de Formalina entre
(0 y 200 pl.L1). La capacidad que tienen algunos especies de hongos levaduriformes

como, Trichosporum spp., Debaryomyces sp. y Hansenula spp., de utilizar y asimilar
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el Formaldehido ha sido demostrada por diversos autores (Kato et al., 1982; Kaszyc-
ki et al., 2006). A pesar de que son pocos los estudios realizados para determinar
la capacidad de los hongos filamentosos de degradar estos compuestos, Mc Fadden
& Sutton (1975), desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento de especies
del género Trichoderma, basados en su capacidad de crecer en medios que contienen
Formaldehido. Sawada et al. (2006) asilaron a Trichoderma virens de suelos expues-
tos a Formaldehido y comprobaron que las cepas aisladas eran capaces de degradar

concentraciones de esta sustancia de hasta 0.6 % (=6000 ul.L™1).
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Capitulo 4

Evaluacion de la toxicidad de los
tratamientos profilacticos en ovas

de pejerrey

4.1. Introduccion

El pejerrey, Odontesthes bonariensis, es un pez éseo que pertenece a la Clase: Ac-
tinopterygii; Orden Atheriniformes, Familia: Atherinopsidae. Los numerosos géneros
y especies de esta Familia se encuentran distribuidos por todo el mundo. El género
Odontesthes esta conformado por varias especies de aguas continentales, tales como:
O. hatcheri (Eigenmann) O. humensis (De Buen) O. bonariensis (Valenciennes) y
O. argentinensis(Valenciennes) (Dyer, 2006). El pejerrey, Odontesthes bonariensis,
es un organismo bentopelagico, eurihalino que habita aguas continentales de la cuen-
ca del Rio de la Plata, el rio Parana y aguas bonaerenses vinculadas con la cuenca
del Salado entre otras (Ringuelet, 1967; Mancini & Grosman, 2009). Presenta un
cuerpo fusiforme de coloracion plateada, boca pequena y maxilares protractiles, ca-
beza cénica y alargada, linea lateral doble e irregular y una aleta dorsal doble. A
pesar de que su crecimiento es lento bajo condiciones naturales, se han registrado
ejemplares de hasta 60 cm de longitud estandar (Dyer & Chernoff, 1996). Esta es-
pecie alcanza su primera madurez sexual aproximadamente al primer ano de vida.
El periodo de desove se inicia cuando la temperatura del agua alcanza 13°C como

promedio diario y se extiende entre Agosto y Noviembre en Argentina, Uruguay y
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Chile; ademas existe un segundo periodo de desove durante los meses de Marzo y
Abril (Calvo & Dadone, 1972; Grosman, 2001). Segiun Ringuelet (1967), la tempe-
ratura Optima para el desove y desarrollo embrionario es de 17°C. El porcentaje de
fecundidad mantiene una relacién exponencial con la longitud, peso y edad; y el
nimero de oocitos oscila entre 1.170 en las hembras mas pequenas a 30.300 en los

ejemplares mas grandes.

Las ovas son translicidas de color verde esmeralda. Al tomar contacto con el
agua se hidratan tornandose turgentes, las variaciones en el tamano dependeran de
la talla y edad de las hembras. Los diametros de las ovas hidratadas provenientes
de hembras de 3 y 7 anos de edad suelen ser de 1,68 y 1,72 mm respectivamente.
La cépsula externa o corion, presenta varios filamentos adhesivos de 3 a 5 cm de
longitud. La duracién del periodo embrionario esta condicionada por la temperatura
de incubacion, la que a su vez también tiene efecto en la posterior diferenciacion

sexual (Strussman et al., 1996).

Esta especie ha sido objeto de numerosos estudios; muchas de las contribuciones
estan relacionadas con aspectos: taxonémicos (Campos, 1984; Dyer, 2006) ecolégicos
(Grosman, 2001; Quirds et al., 2002; Mancini & Grosman, 2009) de comportamiento
alimenticio (Escalante, 2001) y biologia reproductiva (Strussman et al., 1996; Somo-
za et al., 2002). Desde que en 1904 se iniciaron los primeros emprendimientos para
adaptar esta especie a sistemas de cultivo, se ha generado una vasta informacion
sobre técnicas de cria (Ringuelet, 1943; Luchini et al., 1984; Reartes, 1995). Poste-
riormente esta especie fue exportada a diversos paises de Latinoamérica y al Japdn,

en donde el desarrollo de la “Atherinicultura” cobré mayor énfasis.

El cultivo del pejerrey puede verse afectado por agentes patdgenos (parasitos,
bacterias, hongos, virus); estas afecciones suelen verse exacerbadas durante su ma-
nutencion en cautiverio, de modo tal que para ser evitadas y controladas se recurre al
uso de sustancias quimicas, las que pueden ser de uso general (como los desinfectan-
tes) o de uso especifico (antibidticos, parasiticidas, fungicidas, etc). En Acuicultura,
el uso de dichas sustancias como agentes profilactico-terapéuticos en la prevencion
y control de las infecciones micoticas superficiales que afectan frecuentemente a los
huevos de peces, es recomendada por diversos Organismos y Agencias regulatorias
(por €j., FAO, 2007; OIE, 2000; US.FDA, 2008)

El Verde de Malaquita ha sido considerado como uno de los agentes fungicidas
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mas eficaces; no obstante, luego de que en 1994 la United States Food and Drug
Administration (US. FDA) prohibiera su utilizacién en el tratamiento de especies
destinadas a consumo humano, otros paises (Alemania, Noruega, Reino Unido, Fi-
lipinas, Japén) incorporaron esta medida regulatoria (Treves & Brown, 2000). De
alli surgié la necesidad de evaluar otras sustancias que reemplacen al Verde de Ma-

laquita.

Dentro de la gran variedad de sustancias que fueron consideradas para estos fi-
nes, podemos mencionar: Cloruro de Sodio, Formalina, Permanganato de Potasio y
Sulfato de Cobre. Se dispone de abundante informacion sobre la eficacia de dichas
sustancias como agentes fungicidas; sin embargo, en su mayoria se refiere a espe-
cies de interés econdmico cultivadas en paises del hemisferio Norte, como salmoénidos,
ciprinidos y acipenséridos. Debido a la insuficiente informacién especifica, es practica
frecuente la utilizacion de dichos agentes considerando sus propiedades terapéuticas
y concentraciones o dosis efectivas, por extrapolacion de la informacién referida a
otras especies. Por otro lado, la mayoria de los ensayos de evaluacion de la capacidad
fungicida encontrados en la bibliografia, no se basaron en protocolos estandarizados
considerando paralelamente la eficacia como fungicidas y los efectos deletéreos que
dichas sustancias pueden provocar en exposiciones a corto y largo plazo sobre los
organismos que seran objeto de tratamiento. La falta de informacién especificamente
referida a la toxicidad y riesgos ambientales asociados a la aplicacion de sustancias
quimicas utilizadas en el control de enfermedades es una de las principales dificulta-
des en la implementacion, desarrollo e intensificacion de la acuicultura de especies

nativas.

Por las razones antes expuestas se eligio abordar el estudio comparativo de los
efectos de la exposicién de las ovas de pejerrey a cinco sustancias fungicidas am-
pliamente utilizadas en otras especies: Verde de Malaquita (empleado como control
positivo de eficacia y toxicidad), Formaldehido, Cloruro de Sodio, Acido Acético e
Iodo. Ninguno de estos productos han sido estudiados en nuestro medio en relacion
a su posible utilidad terapéutica en el control de infecciones micéticas del pejerrey

en las fases iniciales de su desarrollo posfecundacion, en condiciones de laboratorio.
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4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Especimenes de estudio

Se utilizaron ovas embrionadas de pejerrey, Odontesthes bonariensis (Valencien-
nes 1835), provistas por la Estacién de Piscicultura de Chascomus (Pcia. Bs. As),
procedentes de desoves de diferentes hembras, coincidentes en su momento de fe-
cundacién. Estas fueron trasladadas al laboratorio en botellas de vidrio estériles con
agua proveniente de la estacién de cria; luego de un proceso de seleccion y limpieza
se acomodaron en incubadoras con 2 L de agua dura reconstituida (ADR), aireacién
constante y recambio total del medio cada 6 horas, durante las cuales se retiraron
las ovas no viables. En dichas condiciones permanecieron durante 72 horas hasta
alcanzar la organogénesis, 120 h post fecundacién; este estadio fue elegido debido
a que se puede apreciar claramente el estado general de las ovas. Antes de iniciar
los ensayos los huevos fueron seleccionados, verificando su viabilidad mediante la
observacion, bajo lupa estereoscépica, de la contraccion del pulso cardiaco, presen-
cia de movimientos y circulaciéon sanguinea. También se verificé la uniformidad en
el estadio de desarrollo (organogénesis), entre los estadios 17 y 18 del desarrollo
embrionario descrito por Chalde (2009), asi como también la ausencia de infeccién
fungica o alguna otra alteraciéon. Con la finalidad de contemplar las variaciones es-
tacionales en la condicién biolégica de los huevos mencionada por Marking et al.
(1994), los ensayos fueron realizados durante los dos periodos de desove del pejerrey

de agua dulce (primavera y verano).

4.2.2. Condiciones experimentales

Los ensayos fueron realizados con ADR preparada segin las recomendaciones de
US EPA (2002). Se utilizaron 19 L de agua desionizada a los que se les adicioné: 2,4 g
de MgSQy, 3,84 g de NaHCO3 y 0,16 g de KCI; simultaneamente se disolvi6 2,4 g de
CaS04.2H50 en 1 L de agua, solucion que fue agregada posteriormente completando
20 litros. Al finalizar la preparacion se corrobord que los parametros de dureza y pH
de la solucién resultante se hallaran dentro del rango esperado: pH 7,6 a 8,0 dureza de
160 a 180 mg CO3Ca.L™!, alcalinidad de 110 a 120 mg CaCO3.L™!. Para los ensayos

se utilizaron frascos de vidrio de 350 ml, conteniendo 150 ml de ADR; los mismos
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se mantuvieron dentro de una camara de incubacién a temperatura constante (16,5
+2°C) y fotoperiodo constante (12 D: 12 N). El material usado (pipetas, placas de
Petri, vasos de precipitado y frascos), fue previamente desinfectado y esterilizado;
la desinfeccién se efectud lavando el material con una solucién al 1% de Cloruro de
Benzalconio y la esterilizaciéon fue realizada en autoclave durante 20 minutos a 1
PSI y 121°C. Cabe senalar que durante todos los procedimientos se adoptaron las
recomendaciones indicadas por US EPA (1996) y la ASTM (1991).

4.2.3. Ensayos Toxicologicos

Bioensayos de toxicidad agudos para la determinacion de la CL5, a 96

horas

Se realizaron ensayos de toxicidad aguda para cada uno de los agentes quimicos
estudiados. Todos los ensayos realizados fueron de tipo estatico con renovaciéon de
las soluciones cada 24 horas. Previamente, con la finalidad de determinar el rango
de concentraciones a utilizar en los ensayos, se realizaron bioensayos preliminares,
de 24-48 horas, para determinar el rango maximo de respuesta.

Las baterias de soluciones de ensayo tuvieron un minimo de 7 concentraciones
mas un grupo Control con ADR. En todos los casos los ensayos fueron realizados
por triplicado utilizando 10 individuos por réplica. El punto final evaluado fue la
mortalidad, considerando a un individuo muerto al no apreciar movimiento o al
observar falta de circulacion sanguinea o ausencia de pulso cardiaco; la mortalidad

se registré cada 24 horas durante 4 dias.

Verde de Malaquita Se utiliz6 Verde de Malaquita (VM) (Anedra; para micros-
copia). Se prepard una solucién madre de 1 g.L.™!, a la que se denominard solucién
Madre I.

Para la realizacion del bioensayo preliminar se prepararon cuatro diluciones de
la solucién Madre I en ADR, disminuyendo la concentracién de éstas en proporcion
geométrica. Las concentraciones a ensayar fueron 0,01; 0,1; 1 y 10 mg.L~!. Se uti-
lizaron un total de 10 ovas por concentracién, las que fueron expuestas durante 24
horas. Los resultados obtenidos permitieron establecer el rango de concentraciones

a utilizar en los ensayos agudos.
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Una vez obtenido un rango de concentraciones a ensayar a partir de la solucién
madre I, se prepar6 una solucién madre II, con una concentracién de 150 mgVM.L™1.
Se verifico que el pH de las soluciones se mantuviera en un rango de 6,5-7,5. El diseno
experimental consistié en siete concentraciones en mg.L~!: 0,38; 0,50; 0,75; 1,00;
1,50; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00 y un grupo Control, utilizando un total de 300 individuos

por ensayo.

Cloruro de Sodio En este caso no se realizaron ensayos previos puesto que existe
informacién bibliogréfica (Sampaio & Phonlor 1996; Berasain et al., 2008) sobre en-
sayos realizados con esta especie, la que permitio definir el rango de concentraciones
a ensayar. Se preparé una solucién madre de 60 g.L."'de CINa (Anedra, reactivo
analitico); con ésta se prepararon 8 soluciones de las siguientes concentraciones: 7,5;
10; 15; 20; 25; 30; 35 y 40 g CINa.L~!, y un Control con ADR.

Formalina Se preparé una solucién madre de Formalina (Anedra, Formaldehido
36 %; con 12 % de Metanol Proandlisis, Merck). En el ensayo previo de orientacién
se testearon 7 concentraciones en pl.L™!: 1; 5; 10; 50; 100; 500 y 1000; al cabo de
24 horas de exposicién se registré una mortalidad del 100 % en 1000 pl.L~t. En los
bioensayos agudos se utilizaron las siguientes concentraciones: 150; 300; 400; 600;
800; 1200 y 1600 pl.L=! y un Control con ADR.

Acido Acético

Acido Acético Glacial (AcH) Se utilizé Acido Acético Glacial (Anedra,
reactivo analitico; pureza de 99.7 %). Se preparé una solucién madre a 1000 mg.L !
a partir de la cual se realizaron diluciones con ADR para obtener las siguientes
concentraciones: 10, 50, 100 y 500 mg.L~!. Al cabo de 24 horas de exposicién sélo
se observé mortalidad en 500 mg.L~!. Se determiné la escala de concentraciones de

ensayo entre 50 y 350 mg.L~!. Se testetaron 8 concentraciones en mg.AcH.L™!: 50;
75; 100; 150; 200; 250; 300; 350 y un Control con ADR.

Acido Acético Tamponado (AcH+AcNa) Se utilizé una solucién tampo-
nada de Acido Acético Glacial (Anedra, Reactivo analitico; pureza de 99.7%). Se

preparé una solucién I de 0,4 M de Acetato de Sodio Anhidro (Anedra, Proanélisis),
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luego una solucién II de Acido Acético Glacial 0,4 M. Finalmente la solucién madre
es el resultado de la mezcla en proporcién 9:91 de la solucion I con la solucion II.
La concentracién final de Acido Acético en la solucién madre fue de 2167 mg.L~1.
A partir de ésta se realizaron diluciones en ADR para obtener las siguientes con-
centraciones: 50, 100, 200, 500 y 1000 mg.L~!, empleadas para la realizacién del
ensayo previo en el que se registré mortalidad en 1000 mg.L ™! al cabo de 48 horas.
Se determiné el rango de ensayo entre 600 y 1600 mg.L~!. En los ensayos agudos
se testetaron 6 concentraciones en mg.L~t: 600; 800; 1000; 1200; 1400; 1600 y un
Control con ADR.

Compuestos Iodados Se utilizaron dos presentaciones de Iodo; 1) Ioduro de Po-
tasio puro -IK- (Merck, Proandlisis) y 2) Idopovidona, en una presentacién comercial
denominada Pervinox (Phoenix, lodopovidona 10 %). Ambos fueron ensayados a las
mismas concentraciones. Para otorgar estabilidad al IK se prepar6 una solucién ma-
dre al 1% de IK, en 0,9 % CINa en agua destilada, a la que denominaremos Solucién
madre I (SM I). Para establecer el intervalo de concentraciones que se empleé fi-
nalmente en los ensayos agudos, se realizaron ensayos preliminares utilizando dos

medios de dilucién: ADR y CINa 0,9 % en agua destilada.

En CINa 0.9 % (en agua destilada) Las concentraciones de IK y Iodopovi-
dona empleadas en el ensayo preliminar fueron: 10, 20, 50, 100, 200 y 500 mg.L™!;
al cabo de 24 horas de exposicién sélo se observé mortalidad en 200 y 500 mg. L1,
determinandose el rango de ensayo entre 25 y 200 mg.L~!. En los ensayos agudos se
testearon 6 concentraciones en mg.L~1: 25; 50; 75; 100; 150 y 200, y un Control con
CINa 0,9 % en agua destilada.

En agua dura reconstituida Los ensayos preliminares se realizaron diluyen-
do la Todopovidona y la SM I de IK en ADR hasta obtener las siguientes concentra-
ciones: 75, 150, 300, 450 y 600 mg IK/Todopovidona.L~!. Al cabo de 48 horas, en
ambos casos, se observé mortalidad en 600 mg.L~!. El rango de ensayo selecciona-
do para la realizacion de los bionesayos agudos a 96 horas se ubicéd entre 50 y 500
mg.L~!; se testearon 6 concentraciones: 50; 100; 150; 200; 300; 400; 500 mg.L~!; y
un Control con ADR.
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4.2.4. Determinaciones cuantitativas
Determinacion de las Concentraciones Letales 50 a 96 h

A partir de las mortalidades registradas se calcularon los valores de CL5, para
cada uno de los tratamientos; la determinacién de la concentraciéon letal 50 a 96
horas (CL5p 96 h), fue realizada segin: 1) el método de los Probits utilizando el US
EPA Probit Program version 1.5; 2) mediante el método no paramétrico de Trimmed
Spearman-Karber y 3) mediante el uso de Modelo Biolégico con el Programa DEBtox
v. 2.0.1. Cada uno de estos softwares realizd automaticamente las correcciones en
las sobrevievencia que no alcanzaron el 100 % en los controles. A pesar de que en
general los resultados obtenidos con los diferentes métodos resultaron ser similares,
cada uno puede ajustarse mejor a un determinado tipo de andlisis. La calidad de
los resultados de cada método empleado dependera del grado en que los datos de

mortalidades registrados cumplan las hipotesis de cada uno de los métodos.

Método de los Probits El Probit es un método estadistico paramétrico de amplia
utilizacién en la evaluacion de la toxicidad aguda. Consiste en la conversion de los
parametros obtenidos a partir de bioensayos, e incluye una serie de transformaciones;
en la primera, las concentraciones son convertidas a una escala logaritmica lo que
resultard en una curva sigmoidea de dosis-respuesta. Posteriormente se realiza una
segunda conversion, mucho mas compleja, en la que los porcentajes de respuesta
son convertidos a unidades Probit, es asi que a cada porcentaje de respuesta le
corresponde un valor de unidad Probit de acuerdo a una tabla propuesta por Finney
(1971). Finalmente se obtiene una distribucién de puntos aproximadamente lineal,
los cuales se procesan segin un andalisis de regresién tipico.

Para evaluar el grado de ajuste de los datos a la ecuacion de regresion, se aplica
una prueba de Chi cuadrado con N-2 grados de libertad, considerando a N como
el niimero de concentraciones diferentes. La versién 1.5 del programa Probit de la
United States Environmental Protection Agency (US EPA) estima los valores CL,
a CLgg v los correspondientes intervalos de confianza al 95 %, y proporciona el valor
de Chi? calculado, el que deberd ser menor que el Chi? tabulado (p>0,05), para
poder inferir si los datos se ajustan a la recta de la regresion lineal, indicando que el

empleo del método Probit es adecuado para la determinacion de las concentraciones
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de respuesta. Ademas, este programa calcula la pendiente de la recta de regresion,
que indica la amplitud en la distribucion de la respuesta letal en la poblacion de
organismos frente al toxico en cuestién.

El analisis con el método de los Probits podra realizarse siempre y cuando se

cumpla las siguientes premisas:

= Haya al menos dos concentraciones de mortalidad parcial (es decir mayor a 0

y menor a 100 %).
= Un grado de ajuste razonable a la recta de regresién Probit.

Atin cuando los datos obtenidos no puedan ser utilizados para la determinacion de la
CLsg con el método de los Probits, existen otros métodos estadisticos no paramétri-
cos y mucho mas robustos como el Spearman-Karber y el Trimmed Spearman-

Karber, que permitiran el calculo de la CLs.

Método de Spearman-Karber y Trimmed Spearman-Karber (TSK) El
método de Spearman-Karber es un procedimiento estadistico no paramétrico utili-
zado para estimar la CLs y su intervalo de confianza del 95 %. Segun este método
la CLjg resulta del antilogaritmo de la media de la distribucién del logaritmo de
la concentracién. Es decir, primeramente se trasforman las concentraciones a una
escala logaritmica, posteriormente se calcula la media de la distribucion de estas
concentraciones transformadas, y este valor de la media corresponde al logaritmo de
la CLsg.

El método Trimmed Spearman-Karber es similar al Spearman-Karber, pero pue-
de utilizarse cuando en ninguna de las concentraciones se alcanza un 100 % de mor-
talidad o supervivencia. La version 1.5 del programa TSK calcula mediante este
procedimiento el valor de la CLjy con su respectivo intervalo de confianza del 95 %,

y el porcentaje de recorte empleado para esta determinacion.

Analisis de la toxicidad basado en el Modelo Biolégico Como mencionamos
anteriormente, los métodos de Probits y TSK determinan los parametros de toxici-
dad manipulando matematicamente los datos para poder aplicar luego un analisis
de regresion o un testestadistico. Estas manipulaciones matemaéticas de los datos

que no intentan explicar el por qué de la mortalidad, sino simplemente cuantificar
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los parametros toxicolégicos de interés. El hecho de que el uso de estas aplicaciones
matematicas y estadisticas para la determinacion de la toxicidad sea cuestionable,
se debe a que éstos tests no consideran que: 1) el pardmetro seleccionado para deter-
minar y expresar la toxicidad (por ej., mortalidad, crecimiento, reproduccion, etc.)
no suele afectar al 100 % de los individuos, 2) sus efectos no se ejercen de manera
uniforme y 3) su efecto se reduce con el tiempo de exposicién, el resultado de la

evaluacion se normaliza a un tiempo determinado.

El Modelo Bioldgico, en cambio, es un modelo dindmico que, a diferencia de los
Probits o del TSK, integra el factor tiempo e+n el célculo de la toxicidad (Péry et al.,
2002; Jager et al., 2006; Baas et al., 2009). Este modelo explica la mortalidad de una
especie test asociada a su exposicion a un medio conteniendo uno o varios toxicos
en solucion, pero incorporando la consideracién de un parametro biolégico dinamico
expresado en el flujo neto (Jn) del téxico, esto es, la diferencia entre el influjo (J;,)
y el eflujo (J,ut) del mismo (o tasa de eliminacién). Las magnitudes de los flujos
unidireccionales son proporcionales a la concentracién en el medio (que serd practi-
camente constante) y a la concentracion interna alcanzada (que es temporalmente
variable, desde cero en adelante, hasta superar umbrales que desencadenan los efec-
tos téxicos) siguiendo una cinética de primer orden. Ademads, dependerd también de
otros factores tales como estado nutricional, edad, talla, etc. Obviamente, el moni-
toreo en los medios de ensayo incluye y considera las respuestas de los individuos

“control”.

En otras palabras, el Modelo Bioldgico postula que los efectos adversos de un
téxico (o una mezcla de ellos) se pondra de manifiesto cuando el mismo haya pene-
trado, al cabo de un tiempo, en el organismo de cada individuo y que la probabilidad
de que muera en un intervalo de tiempo dado es proporcional a la duraciéon de este
intervalo (que casi nunca es uniforme) y a la diferencia entre las dos concentracio-
nes: la interna y una concentracion externa. Es por considerar el conjunto de los

elementos antedichos que el Modelo se conoce como “Bioldgico”.

El programa DEBtox (por abreviatura de Dynamic Energy Budget) por su parte
permite estimar, a partir de la mortalidad a diferentes concentraciones y tiempos de
exposicion, diferentes pardametros toxicologicos a diferentes tiempos de exposicion,
las Concentraciones Letales y sus intervalos de confianza, asi como las constantes de

proporcionalidad y, en particular las NEC, como se explicard mas adelante.
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Determinacion de la tasa de eclosion

Con la finalidad de conocer el efecto de la exposicién durante 96 horas sobre la
tasa de eclosion, las ovas fueron mantenidas en la tltima soluciéon y en las mismas
condiciones experimentales durante 48 horas adicionales, luego de las cuales se pro-
cedid a realizar la primera verificacién del nimero de larvas eclosionadas, y de ovas
vivas. Posteriormente las ovas vivas no eclosionadas se mantuvieron por un periodo
adicional de 48 horas luego del cual fueron censadas, cuantificando el niimero total
de larvas eclosionadas vivas. El porcentaje de eclosion fue calculado con la siguiente
formula:

N,
Tasa de eclosién = N 100.

Donde:
N; = Numero inicial de individuos por tratamiento.

N, = Total de larvas eclosionadas vivas luego de 96 horas post tratamiento.

Determinacion de Parametros subletales

Concentracién letal 10 (CLj;) Se calcularon los valores de CLj 96 h para cada
uno de los tratamientos; los datos analizados fueron obtenidos a partir del registro
de mortalidades. La determinacién de la CLjy 96 h fue realizada segin el método
de los Probits mediante el US EPA Probit Program version 1.5 como se detallé en

el punto £.2.4]

Concentraciéon de No efecto (NEC) La concentracién de No efecto es la con-
centracién asociada al Modelo Biologico, a la cual la concentracién externa y la
concentracion interna alcanzan un equilibrio sin que se observe ningun efecto en
los organismos expuestos. Asi, la NEC, a diferencia de la NOEC, tedricamente no
depende de la duracién del bioensayo y generalmente su valor no coincide exacta-
mente con ninguna de las concentraciones ensayadas. Este parametro fue calculado
mediante el uso de Modelo Biolégico con el Programa DEBtox v 2.0.1 tal como se
explica en el punto .27

La subletalidad (como NOEC) o la letalidad (expresada en sus presentaciones
incipientes, como LOEC o CL10), o de mayor efecto adverso (por ej. CL50, CL99),

tienen que ver mas con las manipulaciones de los datos experimentales (de caracter
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cuantico), siendo desacopladas de interpretaciones mecanisticas del efecto registrado.
Por otra parte, tanto las LOEC como las NOEC se basan en un supuesto que es
dificil de sostener: que la probabilidad de sobrevivencia es idéntica en todos los
individuos de la cohorte utilizada en los bioensayos de toxicidad.

Asi, a diferencia de la NOEC, se determina la NEC (concentracién de no efecto)
como la que no desencadenara efectos adversos sobre el organismo, independiente-
mente del tiempo de exposicién (hasta extenderse a lo largo de toda su vida). En
cambio, la NOEC es tiempo-dependiente y no exhibe un intervalo de confianza. Ca-
be senalar, por ultimo, que el MB no requiere conocer el mecanismo de accion del

medio téxico ensayado.

Concentraciéon de Efecto No observable NOEC - LOEC La NOEC es la
mas baja concentracién ensayada en la que la supervivencia no es significativamen-
te diferente a la del Control. El calculo de la NOEC se realiza mediante un test
de hipotesis para multiconcentraciones, como el test de Dunnet. Este requiere el
cumplimiento de requisitos de normalidad y homogeneidad de la varianza. Para la
realizacion de este analisis, las variables de respuesta deberan transformarse por el
arcoseno para estabilizar la varianza y satisfacer la exigencia de la normalidad. La
prueba de Shapiro Wilk se puede utilizar para probar la hipdtesis de normalidad y
el test de Bartlet para determinar la homogeneidad de la varianza. Luego de haber
comprobado los requisitos para el test de Dunnet, el mismo permitira establecer la
existencia de diferencias significativas en la variable de respuesta del Control y los
tratamientos. En caso de que las variables no cumplan los requisitos de normalidad
y homogeneidad de la varianza, se utilizara el test no paramétrico de rangos tinicos
o multiples de Steel (Steel, 1959), en el que se compara individualmente cada uno de
los tratamientos con el Control, para determinar si las diferencias entre ambos son
estadisticamente significativas. Ambos métodos nos llevan a obtener una concentra-
cién (NOEC) para la cual, y para todas las concentraciones menores a esta, no se
observaran efectos adversos estadisticamente significativos en la poblacién expuesta
comparada con el Control. La concentracion inmediata superior sera la LOEC, con-
centracion ensayada méas baja del agente téxico a la cual se registran efectos adversos
estadisticamente significativos en la poblacion expuesta cuando se la compara con
el Control.
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4.3. Resultados

4.3.1. Porcentaje de Sobrevivencia

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de los ensayos de toxicidad
aguda, que permitieron determinar la evolucion del porcentaje diario de sobreviven-
cia de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas a los fungicidas
estudiados. En términos generales se observd que en todos los casos el porcentaje de

sobrevivencia disminuy6 al aumentar la concentraciéon y el tiempo de exposicion.

Verde de Malaquita (Figura [4.7])

Para el del Verde de Malaquita (VM), el porcentaje de sobrevivencia alcanzé su
valor mds bajo (0 %) en la concentraciéon més elevada (4 mg.L.™!) al cabo de 72 horas
de exposicion. No obstante, los porcentajes de sobrevivencia en los grupos expuestos
a 0,375; 0,50 y 0,75 mg.L.~1(80,00; 87,40; 72,20 %), alcanzaron valores muy cercanos
a los del grupo Control (83,20 %) a 96 h.
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Figura 4.1: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con Verde de Malaquita, concentraciones expresadas en mg.L 1.
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Cloruro de Sodio (Figura [4.2])

Se comprob6 la tolerancia, de la ovas de pejerrey, a elevadas concentraciones de
CINa, como se observa en la Figura 4.2l El porcentaje de sobrevivencia alcanzé su
valor més bajo (17,50 %) en las ovas expuestas a 40 g.L.™!, concentracién que supera
la salinidad del agua de mar, y alcanzé valores de sobrevivencia muy cercanos a los
del grupo Control (86,70 %) en concentraciones de hasta 15 g.L ™! (84,30 %).
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Figura 4.2: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con CINa, concentraciones en g.L~!.

Formalina (Figura [4.3])

Como se observa en la Figura [£.3] en las ovas expuestas a 150 y 300 ul.L™! de
formalina los porcentajes de sobrevivencia fueron 97,90 y 90,00 %, respectivamente,
ambos son cercanos al grupo Control (94,40 %); mientras que a concentraciones su-
periores a los 400 pl.L~! los porcentajes de sobrevivencia disminuyen drésticamente;
finalmente, al cabo de 48 horas de exposicién a 1600 mg.L~! se observé un 100,00 %

de mortalidad.
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Figura 4.3: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con Formalina; concentraciones en pl.L~1.
Acido Acético

Acido Acético Glacial (Figura4.4]) Luego de 96 horas de exposicién al Acido
Acético (AcH) se registraron porcentajes de sobrevivencia inferiores al 10,00 % en 300
y 350 mg.L.~!. Porcentajes de sobrevivencia similares al del grupo Control (96,70 %)
fueron registrados en concentraciones entre 75 y 150 mg.L~1(88,50-95,00 %); sin em-
bargo, los valores registrados en la concentracién més baja (50 ul.L™!) no superaron
el 76,90 %.

En la Tabla 1] se presentan valores de pH de las soluciones de Acido Acético re-
gistradas al inicio y al final de los ensayos; en ambos casos se observa un considerable

descenso del pH al incrementar la concentracién de esta sustancia.
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Figura 4.4: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con AcH, concentraciones en mg.L 1.

Tabla 4.1: Evolucion temporal del pH en las soluciones empleadas para los bioensayos con AcH.

Concentracion pH
de AcH (mg.L1!) Inicial Final

Control 6,20 6,50

50 6,10 6,70

75 6,00 6,70

150 5,30 6,30

200 4,70 4,70

250 4,50 4,30

300 4,30 4,00

350 4,20 3,90
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Acido Acético Tamponado (Figura 4.5, Tabla 4.2]) La respuesta al Acido
Acético tamponado (AcH+AcNa) fue gradual, alcanzandose un 100,00 % de morta-
lidad en las concentraciones més altas (1400-1600) luego de 72 horas de exposicion.
No se registraron porcentajes de sobrevivencia cercanos a los del grupo Control

(90,80 %); la tasa de sobrevivencia mas elevada fue registrada en el grupo expuesto
a 600 mg.L~! siendo de 62,90 %.
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Figura 4.5: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con AcH+AcNa; concentraciones en mg.L~".

En la Tabla se presentan los valores de pH de las soluciones de Acido Acéti-
co tamponado; a diferencia de los ensayos realizados con Acido Acético, el pH se

mantuvo estable e independiente del incremento de la concentracion.

Tabla 4.2: Evolucion temporal del pH en las soluciones con AcH+AcNa.

Concentracién pH
AcH+AcNa (mg.L™1) Inicial Final
Control 7,80 7,80
600 5,60 5,60
800 5,60 5,60
1000 5,60 5,60
1200 5,60 5,60
1400 5,60 5,70

1600 5,50 5,70
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Compuestos Iodados

Ioduro de Potasio (Figuras y &.7)

En solucién de 0,9 % CINa En los ensayos realizados con Ioduro de Potasio
(IK) se observé un bajo porcentaje de sobrevivencia en el grupo Control (37,36 %).
Los valores de sobrevivencia del grupo Control fueron superados en los tratamientos
con 25 mgIK.L™! (48,40 %). En los grupos expuestos a 200, 150 100 y 75 mg.L.~! de
IK se registraron mortalidades del 100,00 % entre las 24, 48, 72 y 96 horas respecti-

vamente.
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Figura 4.6: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con IK, en solucién de CINa 0,9 %; concentraciones en mg.L~".

En la Tabla [£.3] se presentan los valores de pH de las soluciones de IK en agua

destilada con ClNa 0,9 %, registradas al inicio y al final de los ensayos.
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Tabla 4.3: Evolucién temporal del pH en las soluciones empleadas para los bioensayos con IK en
CINa 0,9 %.

Concentracién pH
de IK (mg.L~1) Inicial Final
Control 5,51 5,60
25 5,12 5,11
50 4,74 4,70
75 4,33 4,39
100 4,18 4,20
150 3,83 3,99
200 3,65 3,80

En agua dura reconstituida (ADR) (Figura [4.7]) FEn los ensayos reali-
zados con agua dura reconstituida, el rango de concentraciones es mayor que en
lo ensayos realizados utilizando la solucién de ClNa 0,9 % como medio de dilucién.
También podemos observar que utilizando ADR como medio de dilucién se restable-
cen los porcentajes de sobrevivencia habituales en los grupos Control, alcanzando
valores de 76,90 %.

100 -
.g :2 | \O\ —o— Control
§ 70 | 500
S w0 —+— 400
) —%— 300
i 50 1 —o—200
° 40 + 150
T 304 100
§ 20 —0—50
E_’ 10
0 N— % %
0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 4.7: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con IK, en agua dura reconstituida (ADR), concentraciones en mg.L 1.
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Luego de 48 h de exposicién se obtuvo un 100,00 % de mortalidad en los grupos
expuestos a las més elevadas concentraciones, 500 y 400 mg.L~!, mientras que los
expuestos a 300 mg.L~! se alcanzé un 100,00 % de mortalidad al cabo de 72 h
horas de exposicion. Se registraron bajos porcentajes de sobrevivencia en los grupos
expuestos a concentraciones de IK entre 150 y 200 mg.L~!, mientras que en los
grupos expuestos a 100 y 50 mg.L ™! se observaron valores de sobrevivencia similares
a los del grupo Control (78,90 y 72,40 %).

En la Tabla [£.4] se presentan valores de pH de las soluciones de IK en ADR

registradas al inicio y al final de los ensayos.

Tabla 4.4: Evolucién temporal del pH en las soluciones empleadas para los bioensayos con IK en
ADR.

Concentracion pH
de IK (mg.L™1) Inicial Final

Control 7,36 7,35

50 7,43 7,54

100 7,47 7,61

150 7,56 7,80

200 7,39 7,64

300 7,34 7,63

400 7,26 7,60

500 7,2 7,64

Todopovidona (Figuras (4.8 y [4.9)

En solucién 0,9 % CINa Al igual que en los ensayos realizados con Ioduro
de Potasio (IK), en los realizados con Iodopovidona, se observé una baja tasa de
sobrevivencia en el grupo Control (37,60 %). Estos valores de sobrevivencia del grupo
Control fueron superados en los tratamientos con 25 y 50 mg Iodopovidona.L ™!
(57,90 y 43,60 % respectivamente). En los grupos expuestos a 200, 150, 100 y 75
mg.L~! de Iodopovidona, se registraron mortalidades del 100,00 % entre las 24, 48,
72 y 96 horas respectivamente.

En la Tabla se presentan valores de pH de las soluciones de lodopovidona en

agua destilada con CINa 0,9 %, registradas al inicio y al final de los ensayos.
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Figura 4.8: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con Iodopovidona en solucién de CINa 0,9 %; concentraciones en mg.L~*.

Tabla 4.5: Evolucién temporal del pH en las soluciones empleadas para los bioensayos con lodopo-
vidona en CINa 0,9 %.

Concentracion pH

de Todopovidona (mg.L™!) Inicial Final

Control 5,85 5,87
25 5,30 5,42
50 4,96 5,26
75 4,66 4,43
100 4,48 4,53
150 4,09 4,54
200 4,02 4,05

En agua dura reconstituida (ADR) Mediante el empleo del ADR como
medio de dilucion se logré restabler los valores normales de sobrevivencia en los
grupos Control (90,50 %). Los grupos expuestos a las mas elevadas concentraciones
de Iodopovidona, 500 y 400 mg.L~!, alcanzaron un 100,00 % de mortalidad al cabo
de 72 horas de exposicién; mientras que en los expuestos a 300 mg.L™!, ésta se

alcanzd a las 96 h. Los porcentajes de sobrevivencia en los ensayos realizados con



88 Evaluacién de la toxicidad en ovas de pejerrey

100 -
90 1 —o— Control
8 go
% 500
2 70+ —+— 400
>
j 60 —%—300
S 50 - —0— 200
S 40 150
% 30 | 100
S —0—50
g 20
S 104
0
0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 4.9: Evolucién temporal del porcentaje de sobrevivencia de ovas de Odontesthes bonariensis

en medios con Iodopovidona en agua dura reconstituida (ADR), concentraciones en mg.L 1.

Iodopovidona a concentraciones de 50, 100 y 150 mg.L~!, resultaron en 83,30; 70,90
y 81,70 % respectivamente; estos resultados son semejantes a los obtenidos en el
grupo Control.

En la Tabla se presentan valores de pH de las soluciones de lodopovidona en

ADR registradas al inicio y al final de los ensayos.

Tabla 4.6: Evolucién temporal del pH en las soluciones empleadas para los bioensayos con Iodopo-
vidona en ADR.

Concentracion pH

de Iodopovidona (mg.L~!) Inicial Final

Control 7,40 7,71
50 7,40 7,80
100 7,31 7,72
150 7,06 7,68
200 7,27 7,78
300 7,20 7,73
400 7,13 7,65

500 7,10 7,61
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4.3.2. Parametros Toxicolégicos

Mediante el método de los Probits, el método no paramétrico de Trimmed
Spearman-Karber y el Modelo Bioldgico, se calcularon los pardmetros toxicol6gi-
cos de los agentes fungicidas para ovas de pejerrey, expresados como valores de
CL1_g9 a diferentes tiempos de exposicion de 24 hasta 96 h. Para ilustrar los niveles
de letalidad de la poblacién expuesta en funcion de la concentracién y el tiempo de
exposicién se utilizaron graficos de superficie de respuesta, (Figuras a [27).

Las matrices de datos correspondientes se muestran en las Tablas 4.7 a 4.4.

Verde de Malaquita (Figuras [4.10 y [4.11], Tablas 4.7 y 4.9)

Como se observa en la Figura [10] las concentraciones letales (CL) disminuyen
con el aumento del tiempo de exposicion, mostrando una amplitud de respuesta que
oscila entre 0,44 mg.L™! (CL;) a 96 horas, y 21,80 mg.L™!(CLgg) a 48 horas. La
misma figura muestra que en valores de letalidad inferiores al 15 % la superficie de
respuesta describe una trayectoria horizontal con valores similares, tanto a 48 como
a 96 horas. A partir de la CLjy la concentracion empieza a incrementar su valor y
los valores correspondientes a 48 horas se incrementan de forma mas pronunciada,

abarcando un amplio rango de concentraciones (0,50 - 21,80 mg.L™!), en las que el

. TS
Tabla 4.7: Matriz de valores de
CL, para VM, calculados con el
50
método de los Probits.
— 40
E, Letalidad Tiempo de exposicidn (h)
% 30 (%) 24 18 iz 96
0
8 1 05 0g 04
B 5 0a 0a 06
8 10 1.1 10 08
15 1.4 1.2 ng
&0 3z 19 15
a5 75 32 27
a0 92 36 31
o 95 12,1 14 37
70
60 99 218 B2 g4

40 0

Tiempo [h] Letalidad [%]

Figura 4.10: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al Verde de Malaquita. Pardametros toxicolégicos determinados mediante el método de los Probits.
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] Tabla 4.8: Matriz de valores de
‘ CL, para VM, calculados con el

Modelo Biolégico.
— 40
; Letalidad Tiempo de exposicion {h}
£ (%) 24 18 72 9%
Kel
g 1 13 08 06 0B
g 5 18 10 oA o7
8 10 25 12 09 07
15 3.1 14 10 05
50 8.3 30 19 14
85 198  Bp 37 25
90 s A i 4.4 31
w0 S0 95 W3 97 5.4 35
w 0 © 7 99 455 144 79 54

Tiempo [h] Letalidad [%]

Figura 4.11: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al Verde de Malaquita. Parametros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Bioldgico.

porcentaje de letalidad es directamente proporcional a la concentracién. Mientras
que la curva de respuesta a 96 horas abarca un pequeno rango de concentraciones
(0,40 - 5,40 mg.L.71).

Si bien, el grafico de superficie de respuesta obtenido mediante el Modelo Bioldgi-
co (Figura IT]) muestra una tendencia similar al elaborado con los datos aporta-
dos por el método de los Probits; este tltimo permite observar una respuesta mas
completa, que incluye las CL a 24 horas de exposicién, y comprende un rango de
respuesta mucho mds amplio, que oscila entre 0,60 mg.L~!, valor obtenido para la
CL; a 96 horas de exposicién, y 45,60 mg.L~! valor correspondiente a la CLgy a 24
h de exposicién, (Tabla 4.4).

Cloruro de Sodio (Figuras y 413l Tablas 4.9 y 4.10)

La Figura .12 permite analizar la superficie de respuesta de las ovas del pejerrey
a la exposicién al ClNa durante 96 horas. En ésta podemos observar un rango de
respuesta que oscila entre 22,20 y 71,00 g.L.7!, para la CL; a 96 h y la CLgg a 24
h respectivamente. Ademads, se observa que las concentraciones que exhiben bajos
niveles de letalidad (menores al 10 %), oscilan entre 19,00 y 27,00 g.L.! de CINa.
Posteriormente, se observa un leve ascenso en la curva de respuesta pero ésta perma-

nece sin ser alterada por el tiempo de exposicion. Sélo a concentraciones superiores
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Tabla 4.9: Matriz de valores de
CL, para ClNa, calculados con el

método de los Probits.

Letalidad Tiempo de exposicién (hy
1%} 24 48 12 46
1 191 05 222 22
5 231 244 255 234
10 258 BH 4 72
15 274 282 288 286
80 368 k2 35E 350
85 483 B3 440 428
90 528 491 46,2 450
95 885 535 438 454
99 1.0 628 &2 553

Figura 4.12: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a ClNa. Parametros toxicoldgicos determinados mediante el método de los Probits.

a 40,00 g.L 7!, correspondientes al 85,00 % de letalidad; se puede apreciar el efecto

del tiempo de exposicion sobre el porcentaje de letalidad.

El anélisis de la superficie de respuesta del CINa con los datos obtenidos mediante

el Modelo Bioldgico (Figura AI3]), nos muestra un amplio rango de respuesta que
oscila entre 28,90 y 141,00 g.L=!, correspondientes a la CL; 96 h y la CLgy 24

20 40 60 80 100 120 140
T

T T
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o
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Tabla 4.10: Matriz de valores de
CL, para ClNa, calculados con el

Modelo Biolégico.

Letalidad Tiempo de exposicion (h}
(%) 24 48 72 96
1 249 2848 2848 87
5 289 253 281 280
10 3 30,0 295 293
15 326 307 300 37
50 456 371 343 330
85 78,0 5148 44 1 40,3
90 G4 9 56, 47 4 427

95 1020 632 43,1 47
95 1410 849 B& .2 56,8

Figura 4.13: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a CINa. Parametros toxicoldgicos determinados mediante el Modelo Bioldgico.
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h respectivamente. Ademads, a diferencia del gréafico realizado con el método de los
Probits, en éste se observa que las CL superiores a la CL5y disminuyeron al aumentar
el tiempo de exposicion sugiriendo que, tal como lo propone el Modelo Biolégico,
el efecto toxico es acumulativo. Ademas podemos apreciar que la concentracién de
méaxima letalidad a 24 h de exposicién (CLgg) duplica el valor obtenido con el método
de los Probits. No obstante ésto, las concentraciones de baja letalidad obtenidas con

ambos métodos son similares

Formalina (Figuras 4.14] y 4.15], Tablas 4.11 y 4.12)

Las Figuras [214] y muestran las superficies de respuesta de las ovas de
pejerrey expuestas a la Formalina, determinadas mediante el método de los Probits y
el Modelo Bioldgico respectivamente. Se observa que con ambos métodos se obtienen
superficies de respuesta similares, con valores para CL5y que disminuyen al aumentar
el tiempo de exposicién y oscilan entre 600 y 1200 ul.L=!. Todos los porcentajes de
letalidad, desde el 1 al 99 %, abarcan un rango de respuesta que oscila entre 325,60
pl.L7! (CLy 96 h) y 4469,60 pul.L™! (CLgg 24 h) segin el método de los Probits; y
entre 532,00 y 4590,00 ul.L~! para la (CL; 96 h) y la (CLgg 24 h) respectivamente,

segun el Modelo Bioldgico.

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
o T T T T

‘ L L L ii

‘ Tabla 4.11: Matriz de valores de
~ CL, para Formalina, calculados

con el método de los Probits.

5000

— 4000

';'7 Letalidad Tiempo de exposicidn (h)
% 3000 (%) 24 18 iz 96
S

ézooo 1 3198 3963 402F X6
3 5 4706 8021 4905 4043
o

(&)

=)
S
I=3

10 5782 ©SE9E 5451 4537
15 BE44 B202 5853 4904
50 11956 8855 7905 B814
85 2514 12734 10677 9468
o0 24722 13365 11464 10235
% %0 55 30375 15728 12738 11485
59 MBYE 19925 15521 14258

[N]
S0
Vv

70
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40
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Figura 4.14: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a Formalina. Pardmetros toxicoldgicos determinados mediante el método de los Probits.
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‘ Tabla 4.12: Matriz de valores de
‘ CL, para Formalina, calculados

5000

con el Modelo Biolégico.
4000

?-,, Letalidad Tiempo de exposicion {h}
% 3000 {%) 24 18 72 96
é 2000 1 541 535 533 532
3 5 582 554 545 541
(§ 1000 10 B33 578 561 553
15 586 B04 578 565
22> 50 1160 833 729 675
85 2220 1350 1070 932
90 2570 1520 1180 1020
95 3180 1820 1380 1160
- 50 €0 4 99 4530 2500 1830 1500

Tiempo [h] Letalidad [%]

Figura 4.15: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a a Formalina. Pardametros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Biolégico.

Acido Acético

Acido Acético Glacial (Figuras y 417, Tablas 4.13 y 4.14) En el
caso del Acido Acético, el método de los Probits no permitio el calculo de las con-
centraciones letales correspondientes a las 24 horas de exposicién (Tabla 4.13). Sin
embargo, en la Figura se observa una amplitud de respuesta que abarca desde
130,40 mg.L=* (CL; 96 h) a 863,10 mg.L."!(CLgy 48 h). Ademds observamos un
moderado descenso del valor de CL5y en relacion con el tiempo de exposicion, de
365,20 mg.L~! en 48 horas a 229,70 mg.L~! luego de 96 horas de exposicién.

Segtn los valores de CL obtenidos mediante el Modelo Bioldgico (Tabla 4.10), en
la Figura .17 observamos que el rango de respuesta es mas amplio que el obtenido
mediante el método de los Probits, y abarca un rango de concentraciones de 164,00
mg.L~! (CL; 96 h) a 2820,00 mg.L~! (CLgg 24 h). Ademés se observa que en niveles
de letalidad inferiores a la CLjs, el efecto del tiempo de exposicién sobre las CL es
mas evidente entre las primeras 24 y 48 horas; posteriormente, entre las 48 y 96 horas
la respuesta se mantuvo moderadamente influenciada por el tiempo de exposicion.
En niveles de letalidad superiores a la CLsg, se mantiene esta tendencia, pero las

diferencias entre las concentraciones a 24 y 48 horas se tornan més acentuadas.
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Tabla 4.13: Matriz de valores de
CL, para AcH, calculados con el
3000
método de los Probits.
2500
I; 2000 | Letalidad Tiempo de exposicion {h}
£ %) 2418 712 %
5 1500
g 1 - 1545 1264 1304
§1ooo 5 g 1988 1575 1540
8 00 10 = 274 1FTA 1682
15 - 2430 1925 1785
0. 50 : IkE2  FO3 2297
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; 50 4 5865 4103 3136
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Figura 4.16: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al AcH. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el método de los Probits.
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‘ Tabla 4.14: Matriz de valores de
A CL, para AcH, calculados con el

3000

Modelo Biolégico.
2500
?',, 2000 : Letalidad Tiempo de exposicion {h}
s ) 74 48 72 %
5 1500
£ 1000 1 287 1% 173 164
g 5 3 215 183 17
8 s 10 3| 2 193 178
15 426 248 202 184
s 50 747 360 266 207
85 400 577 3|8 3N
90 1610 B47 428 338
o S0 95 1980 766 494 384
6o 70 99 2520 1040 B46 487
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Figura 4.17: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al AcH. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Bioldgico.

Acido Acético tamponado (Figuras[4.18y 4.19, Tablas 4.15 y 4.17) En los
ensayos realizados con Acido Acético tamponado (AcH+AcNa), el rango de concen-
traciones ensayadas es mas elevado, debido a que se suprime el efecto del descenso
del pH (Tabla [T]). En términos generales el (AcH+AcNa) presenta un rango de
respuesta que se encuentra entre 303,90 mg.L~! (CL; 96 h) y 2516,70 mg.L~! (CLgg



4.3 Resultados

95

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500
T T T T

6000

5000

1
1

-, 4000

3000

2000

Concentracion [mg- L

1000

0>
24

80
60 10

40 50

Tiempo [h] Letalidad [%]

Tabla 4.15: Matriz de valores de
CL, para AcH+AcNa, calculados

con el método de los Probits.

Letalidad Tiempo de exposicion {h}
(%) 24 18 72 96
1 5752 4674 40256 3039
5 7140 5838 S0 3926
10 8012 B573 5629 4500
15 BEE5 7120 G090 4934
50 12032 9935 8492 F2B2
85 16715 14003 11842 10743
90 18065 15169 12811 11785
95 20275 17078 14385 13509
99 25167 21330 17912 17448

Figura 4.18: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a AcH+AcNa. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el método de los Probits.

24 h). Al incrementar el tiempo de exposicién se observa un descenso gradual de

las CL, que es moderado en los porcentajes de letalidad bajos y se incrementa en

valores superiores a la CLjxg.

Con los datos obtenidos mediante el Modelo Bioldgico se observa una superficie

de respuesta que comprende concentraciones entre 353,00 mg.L™! (CL; 96 h) y
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Tabla 4.16: Matriz de valores de
CL, para AcH+AcNa, calculados

con el Modelo Biolégico.

Letalidad Tiempo de exposicidn (h)
(%) 24 18 72 96
1 44 538 536 353
5 586 559 550 545
10 641 586 568 559
15 539 615 587 573
50 1230 878 762 704
85 2430 1470 1160 1000
90 2830 1670 12590 1100
95 3520 2010 15200 1270
99 5130 28310 2040  1BEO

Figura 4.19: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a AcH+AcNa. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Biolégico.
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5130,00 mg.L. =t (CLgg 24 h); este incremento en el rango de concentraciones se debe
a que se incluyen los valores de CL correspondientes a 24 horas. Por debajo de la
CL1g no se observa una influencia muy pronunciada del tiempo sobre la toxicidad;
esta diferencia se acentia en niveles de letalidad superiores al 50 %. Es importante
destacar que los valores de CLsg no difieren de los obtenidos con el método de los
Probits.

Compuestos lodados: Ioduro de Potasio y lodopovidona

Ioduro de Potasio (Figuras [4.201 a [4.23], Tablas 4.17 a 4.20)

En solucién de CINa 0,9 % A pesar de que el método de los Probits no per-
miti6 el calculo de las CL a 96 horas, se observa que los rangos de CL;_g9 obtenidos
con éste método, luego de 72 horas de exposicién (35,90 - 102,60 mg.L~1), son com-
parables con los obtenidos con el Modelo Bioldgico (44,60 - 93,40 mg.L.~1). Los datos
aportados por el método de los Probits nos proporcionan una superficie de respuesta
que comprende un rango que oscila entre 35,90 (CL; 72h) y 233,60 mg.L~! (CLgg
24h); mientras que ésta, segiin el Modelo Biol6gico, resulté entre 43,00 (CL; 96 h)
y 313,00 mg.L ' (CLgg 24 h). En ambos casos los descensos de las concentraciones
son mas pronunciados entre las 24 y 48 horas de exposicién. Debido a que la tasa de
sobrevievncia en en los grupos control fue muy baja se debe considerar que el efecto

letal de esta sustancia no puede ser unicamente atribuido a la misma.

En Agua Dura Reconstituida (ADR) La superficie de respuesta al IK,
(Figuras y B23)) muestra un rango de concentraciones que oscila entre 78,80
- 678,20 mg. ™! (CL; 96 h- CLgy 24 h); y 126,00 - 914,00 mg.L~*(CL; 96 h-CLgg
24 h) para el método de los Probits y el Modelo Bioldégico, respectivamente. En
ambos casos, al incrementar el tiempo de exposicion se observa una clara tendencia
decreciente en las CL, llegando a disminuir hasta aproximadamente en un 30 % de

su valor inicial a 24 horas.
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Tabla 4.17: Matriz de valores de
CL, para IK en CINa 0,9 %, cal-

culados con el método de los Pro-

bits.
Letalidad Tiempo de exposicidn (h)
(%) 24 18 72 96
1 B1.7 07 B9
5 728 580 419
10 796 623 455
15 845 65 .4 48,1
50 1109 802 60,7
g5 15821 985 767
90 1648 1034  B17
95 18|59 1111 g8.0
99 2336 1271 102B

Figura 4.20: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al IK en CINa 0,9 %. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el método de los Probits.
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Tabla 4.18: Matriz de valores de
CL, para IK en CINa 0,9 %, cal-

culados con el Modelo Biolégico.

Letalidad Tiempo de exposicion {h}
(%) 24 18 72 96
1 652 454 44 6 43,0
5 785 4519 460 439
10 813 541 47 2 446
15 863 559 453 453
50 1210  EB3B 555 50,2
85 1840 907 653 59,0
90 2040 976 722 61,7
95 Z3Fp0  1ogo0 78d 66,3
99 3130 1350 934 76,4

Figura 4.21: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al IK en CINa 0,9 %. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Bioldgico.
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k Tabla 4.19: Matriz de valores de
CL, para IK en ADR, calculados
1000 .
con el método de los Probits.
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% 600 (%) 24 18 72 96
8 400 1 1880 1346 1043 788
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Figura 4.22: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al IK en ADR. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el método de los Probits.
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Tabla 4.20: Matriz de valores de
A CL, para IK en ADR, calculados

con el Modelo Bioldgico.

Letalidad Tiempo de exposicion {h}

(%) 24 48 72 96

1 226 153 133 126

5 245 161 138 129

10 264 167 141 131

15 279 173 145 133

50 379 209 165 147

85 556 270 200 170

90 B11 289 210 178

o 90 190 95 704 39 27 189
e 0 99 914 3\ E 215

50
40
20 30
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Figura 4.23: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

al IK en ADR. Pardametros toxicolégicos determinados mediante el Modelo Biolégico.
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Iodopovidona (Figuras a[4.27), Tablas 4.21 a 4.24)

En solucién de ClNa 0,9% La superficie de respuesta a la Iodopovidona
en CINa 0,9% graficada con los valores obtenidos con el método de los Probits
(Figura[4.24)) muestra un descenso en los valores de letalidad proporcional al tiempo
de exposicién, desde 38,20 mg.L.~! (CL; 96 h) hasta 204,20 mg.L=* (CLgg 24 h); se
mantiene una proporcion constante entre los valores CL a 24 y 96 horas de 2:1.

Segun los datos obtenidos con el Modelo Bioldgico la superficie de respuesta a la
Iodopovidona en CINa 0,9 % comprende un rango concentraciones que oscila entre
60,50 mg.L.=! (CL; 96 h) y 260,00 mg.L.~! (CLgg 24 h), en este caso no se observa
la relacion de proporcionalidad entre los valores CL a 24 y 96 horas, el descenso
de la concentracién en funcién del tiempo es gradual en porcentajes de letalidad
inferiores a la CLgy y se hace més pronunciado principalmente entre las 24 y 48
horas de exposicién, en donde el descenso corresponde a un 50 %. Al igual que en
los ensayos realizados con IK en solucién de CINa 0,9 %, en estos observamos una
respuesta semejante; la tasa de sobrevivencia en los grupos control fue muy baja y
debido a esto el efecto letal en los tratamientos no puede ser unicamente atribuido

a la Todopovidona.

50 100 150 200 250 300
T

EE _ . Tabla 4.21: Matriz de valores de
CL, para lIodopovidona en CINa

0,9 %, calculados con el método
de los Probits.
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Figura 4.24: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas
a Todopovidona en ClNa 0,9 %. Pardmetros toxicoldgicos determinados mediante el método de los
Probits.
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Figura 4.25: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96
horas a Iodopovidona en CINa 0,9 %. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el Modelo

Bioldgico.

En Agua Dura Reconstituida (ADR) En este caso el método de los Probits
no nos permitio calcular el perfil de concentraciones letales a 96 horas; sin embargo,
tenemos que la superficie de respuesta (Figurad.26) comprende un rango de concen-
traciones de 173,00 mg.L~!(CL; 72 h) a 771,00 mg.L ! (CLgg 24 h). El descenso de
las CL al aumentar el tiempo de exposicion es mas acentuado en los porcentajes de
letalidad més bajos (CL;- CLy5); por encima de la CLsq las diferencias atribuibles
al tiempo de exposicién se hacen mas notorias hasta que en la CLgg 24 h el valor

disminuye un 50 % con respecto a la CLgg 72 h.

Con los datos aportados por el Modelo Biologico se obtuvo un rango de respuesta
que oscila entre 171,00 mg.L ™' (CL; 96 h) y 1180,00 mg.L ™' (CLgg 24 h), el limite
inferior es similar al obtenido con el método de los Probits, pero el limite superior de
este rango es considerablemente mayor. El descenso de los porcentajes de letalidad
més bajos (CLj_15) es mds acentuado que en el grafico anterior, debido a que las
concentraciones letales obtenidas en 24 horas son mayores a las obtenidas con el
método de los Probits. Desde la CLs5y hasta la CLgg los valores de letalidad entre 24

y 96 horas disminuyen desde aproximadamente un 50 % hasta un 75 %.
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Figura 4.26: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96
horas a Todopovidona en ADR. Pardmetros toxicolégicos determinados mediante el método de los
Probits.
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Figura 4.27: Superficie de respuesta de ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 96 horas

a lodopovidona en ADR. Pardmetros toxicoldgicos determinados mediante el Modelo Biolégico.

4.3.3. Evolucion temporal de las CLj,

Los valores obtenidos para la CLsg con los métodos de Probits, Trimmed Spearman-
Karber y el Modelo Biolégico se muestran respectivamente en las Tablas [1.25]
y La Tabla muestra una comparacion entre los métodos anteriores para
la CLj5y a 96 horas.



Tabla 4.25: Toxicidad aguda comparada, como CLsg, de los diferentes

de exposicion. ND: no determinado.

antifingicos testeados con el método de los Probits a diferentes tiempos

24 h 48 h 72 h 96 h
Tratamientos Lim. Conf. Lim. Conf. Lim. Conf. Lim. Conf.
CLso 95 % CLs5o 95 % CLs5o 95 % CLs5o 95 %
Verde de Malaquita (mg.L~1) ND 3,20 2,70 4,00 1,90 1,70 2,00 1,50 1,40 1,70
Cloruro de Sodio (g.L™!) 36,80 43,00 36,60 36,10 34,50 38,20 35,60 34,00 37,30 33,40 33,40 36,70
Formalina (ul.L~1) 1195,60 898,40 2043,90 888,60 750,90  1026,70 790,50 638,50 928,90 681,40 636,00 723,80
Acido Acético (mg.L~1)
Acido Acético Glacial ND 365,20 327,30 481,20 270,30 219,30 340,10 229,70 214,90 242,30
Acido Acético Tamponado 1203,20 1148,10  1257,60 998,50 937,30  1052,50 849,20 790,30 900,40 728,20 567,40 839,70
Compuestos Iodados (mg.L~1!)
Ioduro de Potasio
En 0,9% CINa 110,90 99,60 110,90 80,20 75,50 84,10 60,70 54,80 65,30 ND
En ADR 357,10 339,80 373,40 234,10 221,90 245,50 168,90 152,10 179,60 129,90 117,30 140,70
Iodopovidona
En 0,9% ClNa 125,70 119,40 131,80 81,60 76,40 86,10 62,00 56,80 66,30 59,90 50,80 65,60
En ADR 420,90 403,20 440,20 300,00 283,70 314,00 244,70 202,90 269,80 ND



Tabla 4.26: Toxicidad aguda comparada, como CLsg, de los diferentes antifiingicos testeados con el Método Trimmed Spearman-Karber

diferentes tiempos de exposicién.

24 h 48 h 72 h 96 h
Tratamientos Lim. Conf. Lim. Conf. Lim. Conf. Lim. Conf.
CL5o 95 % CLso 95 % CLso 95 % CLso 95 %
Verde de Malaquita (mg.L~1) ND 2,90 2,20 3,90 1,80 1,70 2,00 1,50 1,40 1,60
Cloruro de Sodio (g.L~1) 37,60 38,60 36,60 36,70 38,30 35,10 35,80 37,20 34,60 34,80 36,30 33,50
Formalina (ul.L~1) 1233,10 1149,90 1322,40 893,50 846,40 943,30 761,00 719,20 805,30 652,10 613,70 693,10
Acido Acético (mg.L™1)
Acido Acético Glacial ND ND 252,70 233,60 273,50 221,70 207,60 236,80
Acido Acético Tamponado 1207,60 1155,30  1262,20 997,50 954,10  1042,80 848,00 800,90 897,70 710,00 665,10 757,90
Compuestos Iodados (mg.L~1)
Toduro de Potasio
En 0,9 % ClNa 105,60 100,60 110,90 76,60 72,30 81,20 58,80 55,70 62,10 44,50 42,00 47,20
En ADR 352,90 336,50 370,10 229,30 217,30 242,00 166,04 155,70 177,70 124,70 118,40 131,40
Todopovidona
En 0,9 % ClNa 124,00 119,20 129,10 80,00 75,80 84,40 60,40 57,30 63,60 60,70 58,50 63,00
En ADR 423,00 400,40 446,90 294,00 282,50 305,90 227,40 213,40 242,30 169,70 154,80 186,10



Tabla 4.27: Valores de Concentracién Letal media (CLsg) y Desvio Estdndar (DE) para los diferentes antifiingicos calculados con el Modelo

Bioldgico.
Tratamientos 24 h 48 h 72 h 96 h
CLs5o DS CLs5o DS CLs5o DS CLso DS
Verde de Malaquita (mg.L—1) 8,32 + 0,87 3,03 + 0,20 1,87 + 0,09 1,41 + 0,06
Cloruro de Sodio (g.L~1) 45,60 + 2,06 37,10 £ 0,92 34,30 £ 0,60 33,00 £+ 0,49
Formalina (pL.L™1) 1160,00 £+ 53,30 833,0 £ 19,90 729,00 £+ 15,40 678,00 £+ 14,80

Acido Acético (mg.L™1)
Acido Acético Glacial 747,00 + 78,70 360,00 + 19,40 266,00 + 7,59 228,00 + 6,42
Acido Acético Tamponado 1230,00 £ 48,20 878,00 £ 19,90 762,00 £ 16,90 704,00 + 16,60
Compuestos Iodados (mg.L™!)

Ioduro de Potasio

En CINa 0,9 % 121,00 + 4,04 68,60 + 1,48 55,50 + 1,21 50,30 + 1,29

En ADR 379,00 + 9,28 209,00 + 3,38 165,00 &+ 3,46 147,00 &+ 4,03
Iodopovidona

En CINa 0,9 % 127,00 + 3,4 81,50 + 1,28 70,30 + 1,49 66,10 + 1,73

En ADR 460,00 £ 12,40 266,00 + 3,86 218,00 =+ 3,1 198,00 £ 3,46



Tabla 4.28: Resumen comparativo de los valores de CLsg - 96 h, Limites de Confianza y Desvio Estdndar (DE) de los diferentes antifingicos

calculados con los tres métodos.

Meétodo de los Probits Trimmed Spearman Karber Modelo Biolégico
Tratamientos Lim. Conf. Lim. Conf.
CLs5o 95 % CLso 95 % CLs5o DS
Verde de Malaquita (mg.L~1) 1,50 1,40 1,70 1,50 1,40 1,60 1,410 + 0,06
Cloruro de Sodio (g.L™1) 35,00 35,40 36,70 34,80 36,30 33,50 33,00 + 0,49
Formalina (pL.L™1) 681,40 636,00 839,70 652,10 613,70 693,10 678,00 + 14,80
Acido Acético (mg.L1)
Acido Acético Glacial 229,70 214,90 36,70 221,70 207,60 236,80 228,00 + 6,42
Acido Acético Tamponado 728,20 567,40 242,30 710,00 665,10 757,90 704,00 + 16,60
Compuestos Iodados (mg.L~1)
Ioduro de Potasio
En 0,9% ClNa ND 44,50 42,00 47,20 50,30 + 1,29
En ADR 129,90 117,30 723,80 124,70 118,40 131,40 147,00 + 4,03
Iodopovidona
En 0,9% ClNa 59,90 50,80 140,70 60,70 58,50 63,00 66,10 + 1,73

En ADR ND 169,70 154,80 186,10 198,00 + 3,46
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Las Figuras a muestran la evolucién temporal de las CL5y. Las mismas
se registraron a las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicién calculadas con los tres
métodos mencionados. Se aprecia que las CLjg tienden a disminuir a mayor tiempo
de exposicién; la relacién CLjg vs tiempo de exposicién describe una curva de tipo

asintotica.

Verde de Malaquita (Figura [4.28))

Como se observa en la Figura [4.28 los valores de las CLsy obtenidos para el
Verde de Malaquita disminuyen desde 8,32 mg.L™! luego de 24 horas de exposicién
a tan sélo 1,47 mg.L~!, valor promedio obtenido tras 96 horas; también se observa

la proximidad valores obtenidos con los tres métodos antes mencionados.
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Figura 4.28: Evolucién temporal de las CLgg del Verde de Malaquita para ovas de Odontesthes

bonariensis. Las CL5g 24 h no pudieron ser determinadas con el método de los Probits ni el TSK.

Cloruro de Sodio (Figura [4.29])

Como se observa en la Figura [£.29] exceptuando a la CLsg 24 h determinada
segtin el Modelo Biolégico (45,60 g.L.71); los valores de CLs para los otros métodos
se encuentran alrededor de los 37,20 g.L.~! y llamativamente éstos sélo experimentan

un ligero descenso al incrementar el tiempo de exposicién.
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Figura 4.29: Evolucién temporal de las CLsg del CINa para ovas de Odontesthes bonariensis.

Formalina (Figura [4.30])

En la Figura se observa que las CLsg son similares en los tres métodos em-
pleados para su determinacion; en todos los casos hay una tendencia a disminuir los
valores de CL5y desde aproximadamente 1200 pl.L ™! luego de 24 horas de exposicién
hasta alrededor de 670,50 ul.L=! al cabo de 96 horas.

5~ 2500 -
-
= 2000 -
o
Yo} RV
= 1500 - @ Bioldgico
@ m Probit
:5 1000 - O TSK
(&)
g
c 500 -
]
(&)
c
S o-

24 48 72 96

Tiempo (h)

Figura 4.30: Evolucién temporal de las CLsg de la Formalina para ovas de Odontesthes bonariensis.
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Acido Acético

Acido Acético Glacial (Figura@31) La FiguraZ31 muestra claramente como
la CL5o para el AcH estd influenciada por el tiempo de exposicion. A pesar de que
tras 24 horas de exposicion ésta sélo pudo ser determinada con el Modelo Biolégico
y resulté en 747,00 mg.L~!; luego de 48 horas se observa un descenso del 50 %
alcanzando valores préximos a 360,00 mg.L~!; posteriormente las CLs, obtenidas a

72 y 96 horas presentan respuestas similares para los tres métodos, con valor final
promedio de 226,50 mg.L~! para la CLsy 96 h.
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Figura 4.31: Evolucién temporal de las CLgq del Acido Acético Glacial (AcH) para ovas de Odon-
testhes bonariensis. Las CLsg 24 h no pudieron ser determinadas con el método de los Probits ni
con el TSK.

Acido Acético Glacial Tamponado (Figura @32) La evolucién de la CLs
se presenta en la Figura .32} se puede apreciar la similitud de los valores obteni-
dos mediante los tres métodos utilizados. También se observa un descenso gradual
de las CL5y desde aproximadamente 1213,60 mg.L~! hasta 714,10 mg.L.~! valorres

promedio para los tres métodos a las 24 y 96 h de exposicion.
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Figura 4.32: Evolucién temporal de las CLso del Acido Acético Glacial tamponado (AcH+ AcNa)

para ovas de Odontesthes bonariensis.
Compuestos Iodados

Toduro de Potasio IK (Figuras y 4.34)

En solucién de CINa 0,9 % La Figura [£.33]ilustra la evolucién de las CLs,

la que disminuye desde 110,60 mg.L~!, valor promedio obtenido tras 24 horas de
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Figura 4.33: Evolucién temporal de las CLsg del IK en CINa 0,9% para ovas de Odontesthes

bonariensis La CLsg 96 h no pudo ser determinada con el método de los Probits.
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exposicién, hasta 47,40 mg.L~! luego de 96 horas; a pesar de que no se cuenta con
datos de CL5q 96 horas para el método de los Probits, se observa que la CL5q exhibe
una tendencia a disminuir con el incremento del tiempo similar a la observada en

los otros métodos.

En agua dura reconstituida (ADR) Como se observa en la Figura [A.34]
la CLjg 24 h determinada segin el Modelo Bioldgico (379,00 mg.L ™) es mayor que
la obtenida mediante el método de los Probits (357,10 mg.L™!) y el TSK (352,90
mg.L.~1). Al cabo de 48 horas de exposicién estos valores descienden aproximada-
mente un 38 % para finalmente, tras 96 horas de exposicién, alcanzar valores de
147,00; 139,90 y 124,70 mg.L =L, para el Modelo Bioldgico, el Método de los Probits

y TSK respectivamente.
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Figura 4.34: Evolucién temporal de las CLgo del IK en agua dura reconstituida (ADR) para ovas

de Odontesthes bonariensis.

Iodopovidona (Figuras [4.35y [4.30])

En solucién de CINa 0,9 % La Figura ilustra los valores de CLjy para
esta sustancia y en ella se observa un dréstico descenso de la CLsq entre las 24 (125,60
mg.L 1) y las 48 horas (81,30 mg.L™!)), el que es de aproximadamente un 36 %.
Posteriormente se observa una tendencia decreciente menos pronunciada; donde los

valores obtenidos con el Modelo Bioldgico (66,10 mg.L~!) resultaron ligeramente
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Figura 4.35: Evolucién temporal de las CLsg de la Iodopovidona en CINa 0,9% para ovas de

Odontesthes bonariensis.

m4s elevados que los obtenidos mediante el método de los Probits (59,90 mg.L.7!) y

el Trimmed Spearman-Karber (60,70 mg.L ™).

En agua dura reconstituida (ADR) Nuevamente ambas sustancias mostra-

ron una tendencia a disminuir su CL5y de manera mas pronunciada en las primeras
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Figura 4.36: Evolucién temporal de las CL5o de la Iodopovidona en agua dura reconstituida (ADR)
para ovas de Odontesthes bonariensis. La CLsg 96 h no pudo ser determinada con el método de
los Probits.



112 Evaluacién de la toxicidad en ovas de pejerrey

de 48 horas de exposicion. Como podemos observar en la Figura [4.36] el método
de los Probits no permitié calcular el valor de CL5y 96 h; no obstante se observa
que ésta disminuye hasta alcanzar valores de 198,0 y 169,7 mg.L~! para el Mode-
lo Biolégico y el TSK respectivamente. Finalmente, resaltamos que las CLj5y de la

Iodopovidona resultaron ser mayores a las obtenidas con IK.

4.3.4. Andlisis de la pendiente (Tabla [4.29])

Los valores de las pendientes de las curvas dosis-respuesta ajustadas mediante
el método Probit, nos muestran la amplitud de la respuesta letal en la poblacion
de organismos expuesta a los diversos tratamientos antifingicos. La Tabla
muestra la pendiente de las curvas dosis-respuesta, o sensibilidad, de los téxicos
analizados. Segun ésta tenemos que la sensibilidad a determinada sustancia varia
segun el tiempo de exposicion; no obstante, en todos los tiempos de exposicion las
ovas de pejerrey fueron mas sensibles al Verde de Malaquita que a otra sustancia.
Luego de 96 h de exposicion la sensibilidad observada en orden creciente fue la
siguiente: Todopovidona en CINa 0,9% > CINa > IK en ADR > AcH > F > [AcH
+ AcNa] > VM. No habiéndose obtenido valores de pendiente para los ensayos
realizados con Iodopovidona en ADR e IK en CINa 0,9 %, motivo por el cual no

fueron incluidos en la secuencia.
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Tabla 4.29: Valores de las pendientes de las curvas dosis respuesta estimadas mediante el método

Probit, entre paréntesis el error estandar.

Tratamiento 24 h 48 h 72 h 96 h

Verde de Malaquita ND 2,79 4,45 4,27
(0,50) (0,53) (0,49)

Cloruro de Sodio 8,15 9,67 11,31 11,75
(1.83)  (L65)  (193)  (2.06)

Formalina 4,06 6,63 7,94 7,26
(1,04) (1,07) (1,63) (0,74)

Acido Acético

Acido Acético Glacial 0,46 6,23 7,05 9,47
(0.45)  (163) (209  (1.29)

Acido Acético Tamponado 7,26 7,06 7,18 6,13
(0,73) (0,67) (0,66) (0,92)

Compuestos Iodados
Ioduro de Potasio

En 0,9% CINa 8,23 11,65 10,22 ND
0,77)  (1,75) (1,52

En ADR 8,35 9,68 11,23 10,73
(0,86)  (0,92)  (2,14)  (1,50)

Iodopovidona
En 0,9% CINa 11,04 9,20 9,80 12,00
(1,12) (1,18) (1,33) (2,58)
En ADR 8,85 9,59 15,46 ND

(1,03) (0,95  (3,19)
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4.3.5. Tasa de Eclosion

Se determiné la tasa de eclosion 168 horas después de iniciados cada uno de los
ensayos; los valores obtenidos para cada tratamiento se muestran en las Tablas
a Se observa que la respuesta es dosis dependiente, las tasas de eclosién dis-
minuyen al aumentar la concentraciéon. En la mayoria de los casos se observd que
no hubo eclosion en las concentraciones elevadas, a pesar de que en éstas atun se
registrara sobrevivencia al cabo de 96 horas de exposicién. En las concentraciones
intermedias y mas bajas, el porcentaje de sobrevivencia y la tasa de eclosién se

equiparan.

Verde de Malaquita (Tabla [4.30))

En la Tabla se hallan los valores de la tasa de eclosion y el porcentaje de
sobrevivencia para ovas expuestas al VM durante 96 horas. Puede observarse que,
si bien las ovas de pejerrey logran sobrevivir durante 96 horas de exposiciéon a con-
centraciones superiores a 2 mg.L ™! estas concentraciones son incompatibles con la
eclosiéon, debido a que tras la exposicion durante 96 horas al VM ocurre una pérdi-
da de viabilidad que impide superar los estadios embrionarios. A concentraciones
entre 1 y 2 mg.L™!, si bien se registra eclosién, los valores no alcanzan a sus co-
rrespondiente porcentajes de sobrevivencia a 96 horas. También se observa que por
debajo de los 0,75 mg.L ™!, la tasa de eclosién aumenta aproximandose a los valores

de sobrevivencia registrados a 96 horas.

Tabla 4.30: Tasa de eclosién para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 168 h al VM.

Concentracién

1 0 0375 05 0,75 1 15 2 2,5 3 4
mg.L

Sobreviencia

96h (%) 832 80,0 874 722 571 51,7 270 200 6,74 0

Tasa de eclosion

%) 76,67 73,33 60 66,67 43,95 28,13 6,67 0 0 0
(]
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Cloruro de Sodio (Tabla [4.371])

Para el caso del CINa tenemos que, a pesar de que en concentraciones superiores
25 g.L.7! se registraron porcentajes de sobrevivencia relativamente elevados en los
ensayos a 96 horas, a partir de esta concentracion la tasa de eclosion desciende hasta
la nulidad. En concentraciones inferiores a los 20 g.L. ™!, las tasas de eclosién en las
ovas expuestas a 10 y 7,5 g.L™! se incrementan hasta alcanzar a sus respectivos
porcentajes de sobrevivencia (83,30 y 80,00 %), superando inclusive a la obtenida

para grupo Control.

Tabla 4.31: Tasa de eclosiéon para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 168 h al
CINa.

Concentracion

gLt Control 7,5 10 15 20 25 30 35 40

Sobrevivencia

96 h (%) 86,7 80,0 83,3 84,3 77,8 71,7 65,6 46,7 17,5

Tasa de eclosién

(%) 76,67 80 83,33 70,79 65,6 3,33 0 0 0

Formalina (Tabla [4.32])

El porcentaje de eclosion de las ovas expuestas a Formalina se presenta en la
Tabla .32k en ésta puede observar que a concentraciones superiores a 300 mg.L~*
se registra un importante descenso de la tasa de eclosion. Aunque la tasa de eclo-
sién registrada a 150 mg.L ™! no logra alcanzar a su correspondiente porcentaje de

sobrevivencia, ésta supera los valores obtenidos en el grupo Control.

Tabla 4.32: Tasa de eclosiéon para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 168 h a la
Formalina.

Concentracion

WL Control 150 300 400 600 800 1400 1600

Sobrevivencia

96 h (%) 94,4 97,7 90,0 857 615 356 1,1 0

Tasa de eclosion

87,78 91,98 6000 119 326 111 0 0
(%)
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Acido Acético

Acido Acético Glacial (Tabla [4.33]) En concentraciones superiores a 150
mg.L~! no se registré eclosién a pesar de haberse registrado sobrevivencia luego de
96 horas de exposicién. En ovas expuestas a 150 mg.L ! la tasa de eclosién disminuye
un 50 % con respecto a la tasa de sobrevivencia. A concentraciones inferiores a 100
mg.L~! no se vié un efecto adverso sobre la tasa de eclosién, lograndose igualar el
porcentaje de sobrevivencia en las ovas expuestas a 50 y 100 mg.L .

Tabla 4.33: Tasa de eclosiéon para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas durante 168 h al
Acido Acético.

CO”;Z”EEC'O” Control 50 75 100 150 200 250 300 350
Sobrevivencia
96 h (%) 96,7 76,7 95 88,7 88,5 65 33,9 9,8 6.9
Tasa de

- 93,34 76,67 8167 8834 46,88 0 0 0 0
eclosion (%)

Acido Acético Tamponado No se registré eclosién en ninguna de las con-

centraciones de los ensayos realizados con Acido Acético tamponado.

Compuestos Iodados

No se registro eclosion en ninguna de las concentraciones de los ensayos realizados

con loduro de Potasio y Iodopovidona.

4.3.6. Parametros Toxicolégicos Subletales

Con la finalidad de conocer las concentraciones seguras para las ovas de pejerrey;,
es decir que no representen un riesgo durante su utilizacién como agentes quimiote-
rapéuticos, se determinaron las concentraciones a las cuales las sustancias estudiadas
presentan bajos niveles de toxicidad. Entre estos parametros toxicolégicos denomi-
nados subletales tenemos: 1) la concentracion de efecto no observable (NOEC), 2)
La concentracién letal para 10 % de la poblacién expuesta (CLyg), y 3) la concentra-
cién de no efecto (NEC). En la Tabla[4.34] se observan los valores de NOEC, CLyq y
NEC, las CLjg fueron obtenidas con el método de los Probits (CL1oP) y el Modelo
Biol6gico (CLypD).



Tabla 4.34: Valores de Concentraciones subletales NOEC, CLjo, NEC 96h y Limites de Confianza al 95 % y desvio estandar (DS) de los diferentes

antifingicos, calculados con el método de los Probits, Modelo Biolégico, valores en cursiva corresponden a 72 horas.

Probit Modelo Biolégico
Tratamientos NOEC Limites de Limites de
CL1o Confianza 95 % CL1o DS NEC Confianza 95 %
Verde de Malaquita (mg.L~1) 1,50 0,77 0,58 0,93 0,74 0,06 0,51 0,40 0,60
Cloruro de Sodio (g.L™!) 30,00 27,30 23,50 29,50 29,30 0,53 28,70 27,10 29,70
Formalina (pL.L~1) 400,00 453,70 501,90 393,10 553,00 17,30 530,00 486,10 555,90
Acido Acético (mg.L~1)
Acido Acético Glacial 150,00 168,20 143,90 185,10 178,00 9,46 156,60 124,30 178,20
Acido Acético Tamponado < 600,00 450,00 258,70 574,90 559,00 19,10 532,90 481,50 574,60
Compuestos Iodados (mg.L1)
Ioduro de Potasio
En 0,9% ClNa 50,00 45,50 37,20 51,20 44,60 1,41 41,82 39,10 44,90
En ADR 100,00 98,70 82,30 110,50 131,00 4,45 119,60 108,70 127,50
Iodopovidona
En 0,9% ClNa 50,00 46,90 33,90 54,10 61,70 1,91 59,70 62,90 54,80
En ADR 100,00 202,20 139,30 231,00 177,00 3,92 167,20 157,90 175,80

sopejnsey ¢'F

LTT
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Las Figuras[4.37 a[4.48 ilustran las diferencias entre los parametros toxicolégicos

subletales obtenidos con los diferentes métodos de cédlculo.

Verde de Malaquita (Figura E.37))

El valor obtenido para la NOEC supera ampliamente a las CLjy 96 horas, las
que resultaron en 0,77 mg.L~! segiin el método de los Probits y 0,74 mg.L~! con el
Modelo Bioldgico, y la NEC cuyo valor (0,51 mg.L.™!) es atin menor que las CLyg y
aproximadamente 3 veces menor que la NOEC.

Al correlacionar los parametros subletales con la tasa de eclosiéon tenemos que
a concentraciones inferiores a la CLjy, dentro de las que se encuentra la NEC, se

observan porcentajes de eclosion superiores al 60,00 %.

NOEC || 1'50l
c
e ]
Q
©
£ 0,77 l
£ cLoP | ,
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% CL10D 0,74
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S nNec| 0,51 '

0,0 0,5 1,0 15

Concentracién [mg.L

Figura 4.37: Parametros toxicolégicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
al Verde de Malaquita durante 96 horas. NOEC: Concentracién de efecto no observable, CL1g P:
Concentracion letal 10 Probit, CLjo D: Concentracién letal 10 Modelo Biolégico, y NEC: Concen-

tracion de no efecto.

Cloruro de Sodio (Figura [4.38))

En este caso encontramos que los valores todos los parametros toxicolégicos su-

bletales calculados se encuentran dentro un rango de concentraciones relativamente
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Figura 4.38: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 horas al ClNa. NOEC: Concentracién de efecto no observable, CL1g P: Concentracién
letal 10 Probit, CLig D: Concentraciéon letal 10 Modelo Biolégico, y NEC: Concentraciéon de no

efecto.

estrecho (27,25 g.L.7!,(CLyo Probit) a 30,00 g.L.7' (NOEC). Al establecer una re-
laciéon entre las concentraciones subletales y la tasa de eclosion, observamos que
aun en concentraciones subletales la tasa de eclosion se ve afectada negativamente,

alcanzando valores mayores al 60 % en concentraciones inferiores a 20,00 mg.L~1.

Formalina (Figura [4.39])

En el caso de Formalina el valor méds bajo corresponde a la NOEC (400,00
mg.L 1), seguida de la CLyq calculada mediante el método de los Probits (453,70
mg.L.71). Es llamativa la semejanza en los valores para NEC y CLyy obtenidos con
el Modelo Biolégico, siendo de 530,00 y 533,00 mg.L~! respectivamente. A la NOEC
le corresponde una tasa de eclosion del 11,60 %; inicamente en concentraciones in-

feriores a 300 mg.L~! la tasa de eclosién alcanza porcentajes superiores al 60 %.
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Figura 4.39: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 horas a la Formalina. NOEC: Concentracién de efecto no observable, CL1g P: Concen-
tracion letal 10 Probit, CLig D: Concentracién letal 10 Modelo Bioldgico y NEC: Concentracién

de no efecto.
Acido Acético

Acido Acético Glacial (Figura@40) En este caso nuevamente la NOEC (150,0
mg.L~1) resultd ser inferior al resto de los pardmetros toxicoldgicos subletales obte-
nidos. Se observa un valor mayor para las Clyy (178,00 y 168,20 mg.L™1), y el valor
de la NEC (156,60 mg.L™!) se aproxima a la NOEC. Nuevamente se encontré que

en las concentraciones subletales las tasas de eclosion son bajas, resultado inferiores
al 50,00 %.

Acido Acético tamponado (Figura @.47))

Para el Acido Acético tamponado el valor mas elevado corresponde a la CLyg y
la NEC determinadas mediante el Modelo Biolégico, con valores de 559,00 y 532,90
mg.L~!, respectivamente; el valor mds bajo obtenido corresponde a la CLj, calculada
por el método de los Probits (450,00 mg.L~1). Al determinar la NOEC, encontramos
que esta se ubica por debajo de rango de concentraciones ensayadas, siendo menor
a 600 mg.L~!. No se logré establecer una relacién, entre la tasa de eclosién y los
indicadores toxicologicos subletales debido a la ausencia de eclosion en las ovas

expuestas al Acido Acético tamponado.



4.3 Resultados 121

NOEC | 150,0l
c
e}
2 ]
&
£ CL10P | 168,2 '
5]
g ]
a
» CL10D || 178,0))
©
o
S ]
g | 156,6 I
N
2 NEC ;

0 50 100 150 200

Concentracién [mg.L 7]

Figura 4.40: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 horas al Acido Acético. NOEC: Concentracién de efecto no observable, CL1g P: Con-
centracién letal 10 Probit, CLjg D: Concentracion letal 10 Modelo Bioldgico y NEC: Concentracién

de no efecto.
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Figura 4.41: Pardametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
a durante 96 horas al Acido Acético tamponado. NOEC: Concentracién de efecto no observable,
CLjo P: Concentracién letal 10 Probit, CLiy D: Concentracion letal 10 Modelo Biolégic y NEC:

Concentracion de no efecto.
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Compuestos Iodados

Ioduro de Potasio (Figuras [4.42]y [4.43])

En solucién CINa 0,9% En este caso el valor de la NOEC (50,00 mg.L 1)
es levemente superior a los obtenidos con los otros métodos; sin embargo, es nece-
sario considerar que la CLyg del Probit (45,50 mg.L.™!) corresponde a las 72 h de
exposicién, este valor es cercano al obtenido con el Modelo Biolégico 44,60 mg.L~*
y superior a la NEC (41,80 mg.L™!). No se logré establecer relacién, entre la tasa

de eclosion y los indicadores subletales debido a la ausencia de eclosién.
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Figura 4.42: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 h al IK en 0,9 % CINa. NOEC: Concentracién de efecto no observable, CL1o P 72h: Con-
centracién letal 10 Probit, CL1o D: Concentracion letal 10 Modelo Bioldgico y NEC: Concentracién

de no efecto.

En Agua Dura Reconstituida (ADR) La Clj, del Modelo Bioldgico re-
sulté ser valor mas elevado (131,00 mg.L ™), seguido de la NEC 119,60 mg.L ™!, y
la NOEC que fue de 100,00 mg.L™!; este valor es cercano a la CL;y calculada por
el Probit (98,70 mg.L.™!). No se logré establecer una relacién entre los indicadores

subletales y la tasa de eclosién debido a la ausencia de esta tltima.
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Figura 4.43: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 h al IK en agua dura reconstituida. NOEC: Concentracién de efecto no observable,
CL19 P: Concentracion letal 10 Probit, CLyy D: Concentracién letal 10 Modelo Biolégico y NEC:

Concentracion de no efecto.

Iodopovidona (Figuras 444y [4.45])

En solucién de CINa 0,9% El valor de NOEC para Iodopovidona coinci-
de con el obtenido para Ioduro de Potasio. Sin embargo, en los otros parametros
se observa que la CL1o(61,70 mg.L™!) y la NEC (59,70 mg.L~! ) son mayores a
obtenidas en Ioduro de Potasio. La relacion, entre la tasa de eclosién y los indica-
dores subletales no pudo ser determinada debido a la ausencia de eclosién en los

tratamientos.

En Agua Dura Reconstituida (ADR) El método de los Probits no per-
mitié determinar la CLjg 96 h; sin embargo, encontramos que la CLyg 72h (202,20

mg.L.~1) supera los valores obtenidos para la CLjy del Modelo Biolégico (177,00
mg.L.71), la NEC (167,20 mg.L~!), y la NOEC (100,00 mg.L1).
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Figura 4.44: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96 h a la Iodopovidona en 0,9% ClNa. NOEC: Concentracién de efecto no observable,
CLjo P: Concentracién letal 10 Probit, CLig D: Concentracion letal 10 Modelo Bioldgico y NEC:

Concentraron de no efecto.
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Figura 4.45: Parametros toxicoldgicos subletales para ovas de Odontesthes bonariensis expuestas
durante 96h a la Todopovidona en agua dura reconstituida. NOEC: Concentracién de efecto no
observable, CL1g P 72h: Concentracién letal 10 Probit, CL;g D: Concentracién letal 10 Modelo

Biolégico y NEC: Concentracién de no efecto.
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4.4. Discusion

4.4.1. Verde de Malaquita

El Verde de Malaquita (VM) es una tincién orgénica sintética que, como el cristal
violeta, pertenece al grupo de los colorantes trifenilmetano (Au et al., 1978; Culp
& Beland, 1996). Existen dos formas de VM, una coloreada, i6nica e hidrosoluble;
y otra, el carbinol, incolora y liposoluble. En medio acuoso el equilibrio entre sus
dos formas esta gobernado principalmente por el pH de la solucién. La constante de
ionizacién (PK) del VM es 6,90; por lo tanto a pH 4 este se encuentra totalmente
ionizado, al aumentar el pH el VM se combina covalentemente con aniones hidroxilos
hasta llegar a pH 10, donde se encuentra integramente como carbinol. De las dos
formas quimicas del VM, tinicamente los aniones coloreados tienen actividad antimi-
crobiana; la forma no coloreada es la que permite el paso a través de las membranas
bioldgicas.

Desde 1930 el VM ha sido utilizado en acuicultura como agente antimicrobiano,
antifingico, y antiparasitario (Treves & Brown, 2000; Srivastava et al., 2004). Su
poderosa actividad antimicrobiana es atribuida a su interaccion con membranas
celulares, la inhibiciéon de enzimas intracelulares, y su actividad como sustancia
intercalante (Elferink & Booij, 1975; Gouranchat, 2000). Su aplicacién se realiza
basicamente en dos modalidades: bafios de inmersién (semejantes a exposiciones
estaticas) o tratamientos a flujo constante. Si bien se trata de tratamientos tépicos,
es importante considerar que durante la aplicacién topica de productos terapéuticos
éstos pueden ser absorbidos y producir efectos sistémicos deletéreos.

La toxicidad del VM, en el medio ambiente acudtico, puede verse influenciada por
los parametros fisicoquimicos del entorno como la temperatura, el pH y la dureza del
agua, y la presencia en el agua de sustancias himicas, compuestos organicos e iones
como el Calcio (Alderman, 1985; Meinelt et al., 2003; Mitrowska & Posyniak, 2005).
Bills et al. (1977a), realizaron ensayos para determinar la toxicidad aguda del VM
en trucha arco iris y bagre de canal, encontrando que en exposiciones a corto plazo
(3 - 6 horas), la toxicidad aguda aumenté significativamente en las temperaturas
més altas; mientras que en periodos de exposicién prolongados (96 horas), el efecto
de la temperatura desaparecio; en estos experimentos el pH y la dureza del agua no

tuvieron influencia significativa sobre la toxicidad aguda del VM.
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El Verde de Malaquita es toxico para los peces, especialmente para las larvas
pequenas (FAO, 2009). Los efectos téxicos de esta sustancia han sido estudiados por
diversos autores, en distintas especies y condiciones (Alderman, 1985; Gouranchat,
2000; Srivastava et al., 2004; Sudova et al., 2007). Los sintomas clinicos tipicos de
la intoxicacion aguda por VM en peces incluyen: inquietud, movimientos descoor-
dinados, boqueo; seguidos de: pérdida del equilibrio, apatia, agonia y finalmente la
muerte (Sudova et al., 2007). El cuadro anatomopatolégico acompanante se carac-
teriza por la adquisiciéon de un tono verdoso en la piel, tejido muscular y érganos
internos, y el aumento de la produccién de mucus en piel y branquias donde ademas
se observa edema, decoloracion y dilatacién de los vasos sanguineos (Machova et al.,
2001).

Ademas de su elevada toxicidad aguda, el VM puede ser la causa de una serie de
efectos secundarios en los peces expuestos, la frecuencia y gravedad de estos cam-
bios se incrementa con el niimero de exposiciones. Debido a que los peces captan los
compuestos hidrofébicos, por difusion pasiva a través del epitelio vascularizado bran-
quial, éste resulta ser el principal lugar de captacién del VM en solucién, y también
su principal 6rgano blanco (Gobas et al., 1986; Alderman & Clifton-Hadley, 1993).
Entre las principales alteraciones observadas en las branquias podemos mencionar:
separacion de las células del epitelio lamelar, infiltracién leucocitaria, hipertréfia,
alteraciones distréficas moderadas y necrosis (Gerundo et al., 1991; Svobodova &
Vykusova, 1997; Srivastava et al., 1998; Treves & Brown, 2000). Ademas, los efectos
del VM a nivel hepatico descritos por Treves & Brown (2000) fueron: degeneracion de
los hepatocitos y una eventual desorientacion de la lamina hepética, éstasis vascular
seguida de necrosis coagulativa perivascular y peribiliar; Zhan & Braunbeck (1995)
también observaron efectos citotoxicos en hepatocitos de trucha arco iris expuesta a
concentraciones subletales de VM. El efecto del VM sobre las células sanguineas de
salménidos ha sido extensamente documentado (Treves & Brown, 2000). La leuco-
penia fue la respuesta més frecuentemente observada tras las exposicion al VM en
diversas especies de peces; entre ellos podemos mencionar los hallazgos de Glagoleva
& Malikova (1968) en Salmo salar; Bills & Hunn (1976) en salmén coho (Oncorhyn-
chus kisutch). Saglan et al. (2003), ademds observaron una depleccién en el recuento
de eritrocitos en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), mientras que otros auto-

res observaron una reduccion del valor absoluto y relativo de monoctitos en carpa
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comun (Svobodova & Vykusova, 1997). Treves & Brown (2000), mencionan que el
VM exhibe un efecto inmunosupresor, determinado principalmente por una marcada
linfopenia en el salmén del Atlantico. Otros parametros sanguineos afectados fueron
los indices hematimétricos; Svobodova & Vykusova (1997) observaron una dismi-
nucién del hematocrito, el volumen eritrocitario, y un aumento de la concentracion
de hemoglobina corpuscular media, reportada también por Saglan et al. (2003) en
trucha arco iris. Finalmente., tanto Srivatava et al. (1995) en Heteropneusted fosilis,
como Svobodova & Vykusova (1997) en carpa comun, observaron la disminucién de
la concentracién de proteinas totales plasmaticas; la que puede estar relacionada con
el efecto hepatotdxico del VM.

Los efectos genotdxicos y las propiedades carcinogénicas de esta sustancia fue-
ron revisadas por Gouranchat (2000). De la estructura molecular bésica del VM
podemos inferir que esta sustancia tendria efectos carcinogénicos similares a otros
colorantes como el cristal violeta, debido a su alto grado de afinidad por el mate-
rial genético (ADN) con el cual es capaz de integrarse alterando sus funciones y
estructura, lo que le confiere propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Morin &
Boucher, 2005). Al respecto Srivatava et al. (2004), mencionan una serie de estudios
realizados en trucha arco iris hace mas de 40 anos en los que se reporta, ademas de la
reduccion de la fecundidad, la ocurrencia de mutagénesis, fracturas cromosémicas,
efectos teratogénicos y carcinogénesis tras la expoisiciéon al VM; pero a luz de los
conocimientos actuales se desconoce con precision la existencia o la magnitud los
efectos carcinogénicos y teratogénicos en peces. Mds recientemente Meyer & Jorgen-
son (1983), establecieron que los niveles de anormalidades observadas en ejemplares
de trucha arco iris expuestas repetidas veces a concentraciones de 1 mg.L=! de VM
por periodos de una hora durante su desarrollo embrionario, estuvieron directamente
relacionados con las dosis suministradas. Worle (1995) también reporté la ocurrencia

de aberraciones cromosémicas en ovas de peces de agua dulce tratados con VM.

Otro aspecto importante de la toxicidad del VM es su acumulacion en los tejidos,
ya que esta sustancia luego de ser metabolizada en el pez da origen al Verde de
Leucomalaquita (VLM) y otros productos de degradacién atin no identificados. La
tasa de acumulacion de VM como VLM en el pez dependera de su contenido de grasa,
puesto que se acumula en el tejido graso donde alcanza concentraciones mucho mas

elevadas que las dosis suministradas de VM, esto ultimo debido a que su tasa de
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eliminacién es mas lenta que su vida media (FAO, 2009; Culp et al., 1999).

Las ovas tratadas con VM también pueden ser capaces de acumular VM hasta
estadios posteriores a la eclosién. Allen (1990) demostré que luego de exponer a
hembras gravidas de Oncorhynchus tshawytscha a 1 ppm de VM, éste se acumula
en ovas y persiste aun hasta el estadio larval. Estudios farmacocinéticos recientes,
realizados por Alderman & Clifton-Hadley (1993) en trucha arco iris expuestas du-
rante 40 minutos a una concentracién de 1,6 mg.L~!, revelaron que la captacién del
VM fue menor a bajas temperaturas (8°C) que a 16°C, encontrandose concentra-
ciones mas elevadas en rinén, higado, suero y musculo. Law (1994) demostré una
rapida absorcién del VM en alevines de trucha arco iris expuestos a 2 ppm duran-
te una hora, encontrando que la concentraciéon de VM en el homogenato del pez
entero decrecié con el tiempo, mientras que el VLM se incrementd luego de las 24
horas de exposicién y se mantuvo estable por los siguientes siete dias. Resultados
similares fueron descritos por Plakas et al. (1996), quienes estudiaron la farmaco-
cinética y el metabolismo del VM en bagre de canal (Ictalurus punctatus) luego de
suministrale una dosis de 0,8 mg.L.~! via intravascular y en solucién acuosa mediante
banos de inmersién, encontrando que el VM y el VLM se distribuyeron ampliamente
concentrandose principalmente en el tejido adiposo y tejidos excretores, y en me-
nor proporcion en el musculo y plasma. Las concentraciones totales de residuos de
VM encontradas todos los tejidos, superaron la concentracion inicial del bano de
inmersién.

Aunque no existen estudios de absorcién y distribucién del VM en humanos,
diversos autores han realizado estudios de carcinogenicidad en modelo murino. Los
resultados que obtuvieron no permiten descartar la posibilidad de que el LMG induz-
ca la formacién de adenomas hepatocelulares en mamiferos. En base a esta evidencia
el Expert Commitee on Food Activities (JECFA) de la World Health Organization
consideré inapropiado establecer una ingesta diaria admisible (ADI) para dicha sus-
tancia; por lo tanto, el uso de MG para los animales destinados a la alimentacion

humana no puede ser respaldado (FAO, 2009).

Debido al potencial riesgo que implica el consumo de peces contaminados con
VM, desde Enero del 2000 la Resolucién (EEC) N° 2377/90 del Consejo de la Unién
Europea, impuso una estricta prohibicion sobre el uso del VM en peces destinados

a la alimentacién, sin restriccion de su estadio de desarrollo. Posteriormente en
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2002, se aprob6 el decreto N° 2002/657/CE, en el que se establecen los métodos
analiticos para la determinacion de las sustancias no aceptadas o prohibidas, ademas
se establecié que la concentracion admisible de VM en especies de consumo humano

seria de 2 pg/kg.

La implementacion de un programa de monitoreo de residuos de VM en peces,
realizado a través de muestreos al azar de peces de tallas comerciales, obtenidos
de criaderos de la Republica Checa, puso en evidencia el hecho de que los peces
muestreados estuvieron expuestos ilegal o accidentalmente al VM. Una situacion
similar ocurrié en otros paises de la Unién Europea, tal como lo describen Mitrowska
& Posyniak (2005), quienes revelaron el hallazgo de concentraciones de VM que
superan los limites permitidos (2 ug/kg) en muestras de peces obtenidas en el 2002,
provenientes de Irlanda, Francia, Austria y Reino Unido. En el 2003, el ntimero de
resultados positivos se redujo y la mayor parte de ellos provinieron del Reino Unido,
Francia, Irlanda y Austria. Aunque en Estados Unidos el uso del VM en acuicultura
fue explicitamente prohibido por la Food and Drug Administration, en este pais no
se encuentra implementado un sistema de monitoreo de residuos de VM o VLM en
peces destinados a consumo humano, razén por la cual no se dispone de informacién

sobre la presencia de estos residuos en peces (Culp & Beland, 1996).

La tasa de sobrevivencia en las ovas expuestas al VM presentada en la Figura [4.1]
nos indica que, luego de 96 horas de exposicién se alcanzan porcentajes medios de
sobrevivencia (PMS) a una concentracién de 1,5 mg.L~!; inicamente en concentra-
ciones inferiores a los 0,5 mg.L~! se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia seme-
jantes a los del grupo Control. Meyer & Jorgenson (1983), observaron que se produce
un marcado descenso en la supervivencia de los embriones de trucha arco iris luego
de 38 h de exposicién a altas dosis de VM. Wright (1976) observé que al duplicar
la concentracion de VM, la tasa mortalidad de las ovas y larvas de Micropterus sal-
moides aumenta mas de 20 veces. En nuestros ensayos el aumento de la mortalidad
no resulté ser tan dréstico, fue de un 12,60 % al duplicar la concentracion de 0,25
a 0,5 mg.L~!, y de esta tltima concentracién a 1 mg.L~! la mortalidad resulté en
42,90 %; finalmente al duplicar la concentracién de 1 a 2 mg.L=! el aumento fue del
73,00 %.

Los valores de la CLj-96h calculada con los distintos métodos (Tabla 28], re-

sultaron ser semejantes para Probit y TSK (1,50 mg.L™'); y ligeramente inferiores
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(1,41 mg.L7!) segin el Modelo Biolégico. Esta pequena diferencia no resulta sig-
nificativa ya que el valor obtenido con el Modelo Biolégico se encuentra dentro de
los Limites de Confianza al 95 % de los otros métodos, ademds cabe senalar que los
valores de CLjg obtenidos se correlacionan con el PMS. La superficie de respuesta
para VM, diagramada con los datos obtenidos utilizando el Modelo Bioldgico (Fi-
gura [A.TT]) nos permite observar una repuesta mucho mas amplia, ya que el método
de los Probits no permitié la obtencién de las CLgo luego de 24 horas de exposicion
(Figura A.10).

A pesar de que diversos autores han evaluado la toxicidad aguda del VM para
una gran variedad de peces, no todos han tomando como pardametro la CLsg, ni
tampoco condiciones estandarizadas de ensayo; por esto las comparaciones entre
resultados obtenidos en otros estudios debe ser considerados a modo referencial. En
el Apéndice [C] se presenta una Tabla que contiene informacion adicional extraida
de la base de datos sobre pesticidas de la Pesticide Action Network (PAN), que
condensa informacion proporcionada por investigadores que evaluaron la CLgy de

VM para diversas especies de peces.

La CLjg - 96h calculadas con el Probit y el Modelo Biolégico resultaron en 0,77 y
0,74 mg.L~! respectivamente, mientras que la NEC (0,51 mg.L ™) resulté ser menor
que las CL1¢-96 h y la NOEC (1,50 mg.L~!) superé incluso a la CL5q. Esto se debe,
como explicamos anteriormente, a que el calculo de la NOEC se basa en un test
de hipdtesis que determina la existencia de diferencias estadisticamente significati-
vas entre los tratamientos y el grupo Control. En este caso el valor de la NOEC
es cercano a de la CLjy debido el porcentaje de sobrevivencia del grupo Control es
semejante al de las ovas expuestas a bajas concentraciones de VM. Si establecemos
una relacién entre la CLjy/NEC obtendremos un valor indicativo del margen de se-
guridad de cualquier sustancia; donde valores cercanos a 1 indican escasos margenes
de seguridad. Esto quiere decir que en el caso de utilizar esta sustancia se deberéan
extremar las precauciones al momento de la dosificacion, ya que pequenos errores
podran conducir a un importante aumento de la mortalidad. Para el VM el coe-
ficiente CL5o/NEC (1,41/0,51) resulté en 2,76; por lo que tenemos un margen de
seguridad aceptable para esta sustancia. Finalmente se obtuvieron tasas de eclosion
6ptimas en las ovas expuestas a concentraciones inferiores a los 0,75 mg.L™!; estos

resultados se correlacionan con los valores de CLyy y NEC.
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4.4.2. Cloruro de Sodio

El Cloruro de Sodio es un compuesto iénico formado por un catiéon Sodio (Na™)
y un anién Cloruro (Cl7). Es sélido, incoloro, estable, hidrosoluble e higroscépico, es
obtenido de minas donde se forma por precipitacion de sales dando origen a su forma
cristalizada o halita, o mediante la evaporacion del agua de mar u otros cuerpos de
agua con elevada salinidad.

En la naturaleza, la salinidad es uno de los factores determinantes de la distri-
bucién de los organismos ya que la capacidad osmorregulatoria, especifica de cada
especie, determinard su tolerancia a la salinidad (Holliday, 1969; Swanson, 1998).
De las especies encontradas en cuerpos de agua de la Argentina con elevadas sa-
linidades, tenemos ocupando el primer lugar a Jenynsia multidentata, seguida de
O. bonariensis y Australoheros-Cichlasoma facetum (Gémez & Ferriz, 1998). Por
ende, el pejerrey es una especie eurihalina, tal como lo mencionan Mancini & Gros-
man (2009) en una detallada caracterizaciéon de los ambientes naturales en los que
comunmente es capturado. Los cuerpos de agua en los que O. bonariensis suele ser
capturado presentan por lo general un contenido de sales con intervalos amplios y
heterogéneos, cuyas variaciones se deben principalmente a: condiciones climéaticas,
disminucién de la circulacion, intercambio escaso con aguas adyacentes y concentra-
cién por disminucion del volumen de agua. El contenido de sales en estas lagunas
es variable y presenta grandes oscilaciones encontrandose ambientes que pueden ser
oligohalinos (0,5 a 5 g.L.™!); hasta hipersalinos con contenidos de sales superiores a
los 40 g.L 7!,

A su vez, en un mismo cuerpo de agua se pueden experimentar variaciones esta-
cionales en el contenido de sales disueltas. Mancini & Grosman (2009) recopilaron
los valores medios de salinidad registrados en lagunas habitadas por el pejerrey;
asi tenemos que la salinidad media de Cochicé fue de 5,7 g. L™!, en la laguna Del
Venado 8,8 g.L.7!, en La Salada de Pehuajé 8,4 g.L 7!, en el complejo La Brava - La
Salada 7,2 g.L.!, en Los Charos 10,4 g.LL=! y en Chasicé, que a principios del siglo
pasado superaba los 100 g.L 7!, en la actualidad se alcanzan salinidades de 16,5 a 26
g.L7!, hecho que posibilité la invasién y establecimiento del pejerrey (Remes-Lenicov
et al., 2004).

El Cloruro de Sodio es una sustancia ampliamente utilizada en la acuicultura,

ademas de ser un producto econémico, de facil acceso y seguro, posee un amplio
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espectro de acciones terapéuticas, que incluye: el control de enfermedades parasita-
rias, bacterianas y fungicas, la regulacion del estrés osmético, la disminucién de la
metahemoglobinemia; también actia mitigando la toxicidad del Amonio o Nitrito
en sistemas de cultivo y de la lluvia acida en lagos, promueve la absorcion de otras
sustancias mediante infiltracion hiperosmotica, potencia la accién antiparasitaria de
la Formalina y mitiga sus efectos colaterales (Francis-Floyd, 1995; Noga, 1999; Tre-
ves & Brown, 2000). El Cloruro de Sodio no ejerce una accién farmacolégica sobre el
pez; actia elevando la presion osmoética del medio; al reducir el gradiente osmético
entre el agua y el pez se reduce el flujo de agua hacia el pez, por lo tanto limita la
absorcién de compuestos hidrosolubles como el Amonio, Nitrito y Formalina presen-
tes en el medio. Las concentraciones del Cloruro de Sodio dependeran del uso al que
esté destinado, la duracion de la exposicion y de la tolerancia de la especie a tratar
(Francis-Floyd, 1995), por lo que su eficacia en el tratamiento de las parasitosis o
micosis externas dependera de la tolerancia de los peces al aumento de la presion

osmotica extrema.

Existen diversas formas de incrementar la salinidad del agua, una de ellas es
mediante el agregado de CINa puro; este procedimiento resulta antieconémico debido
a que para elevar la salinidad niveles requeridos para tratamiento, son necesarias
grandes cantidades de CINa. También se puede emplear sal en su estado natural, la
que puede contener impurezas pero éstas raramente alcanzan niveles toxicos para los
peces. Otra forma de aumentar la salinidad es mediante el agregado de sal marina
o la diluciéon de agua de mar; en este caso es importante considerar que si bien el
agua de mar estd compuesta predominante por Cloruro de Sodio, contiene también
otras sales, lo que dificulta la determinacién de las concentraciones finales de CINa
de manera precisa, puesto que la conductividad no podréa ser usada como un fiel
reflejo de la concentracion de ClNa. Finalmente, es recomendable evitar el uso de sal
para consumo humano ya que ésta suele ser suplementada con diversos compuestos
que son téxicos para los peces en las concentraciones en las que habitualmente se
encuentra en la sal de consumo humano. El mas importante de éstos es el Ioduro
de Sodio, aditivo de valor nutricional para los seres humanos (Treves & Brown,
2000); también el Ferrocianuro de Sodio, este es un agente antiapelmazante que al
ser expuesto a la luz solar forma Acido Cianhidrico, altamente téxico para los peces
(Noga, 1999).
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En la Figura se presenta la tasa de sobrevivencia de las ovas expuestas a
CINa; los PMS luego de 96 horas de exposicién se ubican préximos a los 35 g.L 71,
concentracion comparable con la salinidad del agua de mar. Estos resultados nos
indican que el alto grado de tolerancia del pejerrey a la salinidad esta presente des-
de etapas tempranas de su desarrollo. Al respecto Holliday (1969) menciona que
la respuesta a la salinidad durante la etapa mas susceptible del desarrollo determi-
nard la supervivencia de los embriones hasta la eclosién. Diversos autores coinciden
en senalar como las etapas mas susceptibles del desarrollo embrionario a la gastrula-
ci6én y la eclosién (Battle, 1930; Mc Mynn & Hoar, 1953; Holliday, 1963; Alderice &
Forrester, 1968; Holliday, 1969; May, 1975). Los efectos del Cloruro de Sodio durante
la gastrulacién de O. bonariensis no pudieron ser observados debido a que nuestros
experimentos fueron realizados con embriones en organogénesis, pero si se pudo co-
rroborar que la eclosién es un suceso muy sensible al aumento de la salinidad en el
entorno. Sin embargo, Sampaio (1992) obtuvo una alta tasa de mortalidad durante
la gastrulacién de O. argentiniensis al exponerlo a una salinidad de 5 g.L.~!. Como se
mencioné anteriormente el pejerrey Odontesthes bonariensis a demostrado ser capaz
de habitar ambientes naturales con elevadas concentraciones salinas. Gémez et al.
(2007) y Mancini & Grosman (2009), sostienen que el pejerrey ante determinadas
condiciones de adaptacion previa, es capaz de tolerar salinidades superiores a la del

agua de mar.

Por otro lado, en los ensayos realizados se alcanzaron valores de sobreviven-
cia muy cercanos a los del grupo Control (86,70 %) en concentraciones de hasta
15 g.L7!. Estos hallazgos se relacionan con la tolerancia del pejerrey observada en
ambientes naturales con salinidades promedio cercanas a los 10 g.L~!. Hallazgos
similares fueron reportados por Sampaio & Pholnor (1996) en O. humensis, quienes
ademds recomiendan el uso de agua salobre (5 al 10 g.LL™!) luego del primer dia post
fecundacion hasta que se haya completado la absorcién del saco vitelino. Phonlor
& Sampaio (1992) estudiaron el efecto de la salinidad a niveles entre 5 - 35 °/yg
sobre la sobrevivencia y el crecimiento de O. argentiniesis, encontrando porcentajes
de sobrevivencia promedio en los tratamientos del 96 %, y una mortalidad del 100 %
en las larvas expuestas a agua corriente; ademds encontraron que el incremento de
la salinidad, entre los distintos tratamientos, no tuvo un efecto significativo sobre

el crecimiento. Finalmente concluyeron que la salinidad no es un factor limitante
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para el crecimiento y desarrollo de esta especie. Otros Atherinidos muestran alguna
preferencia por la salinidad; tal es el caso de Menidia beryllina, que exhibe porcen-
tajes de sobrevivencia y crecimiento éptimos en 15 ©/g, mientras que en Menida

peninsulae, éstos se observaron hasta en 30 °/qy (Phonlor & Sampaio, 1992).

Algunos autores mencionan que el incremento de la salinidad puede inhibir el
curso normal de procesos importantes en el desarrollo embrionario, tales como el
endurecimiento del corion, en Oncorhynchus sp., y la formacién de espacio perivi-
telino, realizada por imbibicion de agua a través del corion, en algunas especies de
agua dulce. También es capaz de provocar la disminucion de la flotabilidad y del
tamano de las ovas y del saco vitelino (Shi et al., 2008). La severidad de estos efectos
es modulada por la capacidad osmorregulatoria de cada especie. Asi por ejemplo,
las ovas de Pleuronectes platessa adquieren capacidad osmorregulatoria inmediata-
mente después de la fertilizacion; en cambio en Clupea arengus esta capacidad se
observa después del cierre del blastoporo. Weisbart (1968) encontré que la capacidad
de osmorregulacion en la etapa embrionaria en O. gorbuscha y O. keta fue mayor
que para O. kisuth, O. tshawytscha y O. nerka, otorgandoles una mayor capacidad

de supervivencia en aguas marinas.

Los valores de CL50-96h calculados con los distintos métodos (Tabla 28]), pre-
sentados en orden creciente resultaron en: 33,00 g.L™! segtin el Modelo Biolégico,
34,80 g.L™! con el test no paramétrico de TSK y 35,00 g.L™! con el método de los
Probits; a pesar de que todos estos valores exhiben pequenas diferencias entre si,
todos se encontraron dentro de los limites de Confianza del 95 % y/o desvi6 estandar
respectivos. Ademds cabe senalar que los porcentajes medios de sobrevivencia (PMS)
se encuentran ligeramente por encima de las CLj, obtenidas. Estos hallazgos se co-
rrelacionan con los obtenidos por Gémez & Ferriz (2001), quienes establecieron la
CL50-96h de pejerrey en 32,80 g.L 7.

Si bien, el CINa ha sido considerado por la US EPA como una sustancia que
no exhibe toxicidad aguda en peces, diversos autores han determinado parametros
toxicoldgicos para este compuesto en varias especies de peces. La base de datos de la
PAN brinda un listado de CL5y de CINa para diversas especies de peces, el que puede
consultarse en el Apéndice[Cl Esta informacién disponible s6lo puede ser utilizada de
modo referencial ya que no se trata de especies filogenéticamente emparentadas con

el pejerrey y ademas los ensayos no necesariamente fueron realizados en condiciones
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semejantes a las presentadas en este trabajo.

En las Figuras y podemos observar que existen diferencias entre la su-
perficie de respuesta obtenida con los datos obtenidos con el método de los Probits
(Figura[12) y el Modelo Biolégico (Figura[X13). Estas diferencias se deben princi-
palmente a que en este ultimo se alcanzan valores de letalidad mas altos al cabo de
24h que en el Probit. Pero en términos generales en ambos casos se observa que el
efecto de tiempo de exposicion es mas notorio en porcentajes de letalidad superiores
al 50 %.

Los efectos adversos de CINa pueden verse influenciados tanto por las condiciones
fisico-quimicas del agua (pH, temperatura, dureza, etc.) asicomo por el estadio de
desarrollo de los organismos expuestos y su capacidad osmorregulatoria (Kane et
al., 1990; Grizzle & Mauldin, 1995). A pesar de las cualidades beneficiosas que
provee la adicion de ClNa al agua durante el transporte y cosecha de peces de agua
dulce, algunas especies pueden verse severamente afectadas por el aumento de la
cantidad de Na' en su entorno, hecho que ocurre en aguas con poco contendido
de sales disueltas. Tal es asi que, una concentracién de 5 g CINa.L™!, inofensiva
para larvas de la lubina estriada (Morone sazxatilis), puede ser letal para juveniles
en agua blanda con un contenido de CaCOjz de 30 mg.L~! (Grizzle & Mauldin,
1994). Una situacién similar fue observada en otras especies como Sciaenops ocellatus
(Wurts & Stickney, 1989) y el bagre de canal, Ictalurus punctatus (Criswell, 1978). El
incremento de la dureza y la concentracién de Ca*? también disminuyen la toxicidad
de los metales pesados (Miller & Mackay, 1980; Sprague, 1985) y del amonio ionizado
(Weirich et al., 1993). Carriquiriborde (2005) encontré que la dureza del agua tuvo
un efecto significativo sobre la toxicidad del Cadmio II, en juveniles de pejerrey O.
bonariensis, observando que al reducir 8,13 veces la dureza del agua (255 a 31,4 mg
CaCO3.L™!) se produjo una disminucién de similares proporciones (8,14 veces) en los
valores de CL5-96h. Si bien se desconoce hasta que punto la dureza del agua tiene
algun efecto sobre la sobrevivencia del pejerrey al ser expuesto a elevados niveles de
salinidad; en los ensayos realizados se utilizé agua dura reconsitutuida (120-160 mg
CaCO3.L™1). El tenor de Ca™ como carbonato del agua utilizada para los ensayos
supera los valores recomendados por Grizzle & Mauldin (1994) (100 mgCa*™.L~1)
como cantidad minima de calcio requerida para mitigar la toxicidad del CINa en

juveniles de Morone saxatilis.
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Se desconoce la naturaleza de los cambios fisiolégicos que llevan a la muerte,
tanto de M. sazatilis como de otras especies de agua dulce, al ser sometidas al
incremento de la concentracién de CINa en aguas con bajos concentraciones de
Ca*2. Sin embargo, se ha observado que los peces afectados sufren convulsiones y
mueren con la boca y el opérculo totalmente abiertos (Grizzle & Mauldin 1994).
El incremento de la toxicidad del ClNa en ambientes con bajas concentraciones de
Ca*? podria estar relacionado con el aumento de la permeabilidad de las branquias
al Nat, HT y Cl~. Grizzle & Mauldin (1995) sugieren la existencia de una respuesta
fisiologica diferente entre las larvas con saco vitelino y los juveniles mas viejos, ante el
incremento de Na*2. De hecho, es probable que el tegumento y la membrana del saco
vitelino sean los principales sitios de osmorregulacién durante la etapa embrionaria
y larval (Varsamos et al., 2005). Kosztowny et al. (2008) estudiaron los cambios en la
actividad Na*, K*- ATPasa en embriones y larvas de Tilapia mozambica sometidas a
un incremento de la salinidad y observaron abundantes células del cloro y una mayor
actividad Na™, KT- ATPasa en la membrana del saco vitelino; también encontraron

que esta actividad enzimética exacerbada disminuyé al avanzar el desarrollo.

En individuos adultos las células del cloro, también conocidas como células ricas
en mitocondrias, se encuentran principalmente en las branquias y son las encargadas
de regular el flujo de iones entre el organismo y su entorno. En condiciones de estrés
osmoético, las principales respuestas adaptativas del epitelio branquial son la hiper-
plasia y la hipertrofia, ambas destinadas a aumentar la superficie de intercambio
i6nico para compensar el desbalance osmético (Tintos Gomez, 1999). Estos meca-
nismos son reversibles; al retornar a las condiciones normales luego de pocas horas
el epitelio branquial recupera su volumen normal. Sin embargo, las células del cloro
sufren alteraciones morfolégicas ultra estructurales que tardan mucho mas tiempo

en ser revertidas (Holliday, 1969).

En cuanto a los pardametros toxicologicos subletales obtenidos tenemos que la
NOEC (30,00 g.L™!) resulté ser més alta que la CLjo- 96h calculada con el Modelo
Biolégico (29,30 g.L ') y la NEC (28,68 g.L. 1) y ésta a su vez mayor que la CLyo- 96h
calculada con el Probit (27,25 g.L.™!). Aunque resulta llamativo que la CL;y Probit
sea inferior a la NEC del Modelo Biolégico, estas diferencias no son significativas y
podriamos considerarlas semejantes, ya que se encuentran dentro de los respectivos

intervalos de confianza al 95 %. Los valores obtenidos para los pardmetros subletales
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(NOEC, NEC, CLyg), se encuentran muy por encima de la concentracién en la
que se obtuvieron porcentajes de eclosion comparables a los del grupo Control. Al
respecto es necesario considerar que tanto la NOEC, NEC o la CL 14 son parametros
toxicologicos para el estadio embrionario y no consideran los efectos que tiene la

eclosion sobre los organismos.

A pesar de que a una concentracién de 25 g.L.™! se registraron elevados porcen-
tajes de sobrevivencia (71,70 %), la tasa de eclosién obtenida a esta concentracién
fue de 3,33 %; tnicamente en concentraciones inferiores a los 20 mg.L. =t la tasa de
eclosién se aproximé a la obtenida en el grupo Control (76,67 %); superando este
valor en los individuos expuestos a 7,5 (80,00 %) y 10 mg.L (83,33 %). Resultados
similares fueron registrados por Sampaio & Pholnor (1996) en ovas de O. humensis,
quienes obtuvieron porcentajes de eclosién de 86, 94 y 100 % en concentraciones sa-
linas de 2,4 y 10 g.L.71, respectivamente; tanto en el grupo Control como en el grupo
expuesto a 20 g.L.7! la tasa de eclosién no sobrepasé el 40 %, y ésto fue atribuido
a infeccién fingica en el control y a la toxicidad del ClNa en las ovas expuestas a
20 g.L7!. Es importante destacar que a pesar de las semejanzas con los resultados
obtenidos, en los ensayos realizados por Sampaio & Pholnor (1996) se emple6 agua
de mar y temperaturas de incubacién de 20 4 0,5°C. Generalmente, el agua marina
puede ser menos téxica que su concentracion equivalente de ClNa debido a la elevada
concentraciéon de Ca?* presente en ésta. Por lo tanto los resultados obtenidos por
Sampaio & Pholnor (1996) en ovas de O. humensis expuestas a diferentes diluciones
de agua de mar e incubadas a 20°C, no serian directamente comparables con los
resultados presentados en este estudio. No solo por haber utilizado diferentes me-
dios para aumentar la salinidad, sino también porque estos se realizaron a diferentes
temperaturas de incubacién; ya que tal como indica Heuts (1947, 1956), la tempe-
ratura de incubacién podria modificar profundamente el efecto de la salinidad sobre
el desarrollo y la eclosién. Al respecto, Alderice & Forrester (1968) demostraron que
la salinidad y la temperatura actian de manera conjunta produciendo una tasa de

desarrollo mas rapida en Parophrys vetulus.

El efecto de la salinidad sobre la tasa de eclosion de peces marinos y dulceacuico-
las, ha sido estudiado por diversos autores. Holliday (1969) recopilé informacién
referida a los rangos de salinidad en los que se encontré eclosién exitosa; el valor

mas alto fue el obtenido por el extreméfilo Cyprinodon macularius, capaz de eclosio-
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nar en salinidades de hasta 70 °/qo. En las especies marinas Enchelyopus cimbrius,
Clupea harengus, Pleuronectes platessa y Gadus callarias la salinidad mas elevada
en la que se observé eclosién fue de 60 °/go, vy de hasta 50 %/go en Pleuronectes
flesus. También es sorprendente encontrar que especies que desovan en ambien-
tes dulceacuicolas, como Abramis brama, Luciperca luciperca y Caspiolosa volgensis
eclosionaron en salinidades del 10 al 20 /¢ y que los porcentajes de supervivencia
y eclosién aumentaron en salinidades entre 2,5 a 5 °/gy con respecto a los obtenidos
en agua dulce.

Es claro que la salinidad, muchas veces en combinacién con otros factores, mar-
ca efectos reversibles e irreversibles en la estructura de las larvas de teledsteos. La
mayoria de estos cambios son adaptaciones y fueron mencionadas en parrafos an-
teriores, pero en algunos casos se trata de anormalidades groseras resultantes de la
influencia de la salinidad en el proceso del desarrollo embrionario. Holliday (1969)
menciona la presencia de diferencias estructurales en larvas, tales como: aumento de
la longitud, peso, variaciones en la apariencia del saco vitelino, todas ellas desen-
cadenadas por la exposicion a salinidad durante su desarrollo embrionario. Existen
otros reportes sobre la influencia de la salinidad en la estructura de las larvas de
teledsteos; Alderice & Forrester (1968) y Kinne & Kinne (1962), reportaron la exis-
tencia de diferencias en el tamano de las larvas relacionadas con la salinidad. Battle
(1930) report6é deformidades de la cola y de regiones cardiacas en Enchelyophus
cimbrius, que eclosionaron en salinidades de hasta 70 g.L.~!. Kryzhanvsky (1956)
observo anormalidades de la region cardiaca, la region ética, saco vitelino, canal
alimentario, y organos asociados como el higado, en larvas de arenque del baltico
Clupea harengus membras expuestos a salinidades de hasta 25 9/yy durante su desa-
rrollo embrionario. En nuestros ensayos no se profundizé la investigacion al respecto,

sin embargo es un tema que podria ser abordado en estudios posteriores.

4.4.3. Formaldehido

La Formalina es una solucion saturada de Formaldehido en agua, que a tem-
peratura ambiente contiene 34-38 % p/v de Formaldehido. Para su utilizacién en
acuicultura usualmente es suplementada con 12 % de Metanol con el objeto de re-
tardar la polimerizacion del Formaldehido, la que ocurre facilmente al ser expuesto

a la luz solar a bajas temperaturas, dando lugar a la formacion del paraldehido,
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compuesto altamente toxico para los peces (Treves & Brown, 2000).

Esta es una de las pocas sustancias aprobadas para uso terapéutico en Alemania
y otros paises miembros de la Unién Europea (Schlotfeld, 1998); también en USA
es el tnico fungicida disponible para aplicacion en el cultivo de peces (Marking et
al., 1994; Waterstrat & Marking, 1995; Rach et al., 1997b; Treves & Brown, 2000;
Barnes et al., 2005). La Formalina es utilizada en acuicultura como agente antipa-
rasitario contra protozoos de la piel y branquias como: Chilidonella spp., Epystilis
spp., Ichthyobodo necator, Ichthyophthirius multifilis, Scyphidia spp. y Trichodina
spp. Es utilizada también en el tratamiento de infecciones por mondgeneos como
Dactylogyrus spp., Gyrodactylus spp. y Cleidodiscus spp. También posee una am-
plia actividad antibacteriana siendo usado principalmente para el tratamiento de
la enfermedad bacteriana de las branquias, causada por la acciéon combinada de

Flavobacterium branchiophilum y protozoos.

Debido a que la Formalina se utiliza cada vez mas para prevenir las infecciones
ocasionadas por hongos y eliminar pardsitos externos en criaderos de peces, es reco-
mendable que la composicion fisico-quimica del agua sea monitoreada, ya que tanto
su capacidad terapéutica como su toxicidad pueden verse influenciadas por parame-
tros fisico-quimicos del agua tales como la salinidad, pH y dureza. Noga (1999) y
Piper & Smith, (1973) afirman que el efecto t6xico de la Formalina se incrementa
proporcionalmente a la temperatura. Anénimous (2002) y Noga (1999) mencionan
que su toxicidad es mayor en aguas blandas, y que ademas existe una relacion in-
versamente proporcional entre la toxicidad del Formaldehido y el pH. Meinlet et al.
(2005) estudiaron el efecto de la concentraciéon de Ca ™2 y a la presencia de materia
organica sobre la toxicidad del Formaldehido, en embriones y larvas de Danio rerio
bajo condiciones de laboratorio, encontrando que la toxicidad de esta sustancia se
ve incrementada en presencia de iones Calcio y que también puede ser alterada por
la presencia de materia orgdnica. Estos autores sugieren que el Calcio facilita el
transporte de Formaldehido a través de la membrana del embrién mediante la for-
macién de canales i6nicos. En contraposicién los estudios de Piper & Smith (1973)
y Chinabut et al. (1988) no encontraron ninguna influencia de la dureza o el pH del

agua sobre la toxicidad de Formaldehido para los peces.

En los ensayos realizados encontramos que elevadas concentraciones de Forma-

lina mostraron un efecto letal agudo sobre las ovas de pejerrey, como podemos ver
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en la Figura .3} a una concentracién de 1600 pul.L=! se alcanzé un 85,00 % de mor-
talidad en tan sélo 24 h; mientras que en 1200 pl.L~! la mortalidad alcanzada al
cabo de 48 h de exposicién fue cercana al 80,00 %. El PMS luego de 96 h de exposi-
cién se ubicé entre los 600 y 800 ul.L~!; se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia
cercanos a los del grupo Control (94,40 %) en 400, 300 y 150 pl.L!. En esta ulti-
ma concentracién el porcentaje de sobrevivencia (97,90 %) superé al obtenido en el
Control.

Waterstrat & Marking (1995) mencionan que si bien concentraciones de For-
malina de 500 - 1000 mg.L~! provocan un incremento, dosis dependiente, en la
mortalidad de las ovas de salmoén chinook, la tasa de sobrevivencia obtenida en am-
bos tratamientos supera a las del grupo control sin tratamiento. En otros estudios
realizados para evaluar la capacidad de la Formalina de mejorar la tasa de eclosion
de la trucha marrén (Salmo trutta) y la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiis) se
obtuvieron altos porcentajes de sobrevivencia (=90 %), tanto en los grupos tratados
con Formalina como en los controles sin tratamiento, no habiendose encontrado di-
ferencias estadisticamente significativas entre ambos (Barnes et al., 2000b; Barnes
et al., 2001). Los autores atribuyeron este suceso a dos factores: la éptima calidad
de las ovas que les provee una resistencia natural a las infecciones y la ausencia
de detritos orgénicos en el agua (Barnes et al., 1999; Barnes et al., 2000a). Por el
contrario Barnes et al. (1997), encontraron que el tratamiento diario durante 15
minutos con 1667 mg.L~! de Formalina, provoca un incremento estadisticamente
significativo en la tasa de sobrevivencia de ovas de salmén chinook (Oncorhynchus
tshawytscha), pre y post eclosion; en estudios posteriores en esta misma especie, Bar-
nes et al. (2003) obtuvieron resultados similares con tasas de eclosién en los grupos
tratados con Formalina de 90,52 a 93,17 %, ambas significativamente superiores a
las obtenidas en el Control (86,84 - 88,75 %) en los que la tinica medida profilactica
fue la eliminacién manual de las ovas muertas. Barnes et al. (1997-2003) y otros
autores (Subasinghe & Sommerville, 1985; Marking et al., 1994; Howe et al., 1999),
proponen que el aumento de la tasa de sobrevivencia en los tratamientos con mi-
crobicidas como el Formaldehido puede deberse al efecto fungicida y/o bactericida
de estas sustancias. Segun los estudios de Barnes (1999) y Barnes (2000a), la carga
bacteriana en ovas se incrementa la acercarse la eclosiéon, momento en el que el ma-

yor nimero de bacterias no se encuentra distribuido en la columna de agua sino que
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estd adherido a la membrana externa de las ovas. Barker et al. (1991) demostraron
que Pseudomonas fluorescens es la principal bacteria implicada en la mortalidad de
ovas de salménidos. Al analizar la flora bacteriana asociada a las ovas del salmén del
atlantico, Barnes et al. (2005) identificaron a Flavobacterium columnare, Sphingo-
bacterium sp. y Pseudomonas sp.; también observaron que en las ovas no tratadas
con Formalina el recuento de bacterias aumento con el tiempo alcanzandose una

mortalidad mayor que en las ovas tratadas.

Al calcular la CL5o 96 h se obtuvieron valores muy similares con los tres métodos
utilizados (Tabla .28]), encontrandose todos ellos dentro de los limites de confianza.
Segtin el método de los Probits la CLso 96 resulté en 681,40 pl.L~1; 652,10 pl. L1
con el método TSK y 678,00 pul.L™! segin el Modelo Biolégico. Estas semejanzas
también se vieron reflejadas al construir las superficies de respuesta (Figuras [L.14]
y[L15)) en las que en ambos casos se obtuvo un amplio rango de respuesta con valores

minimos y maximos comparables.

La toxicidad del Formaldehido ha sido evaluada en diversos modelos biolégicos;
ademas de sus efectos letales se ha demostrado que esta sustancia actia en concen-
traciones subletales alterando la capacidad fotosintética de las algas verdes y azules
como Chlamydomonas reinhardtii, Anacystis aeruginosa Scenedesmus quadricauda
(Tisler & Zagorc-Konean, 1997; Camacho, 2004); también existen diversos estudios
sobre su efecto sobre el cladécero Daphnia magna (Bringmann & Khun, 1977; La-
gerspetz et al.; 1993; Camacho, 2004). La toxicidad en moluscos bivalvos de los
géneros Corbicula y Pinctada y gasterépodos como Helisoma spp. (almejas de agua
dulce) fueron estudiadas por Bills et al. (1977b), Chandler & Marking (1979) y Ta-
kayanagi et al. (2000). Encontramos una vasta informacién de la toxicidad de esta
sustancia en peces, enfocada principalmente a su utilizacion como agente profilacti-
co en acuicultura. Sin embargo, los estudios realizados con la finalidad de evaluar
su aplicabilidad como agente terapéutico, no se rigen por criterios puramente toxi-
cologicos puesto que las metodologias aplicadas no son estandarizadas. Ademaés en
muchos casos se considera a la eclosién y no la sobrevivencia como el punto final; y
por iltimo, el inconveniente que reviste mayor importancia, es que soluciones utili-
zadas suelen ser normalmente designadas por su contenido de Formalina y no por
la cantidad de Formaldehido (Treves & Brown, 2000).

La CL35p 96 h de Formaldehido para ovas de pejerrey (=670 mg.L.™!) indica que
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esta especie exhibe una importante tolerancia al Formaldehido durante su desarrollo
embrionario, tolerando concentraciones superiores a las reportadas por Howe et al.
(1995) paran ovas de trucha arco iris Oncorhynchus mykiis 121 puL=! (Limites de
Confianza: 101-144) y del bagre de canal Ictalurus puntatus 54,0 pL=1 (LC: 44,1-
66,0). La CLso de Formalina reportada por Shafiezadeh et al. (2006) para ovas
de esturién persa resulté més elevada que la obtenida en nuestros ensayos (1900
mg.L~!). Rach et al. (1997a) afirmaron que existen diferencias significativas en la
sensibilidad a la Formalina en diferentes especies de peces. Esta informacién es
confirmada por los hallazgos reportados por Theron et al. (1991) quienes investigaron
la tolerancia de las ovas de carpa comun (Cyprinus carpio) y del bagre africano
(Clarias gariepinus), evaluando el tiempo éptimo de exposicién a una concentracién
de 2000 mg.L.=! de Formalina y encontraron que la ovas de carpa fueron capaces de
tolerar inmersiones de hasta 30 minutos, mientras que las ovas del bagre africano
exhibieron mortalidades significativamente mayores a las del Control luego de ser

expuestos durante 5 minutos a la Formalina.

Muchos trabajos indican que el Formaldehido exhibe una toxicidad relativamen-
te baja para peces de agua dulce con valores de CLsy 96 h que varian entre 26
a 1020 mg.L=! (Farjer-Avila et al., 2003). Esta amplitud del rango puede estar
influenciada por la sensibilidad que diversas especies de peces presentan a un de-
terminado xenobidtico. Asi por ejemplo, la CLsy 96 h para la anguila americana es
de 81 mg.L.~! (Hinton & Eversols, 1979), mientras que para alevines del salmén del
atldntico resulté en 69 mg.L~! (Bills et al., 1977b). Como mencionamos anterior-
mente, la composicion quimica del agua influye en la toxicidad de esta sustancia, tal
como lo demostraron Reardon & Harrell (1990) quienes comunicaron que Morone
sazatilis exhibe una menor tolerancia a la Formalina con una CLsy 96 h de 10,84
mg.L~!, pero al incrementar la salinidad hasta 11-13 %, observaron que también se
incrementaba la tolerancia al Formaldehido. Asi mismo, el tiempo de exposicion es
otra variable a teenr en cuenta. Fajer-Avila et al. (2003) estudiaron la toxicidad de
la Formalina en juveniles del pez globo diana, encontrando que la CLs5y oscilé entre
1095 v 79 mg.L=! durante exposiciones de 30 minutos y 72 horas respectivamen-
te. En el Apéndice [C] presentamos a modo comparativo una Tabla, extraida de la
base de datos de la PAN, que contiene un listado de valores de CLs5q de Formalina

obtenidos a diferentes tiempos de exposicion, metodologias de ensayo y en diversas
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especies.

Las concentraciones obtenidas para los parametros subletales oscilaron entre 400
- 533 pl.L7!, segin esta secuencia en orden creciente: NOEC (400,00 pl.L71) <
CLyo Probit (453,70 ul.L7') < NEC (530,00 ul.L7') < CLjq del Modelo Bioldgi-
co (533,00 pl.L71). En el limite superior tenemos a la CLjy y la NEC del Modelo
Biolégico cuyos valores son muy cercanos a la CLsg 96 h (670,5 ul.L™1), por lo cual
podemos afirmar que estas concentraciones no ofrecen margenes de seguridad ade-
cuados para su utilizacion ya que pequenos errores en los calculos podrian llevar a
un notable aumento de la mortalidad en ovas de pejerrey. Ademas, podemos senalar
que en el grupo expuesto a la concentraciéon correspondiente a la NOEC se obtu-
vo un bajo porcentaje de eclosiéon (11,90 %); la Formalina mejoré el porcentaje de

eclosién tnicamente a una concentracién de 150 ul.L~1.

Desconocemos cudl pueda ser la razén por la cual la eclosion fue inhibida en con-
centraciones inferiores a las subletales. Existe cierta controversia respecto al efecto
del Formaldehido sobre la estructura de la membrana y el corion de las ovas; al
respecto, Meinlet et al. (2005) mencionan que el Formaldehido actuarfa desnaturali-
zando y endureciendo las proteinas que componen la membrana, lo que puede causar
alteraciones en la estructura del corion dificultado la eclosion. En contraposicion,
Stephenson et al. (2005) encontraron que la estructura de ovas de Oncorhynchus
tshawytschata tratadas con 1667 mg.L ™! de Formalina no presentaron alteraciones
ni diferencias en la altura y ancho del canal del poro, altura de la capa basal y nime-
ro de poros. La eclosién también podria verse afectada si el Formadehido actuara
alterando la estructura protéica de la corionasa, enzima que cumple un importante

rol durante el proceso de eclosién (Meinlet et al., 2005).

Nuestros resultados difieren de los obtenidos por diversos autores, muchos de
los cuales encontraron que el Formaldehido mejora notablemente la tasa de eclo-
sion de distintas especies de interés econémico. Entre los hallazgos mas resaltantes
se encuentra el obtenido por Rach et al. (1997a) en ovas de Stizostedion vitreum,
Catostomus commersoni, carpa comun (Cyprinus carpio), bagre de canal (Ictalurs
punctatus) y esturion de lago (Acipenser fulvescens). Estos autores encontraron que
el uso de Formalina como tratamiento antifingico, en concentraciones de hasta 1500
ul. L7t provee un adecuado margen de seguridad para las ovas de dichas especies,

mejorando su tasa de eclosién. Khodabande & Abati (2006), también encontraron
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que el uso de concentraciones entre 100 y 400 pl.L~! de Formalina durante la in-
cubacion de ovas de Cyprinus carpio, mejora progresiva y significativamente la tasa
de eclosién, con valores de 39,2 - 91,8 %, ambos superiores a los obtenidos en el
Control sin tratamiento (8,2 %). Cabe senalar que la principal causa de mortalidad
en las ovas no tratadas (Control) en muchos de los estudios a los que hacemos re-
ferencia fue la infeccién fingica, esto no fue observado durante nuestros ensayos ya
que los embriones fueron seleccionados cuidadosamente antes de iniciar los ensayos

verificando mediante la observacién al microscopio la ausencia de micosis.

Khodabandeh & Abati (2006) afirman que la concentracién éptima para el tra-
tamiento de ovas de Cyprinus carpio fue 400 mg.L™!; sin embargo nosotros encon-
tramos que la tasa de eclosién se redujo considerablemente en ovas expuestas a
concentraciones mayores a 300 pul.L™!; nuestros resultados también difieren de los
obtenidos por Liu et al. (1995) en ovas de Myzocyprinus asiaticus, en diferentes
estadios de desarrollo, tratados con 50-500 ul.L~!; en este caso la tasa de eclosién

no fue afectada por la concentracién de Formalina.

Ademas de sus efectos letales, el Formaldehido es capaz de inducir otros efectos
adversos, los que han sido estudiados en larvas, alevines y adultos de diversas espe-
cies icticas. Buchmann et al. (2004) demostraron que la exposicién al Formaldehido,
aun por periodos cortos (1 hora), desencadena efectos que van desde la proliferacién
de las células mucosas hasta desorganizacion celular observada en individuos expues-
tos a 300 ppm de Formaldehido. Jgrgensen & Buchmann (2007) senalaron que el
uso del Formaldehido como tratamiento antiparasitario puede provocar la irritacion
y lesion superficial del epitelio, hecho que sumado a la inmunosupresion inducida
por la primoinfeccion facilita la reinfeccion por parasitos. Otra de las alteraciones
provocadas por el tratamiento con Formalina es el schok respiratorio, observado en
larvas y juveniles, para evitarlo es necesario verificar que la concentracién de oxigeno
disuelto no disminuya durante el tratamiento; por esta razoén el agua debe ser ai-
reada. Finalmente, Warren (1981) senalé que también pueden presentarse muertes

ideopéticas en tratamientos prolongados ().

El hecho de que el Formaldehido sea una sustancia aprobada para su uso en
acuicultura, ha contribuido enormemente a la difusiéon de su utilizacién como an-
tifingico y antiparasitario; pero no se ha considerado el impacto que esta sustancia

puede producir sobre el medio ambiente, sobre todo considerando que incluso los
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cambios minimos de las caracteristicas quimicas del agua puede causar danos en
el ecosistema, como la destruccién de las plantas o los filtros bacterianos (Stuart,
1983). Los ecosistemas fluviales y lacustres cercanos a una estacion de cria se verian
seriamente afectados si las estaciones de piscicultura no implementan algtn sistema
de tratamiento de efluentes. Por otra parte, es necesario considerar el riesgo quimico
y toxicoldgico que implica el manejo de esta sustancia, tanto para los acuicultores
como para el personal relacionado, ya que se sospecha que el Formaldehido posee

propiedades carcinogénicas para el ser humanos (US EPA, 1998).

4.4.4. Acido Acético

El Acido Acético(CH3COOH), también conocido como Acido Etandico, es un
compuesto quimico organico que en su forma anhidra es denominado Acido Acético
Glacial, es un liquido incoloro, higroscopico. Es uno de los acidos carboxilicos mas
simples siendo utilizado en acuicultura para la remosién de parasitos externos a una
concentracion de 2000 ppm, en banos de inmersién cortos de 45 segundos a 10 mi-
nutos (Schnick et al., 1989). Su utilizacién en el control del fouling ha sido evaluada
por Le Blanc et al. (2007), quienes recomiendan el tratamiento con 2-5% de Acido
Acético para eliminar al tunicado invasivo Styela clava, que afecta las poblaciones
cultivadas del mejillén Mytilus edulis, ya que esta sustancia no ejerce un efecto ne-
gativo a largo plazo sobre las poblaciones de mejillon tratadas; procedimientos de
desinfeccién similares fueron sugeridos por Forrest et al. (2007). También se ha es-
tudiado la capacidad virucida de compuestos que contienen Acido Acético y Acido
Peracético en su composicién como el PROXITANER 5, sustancia que segin Smail
et al. (2004) es recomendable para la desinfeccién de material contaminado con el
virus de la anemia infecciosa del salmén. Trabajos previos han demostrado que la
eficacia del Acido Acético (y otros dcidos organicos débiles) es principalmente una
funcién propia de los compuestos capaces de alterar el pH (Kimble, 1977; Spaulding
et al., 1977; Verschueren, 1996; Breidt et al., 2004).

En los ensayos realizados se registraron los pHs en cada una de las soluciones
ensayadas; éstos se muestran en las Tablas [4.1] y Los valores de pH iniciales
de las soluciones de Acido Acético Glacial, en concentraciones de 50 a 350 mg.L™*
variaron entre 6,1 a 4,2. Luego de 24 horas de exposicion, los valores de pH de

estas soluciones aumentaron, excepto en las concentraciones superiores a los 200
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mg.L~!, en donde se observé un descenso del pH que acompaiié al aumento de la

concentracion, alcanzando su valor més bajo (3,9) en 350 mg.L .

Para confirmar que los efectos téxicos se deban al Acido Acético Glacial y no al
descenso del pH generado por el aumento de su concentracién, se realizaron ensayos
con una solucion tamponada de Acido Acético en la que el pH se mantiene estable al
aumentar la concentracién de acido. En los ensayos preliminares con Acido Acético
tamponado las ovas de pejerrey exhibieron una mayor tolerancia, motivo por el cual
las concentraciones ensayadas encontraron en un rango mucho mas amplio 600 -
1600 mg.L~!. Tal como esperabamos, no se observaron variaciones significativas en
los valores de pH al incrementar la concentracion de Acido Acético, permaneciendo
estables al inicio del ensayo con valores entre 5,50 y 5,60; luego de 24 horas sélo
se observo un leve incremento del pH hasta 5,70 en las concentraciones més altas:
1400 y 1600 mg.L~1. Esto nos demuestra que en gran medida la toxicidad del Acido
Acético se debe principalmente al descenso del pH, ya que la estabilidad del pH
obtenida en su versién tamponada contribuy6 al aumento de la tolerancia en las

ovas de pejerrey.

Como se observa en la Figura [£.4] luego de 96 h de exposiciéon ninguno de los
tratamientos con Acido Acético lograron superar la tasa de sobrevivencia obtenida
en el grupo Control (96,70 %), sélamente se obtuvieron valores cercanos a los del
Control 95,00; 88,70 v 88,50 % en las ovas expuestas a 75, 100 y 150 mg.L ™!, respec-
tivamente. Contrariamente a lo esperado, en 50 mg.L~! la tasa de eclosién resulté en
76,90 %. Se observé también que en concentraciones superiores a 200 mg.L~! la tasa
de sobrevivencia empez6 a declinar considerablemente luego de 48 de exposicion
hasta alcanzar luego de 96 horas, valores inferiores al 10 % en 300 y 350 mg.L™!.
Este aumento de la mortalidad en las ovas expuesta a concentraciones superiores a
los 200 mg.L~! coincide con el descenso del pH mencionado anteriormente y también

se acentua en las concentraciones mas elevadas.

En las ovas expuestas al Acido Acético tamponado, aunque los valores de pH se
mantuvieron relativamente estables (5,50-5,70), observamos ya desde las primeras
24 horas de exposiciéon que existe un claro descenso en la tasa de sobrevivencia en
las concentraciones mas altas. La tasa de sobrevivencia (Figura [43]) en los trata-
mientos no logrd superar ni aproximarse a la obtenida en el grupo Control (90,80 %

mg.L 1) incluso en la concentracién més baja: 600 mg.L~!, donde ésta sélo alcanza
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un 62,90 %. La respuesta observada en Acido Acético tamponado, es mucho mas
gradual que la observada en Acido Acético Glacial; sin embargo, debemos consi-
derar que las concentraciones ensayadas son mas elevadas y que probablemente a
concentraciones semejantes a las utilizadas en los ensayos con Acido Acético Glacial,

no se observe un efecto letal tan agudo y precoz.

Los mecanismos que producen la muerte en bajos y altos niveles de pH son esen-
cialmente diferentes. El stress acido afecta una gran variedad de funciones de los
peces, el efecto inicial se enfoca en la osmorregulacion iénica branquial. El descenso
del pH en el medio acuatico genera un aumento del potencial a nivel del epitelio
branquial lo que provoca la pérdida de Sodio y Cloro, e involucra una menor ca-
pacidad de retencion de Calcio, el que se pierde mas rapidamente de lo que puede
ser recuperado. La presencia de Calcio en el entorno acuatico modula el efecto del
pH 4cido, modificando la permeabilidad del epitelio branquial a los iones Na™, Cl~y
H*, lo que a su vez influye en la salida neta de Sodio (Mc Williams, 1982). Durante
la exposicién aguda a un medio acido, la muerte se atribuye a factores circulatorios:
reduccion del volumen plasmatico, aumento de la viscosidad de la sangre y aumento
de la presién arterial. Por otro lado la exposicién aguda a valores criticos de pH
alcalinos, produce una inhibicién de la excrecién de amonio, entonces en la alcalosis

respiratoria el efecto serfa puramente téxico (Heath, 1995; Noga, 1999).

Goémez (1998) menciona que la tolerancia de Odontesthes bonariensis a niveles
extremos de pH también puede ser observada en ambientes naturales sometidos a
contaminacién antrépica. Mancini & Grosman (2009) caracterizaron ecolégicamente
los ambientes habitados por el pejerrey, describiendo también algunas de sus princi-
pales caracteristicas fisico quimicas, concordando en sus hallazgos, con los trabajos
elaborados por Gémez (1998), en el hecho de que O. bonariensis es una especie que
tolera un amplio rango de pH (5,80 -9,80) con un valor medio de 8,02 (+/- 0,47);
pero comparado con otras especies de peces argentinos de agua dulce como Cneste-
rodon decemmaculatus, Pimelodella laticeps, Gymnocorymbus ternetzi, el pejerrey es
el menos resistente a bajos niveles de pH. Mancini y Grosman (2009) afirman que la
composiciéon iénica del agua de las lagunas oscila en su mayoria entre bicarbonatadas
sodicas y cloruradas sédicas, hemi a hiposulfatadas e hipomagnesémicas. Aquellas
con alguna afluencia marina, poseen relaciones Mg/Ca y Cl/(CO3 + H CO3) muy

elevados. La composicién iénica del medio ambiente acuatico es de crucial impor-
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tancia para la sobrevivencia de los peces; debido a que, tal como lo demostré Brown
(1981-1982), la presencia de algunos iones contribuyen a mantener un adecuado

balance iénico.

Para el Acido Acético Glacial, las CLs5o obtenidas con los tres métodos (Ta-
bla B28)) resultaron semejantes, la CLsy de menor valor fue la calculada segin el
método no paramétrico de Trimmed Spearman Karber (TSK) 221,70 mg.L ™!, segui-
da de la obtenida mediante el uso del Modelo Bioldgico 228,00 mg.L ™'y finalmente
la calculada con el método de los Probits 229,70 mg.L.~!; con este método también
se obtuvo una superficie de respuesta sesgada por la falta de datos disponibles para
la CLjp 24 h (Figura [4I6]). En cambio con el Modelo Biolégico se obtuvieron para
la valores de CLj5y 24 h permitiendo asi la elaboracién de una superficie de respuesta
mas completa que cubre un rango de concentraciones mas amplio, el que va desde
2820,00 mg.L ™! (CLgo-24) h hasta 164,00 mg.L=" (CL;-96 h) (Figura [417). En los
ensayos con Acido Acético tamponado la CLsg calculada segin el Modelo Bioldgico,
el test no paramétrico TSK y el método de los Probits resultaron en 704,00; 710,00
y 728,20 mg.L ! respectivamente. La superficie de respuesta elaborada con los datos
proporcionados por el método de los Probits cubre un rango que va desde 2516,00
mg.L~! (CLgg-24 h) hasta 303,90 mg.L.~! (CL;-96 h); y con los datos obtenidos
segin el Modelo Bioldgico, el rango de concentraciones oscila entre 353,00 mg.L !
(CLgg-24 h) y 5130,00 mg.L ™' (CL;-96 h). En ambos casos (Figuras 17 y EEIS)
no encontramos diferencias en la evolucion temporal de la CLgg; las diferencias se
acentian principalmente en los valores encontrados para las 24 h de exposicién, los

que segun el Modelo Biolégico son mucho mas elevados.

El pH de las soluciones de Acido Acético Glacial entre las que se ubicé la CLg fue
de 4,50 a 4,70; mientras que el pH de las soluciones en los ensayos con Acido Acético
tamponado se mantuvo estable en 5,6. Si comparamos los resultados obtenidos con
los hallazgos reportados por Gémez (1998) en estudios en los que evalia la tolerancia
de Odontesthes bonariensis a niveles extremos de pH en condiciones experimentales
semejantes a la nuestra (dureza de 161 mg CO3Ca. L™, T°: 15,5 - 20°C y pH 7,3 para
los Controles), podemos afirmar que el efecto letal del Acido Acético Glacial esta
estrechamente relacionado con el descenso del pH, ya que segiin Gémez (1998) el pH
letal para el 50 % de los individuos a 96 horas fue de 5,38; y el pH correspondiente

a la CLsg de Acido Acético obtenido en nuestros ensayos es mucho mas bajo. Sin
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embargo, en los ensayos realizados con el Acido Acético Tamponado, incluso en las
concentraciones mas elevadas el pH se mantuvo estable (5,5 - 5,7) lo que nos induce a
pensar que la toxicidad de esta sustancia estarian involucrados otros factores ademas
del pH.

Por otro lado, las concentraciones subletales de Acido Acético Glacial siguieron
el orden que se describe a continuacién: NOEC 150,00 mg.L.”! < NEC (156,60
mg.L7!) < CLjo Probit (168,20 mg.L.™!) < CLjg del Modelo Biolégico (178,00
mg.L~!). En todos los tratamientos con Acido Acético Glacial, la tasa de eclosién
fue menor a la del grupo Control (93,34 %) alcanzando su valor més alto (88,34 %)
en las ovas expuestas a 100 mg.L~!. Posteriormente en las concentraciones préximas
inferiores se observé un descenso paulatino del porcentaje de eclosion llegando a
valores de 81,67 y 76,67 % en 75 y 50 mg.L~! respectivamente. Cabe resaltar que
en la concentracién correspondiente a la NOEC (150,00 mg.L ™) la tasa de eclosién
fue tan sélo del 46,88 %. En los ensayos realizados con Acido Acético tamponado,
las concentraciones subletales obtenidas con los diferentes métodos fueron simila-
res y estuvieron en el orden siguiente: CLjq Probit (450,00 mg.L™') < CLyq del
Modelo Biolégico (559,00 mg.L™') < NEC (532,90 mg.L™!) < NOEC <600,00
mg.L.~1). Todas las concentraciones subletales obtenidas se encuentran por deba-
jo de la dosis ensayada mds baja (600,00 mg.L~!); esto nos podria explicar el por
qué no se registré eclosion en ninguno de los tratamientos. Finalmente, los margenes
de seguridad, para el Acido Acético Glacial y tamponado, resultantes del coeficiente
CL50/CLyg y CL5o/NOEC fueron en 1,48 y 1,56 respectivamente.

4.4.5. Compuestos Iodados

Los compuestos desinfectantes en los que el principio activo es el Iodo son de-
nominados Iodéforos. Ademads del Iodo poseen otras sustancias que actian como
agentes solubilizantes o “carriers”, a partir de la cuales el Iodo es liberado lenta-
mente; entonces su capacidad desinfectante depende de la cantidad de Iodo liberada
lo que se cuantifica en la solucién en términos de Iodo disponible o Iodo libre.

En solucién acuosa el lodo da lugar a la formacion de siete formas quimicas de
las cuales el Todo elemental (1), el Acido Hipoiodoso (HIO), y el catién (H,OI)* son
los desinfectantes mas potentes, ya que poseen una excelente capacidad microbicida

a un amplio rango de pH (Treves & Brown, 2000). Una de las soluciones comerciales
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mas ampliamente utilizadas es la lodopovidona, compuesta por lodo y Polivinilpi-
rrolidona (PVP), ésta es una sustancia neutra, a diferencia de los otros Iodéforos
que tienden a acidificar el medio durante la liberacién de Iodo, hecho que les otorga

propiedades corrosivas para algunos metales.

La accién microbicida del Iodo se debe principalmente a procesos de oxidacién y
halogenacion en los microorganismos, en los que se observan las siguientes reacciones
quimicas: a) Formacién de radicales N-Todo en las cadenas laterales de los aminodaci-
dos basicos, los que previenen la formacién de uniones del tipo puente Hidrégeno
en estos puntos y alterando la estructura secundaria y terciaria de las proteinas;
b) Oxidacién de los grupos sulfuro -SH de la cisteina, evitando la formacién de
puentes disulfuro; ¢) También reacciona con los grupos fendlicos de la tirosina; y
d) Actia alterando la permeabilidad de la membrana por oxidacién de los dcidos

grasos insaturados.

Los iodoféros también han sido reconocidos como efectivos agentes virucidas
(Noga, 1999; Treves & Brown, 2000). Chang et al. (1998) encontraron que el tra-
tamiento con 100 mg.L™! resulté ser eficaz en la erradicacién total de la infeccién
por el baculovirus asociado al sindrome de la mancha blanca en Penaeus monodon,
mientras que una concentracién de 50 mg.L~! resulta ser suficiente para reducir
la tasa de infeccion a un 20 %. Su uso como bactericida se encuentra ampliamente
difundido, Cipriano et al. (2001) demostré que estas sustancias son eficaces en la
desinfeccién y el control de Aeromona salmonicida. Otros autores, obtuvieron re-
sultados similares en diversas especies de peces; Wagner et al. (2008) comprobaron
que el Todo reduce significativamente la carga bacteriana de las ovas de trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss siendo mas eficiente que el Cloruro de Sodio, el Peréxido
de Hidrégeno y la Formalina; Overton et al. (2010) comprobaron su eficiencia en la
desinfeccion de ovas del bacalao del mar Béltico, (Gadus morhua); Ross & Smith
(1972) senalaron que soluciones con concentraciones de 25 mg.L.~! de Todo ejercen
una actividad bactericida y fungicida efectiva. Finalmente, Brown & Shrable (1992)
resaltaron la eficacia del Iodo para reducir la carga bacteriana de las ovas del timalo

del artico (Thymallus articus).

La desinfeccién de ovas con lodoforos ha sido practicada desde 1970 con la finali-
dad de reducir la transmisién de bacterias y virus asociados a ovas, fluido coleémico o

seminal; ésta es una practica establecida en estaciones de cria para mitigar las enfer-
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medades y tratar patogenos de transmisién vertical (US FWS, 2004). Los Todé6foros
son considerados desinfectantes adecuados para su uso durante el desarrollo em-
brionario en peces, debido a su alta toxicidad para los patdgenos y su toxicidad
relativamente baja para las ovas de varias especies de peces, en los que en la actua-
lidad es utilizado ampliamente (Alderman, 1984; Subasinghe & Sommerville, 1985;
Fowler & Banks, 1990-1991; Bergh & Jelmert, 1996; Wagner et al., 2010).

El procedimiento estandar de aplicacion es la inmersion, las concentraciones re-
comendadas para la desinfeccién de ovas varian segin la especie; por ejemplo en
salménidos oscilan entre los 25 y 150 mg.L~! y los tiempos de exposicién recomen-
dados son de 10 a 60 minutos; estas variaciones estan condicionadas por la diferente
sensibilidad de las distintas especies estudiadas (Piper et al., 1982; Fowler & Banks,
1991; Hendrix & Baker, 1992; Treves & Brown, 2000) y el estadio de desarrollo. Al
respecto Brown & Shrable (1992) encontraron que la exposicién al Iodo en concen-
traciones entre 50 y 100 mg.L~!, durante la fase de endurecimiento del corion, es
capaz de desencadenar una elevada mortalidad en ovas del timalo del artico (Thy-
mallus articus). Posteriormente, Jodun & Millard (2001) evaluaron el impacto de
diferentes concentraciones de Iodo-Polivinilpirrolidona (PVP), sobre ovas del salmén
del Atlantico (Salmo salar) durante la fase de endurecimiento a distintos momentos
de la exposicion, y encontraron que para evitar elevados porcentajes de mortalidad
asociados al tratamiento con PVP el tiempo de exposicion no deberd exceder los 30
min., siendo preferible el aumento de la concentracién de Iodéforo al aumento del
tiempo de exposicién.

Es importante considerar que la acciéon desinfectante de los Iodéforos se encuen-
tra limitada a la superficie, ya que estas sustancias no son capaces de atravesar el
corion e ingresar al vitelo. Factores como un pH inadecuado, presencia de materia
orgénica o de proteinas asociadas con la superficie de la ova, como sangre, semen
o fluido coleémico alteran la concentracion efectiva reduciendo la cantidad de Io-
do disponible; por tal razén las ovas deben ser lavadas antes de ser sometidas a

tratamiento.

Se realizaron ensayos con dos formas de compuesto iodurados: loduro de Potasio
(IK) y Iodopovidona. Primeramente los ensayos fueron realizados siguiendo el pro-
tocolo descrito en el punto 4.2.3., utilizando como medio de dilucién una solucién

salina isotonica de ClNa al 0,9 %. Los porcentajes de sobrevivencia en los Contro-
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les fueron muy bajos (37,40 y 37,60 %); desconocemos la razon de este hecho, pero
puede ser atribuido a la ausencia de otras sales que equilibren el efecto adverso del
Cloruro de Sodio. La elevada mortalidad en los Controles nos condujo a realizar
nuevos ensayos, reemplazando el medio de dilucién (CINa 0,9 %) por Agua dura
reconstituida (US EPA, 2002); en estos ensayos se reestablecieron los porcentajes
normales de sobrevivencia en los Controles alcanzando valores entre 76,90 y 90,50 %.
La composicién del medio de dilucién también tuvo un efecto notorio sobre la toxi-
cidad de estos ioddforos; en los ensayos preliminares realizados con la solucién salina
isoténica el rango de concentraciones obtenido fue de 25 a 200 mg.L~!. La toxicidad
de estos ioddforos disminuyé considerablemente al utilizar ADR como medio de di-
lucién, obteniendo un rango de concentracién entre 50 y 500 mg.L~!. Esta es mucho
mayor a la obtenida al emplear solucién salina isotonica como medio de dilucién, en

donde el rango de concentraciones fue de 20 a 200 mg.L~*.

Tal como sucede con otras sustancias quimicos en solucion, las caracteristicas
fisico-quimicas del agua inciden directamente en su toxicidad. En un pH medio (7 -
7.5) se mantiene el balance entre Iodo elemental (I,) y el Acido Hipoiodoso (HIO);
si el pH aumenta de 6 a 8 la concentracién de Iy disminuird de 90 a 12 % mientras
que el porcentaje de HIO aumentard de 10 a 88 % (US FWS, 2004). Amend (1974)
encontrd que la toxicidad del Betadine y el Wescodyne, dos iodéforos comerciales, se
vio incrementada a un pH 6, pero que la dureza (expresada como contenido de Ca y
Mg) no afecté la toxicidad. En contraposicién a lo mencionado por Amend (1974),
el manual de procedimientos y operaciones de descontaminacion de la Department
of Agriculture, Fisheries and Forestry - DAFF - (2008) afirma que la toxicidad
de los iodéforos es afectada por la dureza y la alcalinidad del agua. Noga (1999)
recomienda, agregar 1g.L™! de Bicarbonato de Sodio, cuando el agua posee una
alcalinidad menor a 50 mg.L ™!, para mitigar el descenso del pH durante la liberacién

de Iodo al medio acudtico.

Al utilizar una solucién isoténica de Cloruro de Sodio, observamos que el por-
centaje de sobrevivencia en las ovas de pejerrey expuestas a 25 mg.L~de IK fue
de 48,35 % resultando mayor al obtenido en el grupo Control (37,36 %), y en las
concentraciones mas altas se observé un 100 % de mortalidad entre las primeras 24
y 48 horas de exposicién. En las ovas expuestas al IK (en ADR), el efecto téxico

observado fue gradual, registrandose al término de 72 h un 100 % de mortalidad en
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las tres concentraciones mas altas. El porcentaje de sobrevivencia en el grupo Con-
trol aumenté considerablemente (76,9 %), pero fue inferior al obtenido en el grupo
expuesto a 50 mg.L~! (78,85 %).

En los ensayos realizados con Iodopovidona se observé una respuesta similar. Al
utilizar una solucién isotonica de Cloruro de Sodio el porcentaje de sobrevivencia
en las ovas expuestas a 25 y 50 mg.L~! resulté en 57,96 y 43,96 % respectivamente
y fue mayor al obtenido en el grupo Control (37,63 %) y en los grupos expuestos
a 75y 100 mg.L~! fue menor al 5 %; también se observé una mortalidad aguda en
las concentraciones mas altas. En cambio al utilizar ADR como medio de dilucién,
aunque los porcentajes de sobrevivencia mas cercanos al Control se obtuvieron en
150 y 50 mg.L~! y éstos resultaron en 83,30 y 81,70 % respectivamente, en ninguno
de los tratamientos se logré superar el porcentaje de sobrevivencia alcanzado en el
grupo Control de 90,50 %.

Diversos autores mencionan que la exposiciéon a compuestos iodados incrementa
la sobrevivencia en ovas de una gran variedad de peces teledsteos de las familias
Salmonidae (truchas y salmones), Serranidae (Sub faminia Epinephelinae) (meros)
Acipenseridae (esturiones) y Pleuronectidae (hipoglosos) (Bouchard & Aloisi, 2002;
Tendencia, 2001; Bergh & Jelmert, 1996). Katharios et al. (2007) encontraron la ex-
posicién durante 5 minutos a 50 mg.L ™! de Todo, no afecto negativamente la eclosién
ni la tasa de sobrevivencia de las ovas (24 h post fertilizacién) del besugo (Pagrus
pagrus) y del besugo blanco (Diplodus sargus sargus). Pravecek & Barnes (2003) en-
contraron que la tasa de sobrevivencia de ovas embrionadas de Oncorhynchus clarki
lewisi tampoco se vio afectada por la exposicion a lodéforos en concentraciones de

hasta 125 mg.L™! de Iodo activo, durante 30 minutos.

Nosotros encontramos una mayor tasa de sobrevivencia en las ovas expuestas a
25 mg. L=t de IK y 25 y 50 mg.L~! de Todopovidona en solucién salina isoténica, la
que super6 los valores obtenidos en el grupo Control, que como mencionamos ante-
riormente fueron atipicamente bajos (37,4 y 37,6 %). En estos términos podriamos
decir que el tratamiento con IK o Iodopovidona mejora la tasa de sobrevivencia.
Aunque estos hallazgos concuerdan con el supuesto que indica que .°' uso de Iodéfo-
ros durante la incubacién mejora la tasa de eclosién”; en nuestros ensayos, la elevada
mortalidad del Control hace que los estandares a superar en los tratamientos hayan

sido bajos y nos lleven a concluir erréneamente que existe un mejora en la tasa de
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eclosion, cuando el realidad la tasa de sobrevivencia obtenida en los tratamientos
con IK y Iodopovidona no alcanzé valores deseables. Algo distinto ocurrié en los
ensayos realizados con ADR como medio de dilucién, en los que el porcentaje de
sobrevivencia de los Controles resulté ser adecuado; obteniendo, en los ensayos con
IK, un 76,90 % valor que sélo fue superado por el obtenido en el grupo expuesto a
50 mg.L~! (78,90 %), también se obtuvieron porcentajes de sobreviencia préximos a
los del grupo Control (72,40 %), en 100 mg.L~!. En los ensayos con Iodopovidona, la
tasa de sobrevivencia del grupo Control (83,3 %) no logro ser superada por ninguna

de las concentraciones ensayadas.

Debido a la elevada mortandad registrada en los Controles, la CLsq 96h del IK
en solucion isotonica no pudo ser calculada mediante el método de los Probits; sin
embargo, segun el test no paramétrico de Trimmed Spearman Karber ésta resulté en
44,50 mg. L' y 50,30 mg.L~! segtin el Modelo Biolégico. La CLs5o 96h, de esta misma
sustancia, utilizando ADR como medio de dilucién resulté en 124,70 mg.L~! TSK<
129,90 mg.L=! Probit <147,00 mg.L~! segtin el Modelo Biolégico. Por otro lado La
CLso 96h de la Iodopovidona en CINa 59,90 mg.L~! Probit< 60,70 mg.L.~* TSK<
66,10 mg.L~! segtin el Modelo Bioldgico. Al reemplazar el medio de dilucién de la
Iodopovidona por ADR no se logré calcular la CL5g 96h con el método de los Probits,
sin embargo segin el test no pardmetico TSK ésta resulté en 167,70 mg. L~ y 198,00
mg.L~! segiin el Modelo Bioldgico. Los resultados obtenidos nos demuestran que en
ambas condiciones de ensayo (CINa 0,9% y ADR), la toxicidad del IK fue mayor a
la de la Iodopovidona. También encontramos que la toxicidad de ambas sustancias
estuvo determinada en gran medida por el medio de dilucién utilizado, siendo mayor
en los ensayos con solucién isoténica de CINa 0,9 %, y que en este caso la toxicidad

estaria determinada por el descenso del pH.

En todos los ensayos se observé un aumento del pH luego de 24 de exposicién. En
los ensayos realizados con IK disuelto en CINa 0,9 % observamos que el pH promedio
del grupo Control (5,51) resulté ser incompatible con la sobrevivencia del pejerrey;
y fue disminuyendo al aumentar la concentracién desde 5,12 en 25 mg.L™! hasta
3,65 en 200 mg.L . Se obtuvieron resultados similares en los ensayos realizados con
Iodopovidona disuelta en ClNa 0,9 %, en los que observamos que el pH promedio del
grupo Control (5,86) es levemente mayor al pH letal medio para pejerrey reportado

por Gémez (1998). En los grupos expuestos a la lodopovidona los valores de pH
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también fueron disminuyendo al aumentar la concentracién desde 5,30 en 25 mg.L~!
a 4,02 en 200 mg.L~!. Estos resultados concuerdan con los reportados por Amend
(1974), quien menciona que a valores de pH menores a 6,00 la toxicidad del Iodo
se ve exacerbada. Al igual que en los ensayos realizados con Acido Acético Glacial,
podemos afirmar que el efecto letal del IK y la Iodopovidona en solucién isotonica,
esta estrechamente relacionado con el descenso del pH, puesto que las ovas se ven

sometidas a valores de pH por debajo de su umbral de tolerancia.

Por otro lado, en los ensayos realizados con IK disuelto en ADR, el pH de las
soluciones no sufrié importantes variaciones al incrementar la concentraciéon de 1K,
manteniéndose estable y préximo a la neutralidad tanto al inicio como al final de
las exposiciones, con valores medios de 7,38 y 7,60 respectivamente. A diferencia de
los ensayos con IK, en los realizados con Iodopovidona observamos tinicamente un
ligero descenso del pH al incrementar la concentracién de: 7,4 en 50 mg.L=! a 7,1 en
500 mg.L~! al inicio, y de 7,80 en 50 mg.L=! a 7,61 en 500 mg.L.~! al término de los
ensayos. En estas condiciones ambas formas de lodo, el Iodo elemental y el Acido
Hipoidoso se encuentran en equilibrio; y la toxicidad no es atribuida al pH sino al

aumento de la concentracion de Iodo.

Dentro de los pardmetros toxicolégicos subletales para IK, tenemos que en los
ensayos realizados con la solucion isoténica como medio de dilucién se obtuvie-
ron valores méas bajos con el Modelo Bioldgico NEC (41,80 mg.L™!) y CLyq (44,60
mg.L~1) seguidos muy de cerca por la CLyy Probit (45,50 mg.L~!) y finalmente la
NOEC (50,00 mg.L.™1). Al establecer la relacién CLso/NEC = 1,06 encontramos
que el margen de seguridad de esta sustancia es muy bajo por lo que deberéd ser
utilizada con precaucién. Sin embargo, al reemplazar la solucion isoténica por ADR
obtuvimos una secuencia distinta, donde la CL; Probit (98,70 mg.L ™) es seguida
por la NOEC (100,00 mg.L71); la NEC (119,60 mg.L~!) y finalmente la CL;y Mode-
lo Bioldgico (131,00 mg.L~!). El indice de seguridad de esta sustancia (CLsq/CLyg
Probit) resulté en 1,26, este valor nos indica que la dilucién en ADR le otorga ma-
yor estabilidad al IK y no sélo disminuy6 su toxicidad sino que también amplia sus

margenes de seguridad.

En el caso de la Iodopovidona, las concentraciones subletales obtenidas en los
ensayos utilizando la solucién isotonica como medio de dilucién encontramos que

los valores son muy cercanos entre si, no obstante en orden creciente resultaron
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en: CLyo Probit (46,90 mg.L~')< NOEC (50,00 mg.L~')< NEC (59,60 mg.L.™!) <
CLjo Modelo Biolégico 61,70 mg.L ™. Nuevamente en ADR la secuencia se modifica
resultando en: NOEC (100,00 mg.L~!)< NEC (167,20 mg.L~')< CLjo del Modelo
Biolégico (177,00 mg.L~!) < CLyy Probit (202,20 mg.L~1). Los médrgenes de seguri-
dad obtenidos para la Iodopovidona en soluciones de CINa 0,9 % y ADR resultaron
en 1,27 y 1,68 respectivamente, al igual que en los ensayos con IK el margen de
seguridad aumentd al reemplazar la solucién isotonica por ADR.

A pesar de que en todos los casos las concentraciones subletales obtenidas se
encuentran dentro del rango de concentraciones ensayadas, no se obtuvo eclosion en
ninguno de los ensayos realizados con IK o Iodopovidona. Esto puede deberse a que
si bien los embriones fueron capaces de sobrevivir a determinadas concentraciones
de ambos Iodéforos, es probable que el desgaste energético que implicd la sobrevi-
vencia les haya impedido completar su desarrollo satisfactoriamente, retrasando el
crecimiento o imposibilitando la eclosién debido a la importante demanda energética

necesaria para iniciarla.
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Capitulo 5

Evaluacion sobre Achlya racemosa

y Saprolegnia ferax

5.1. Introduccion

La intensificacién de la acuicultura conlleva ineludiblemente al incremento de
las densidades de cria, hecho que a su vez favorece la diseminacién de enfermeda-
des en individuos que estas condiciones se encuentran sometidos al estrés propio
del manejo. Ya sea con fines profilacticos o terapéuticos, diversas sustancias tales
como desinfectantes inespecificos, antiparasitarios, antibiéticos y antifingicos han
sido empleadas para contrarrestar los efectos adversos generados por los patégenos
ya sean parasitos, bacterias, virus u hongos. Las sustancias antifingicas y algunas
antiparasitarias, son denominadas desinfectantes de superficie ya que su objeti-
vo es erradicar patégenos superficiales, siendo utilizados en ambos casos, en banos
de inmersién de duracién variable.

El Verde de Malaquita es el fungicida méas antiguamente utilizado en acuicultu-
ra (Burrows, 1949; Sharp et al., 1952), la prohibicién y/o restriccién de su uso en
muchos paises ha generado la necesidad de ampliar el estudio de sustancias que lo
reemplacen. Entre los compuestos alternativos cuyo potencial fungicida ha sido eva-
luado los més estudiados fueron: el Cloruro de Sodio (Edgell et al., 1993; Marking et
al., 1994; Waterstrat & Marking, 1995; Bly et al., 1996; Schreier et al., 1996), la For-
malina (Marking et al., 1994; Waterstrat & Marking, 1995; Bly et al., 1996; Schreier
et al., 1996), el Permanganato de Potasio (Bly et al., 1996), el Sulfato de Cobre (Bly
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et al., 1996), el Iodo (Fitzpatrick et al., 1995), el Glutaraldehido (Marking et al.,
1994; Fitzpatrick et al., 1995; Skjermo & Vadstein, 1999), el Peréxido de Hidrégeno
(Marking et al., 1994; Fitzpatrick et al., 1995, Waterstrat & Marking, 1995; Schreier
et al., 1996), los herbicidas: Diquat, Simazina, Hydrothol 191, Aquathol K (Mar-
king et al., 1994; Bly et al., 1996), y el Ozono (Bullock et al., 1997; Summerfelt et
al., 1997). M4s recientemente, Khomvilai et al. (2006) propusieron el uso de Hipo-
clorito de Sodio, Loan et al. (2006) evaluaron el efecto fungicida de la Violeta de
Genciana, la Nistatina, el Benzoato de Sodio y el Griseofulvin, y las investigaciones
realizadas por Pottinger & Day (1999), Oono et al. (2007) sugieren que el Bronopol
[2-bromo-2-nitropropano-1 ,3-diol] podria ser un agente fungicida eficaz. Skjermo &
Vadstein (1999) proponen un control basado en el uso de antagonistas bacterianos
no patogenos, y probiéticos que estimulen el sistema inmune. En la actualidad se

estd estudiando el uso de aceites esenciales de hierbas aromaéticas (Mousavi et al.,
2009).

Para la evaluacion del potencial fungicida de una sustancia es necesario conocer
los principales factores implicados en el proceso de infeccion, denominados triada
epidemiolodgica; conformada por: el huésped susceptible, el organismo patégeno, y

condiciones medioambientales favorables.

La susceptibilidad del huésped dependerd de la especie, el estado o condicién,
el estadio de desarrollo; siendo el periodo embrionario el mas susceptible debido a
que el sistema inmune aun se encuentra en vias de desarrollo, los individuos adul-
tos ademas de poseer barreras biolégicas que impedirdn el inicio de la infeccion,
son capaces de entablar una respuesta inmune especifica contra la Saprolegniasis.
Otros factores condicionantes intrinsecos son las situaciones de estrés y el desba-
lance hormonal caracteristico del desove. Los factores extrinsecos como presencia
de contaminantes ambientales, u otros agentes patdgenos son capaces de alterar las
barreras naturales o de disturbar la homeostasis del pez facilitando el ataque de or-
ganismos patégenos. Para el establecimiento de una enfermedad, es imprescindible
la presencia de un agente patogeno capaz de penetrar en los tejidos del huésped,
a esta capacidad invasiva se le denomina infectividad; ademaés de ser infectivo es
necesario que encuentre las condiciones adecuadas para su reproducciéon y disemi-
nacién logrando colonizar otros individuos sanos. En el medio ambiente acudatico las

Saprolegniales forman estructuras reproductivas asexuales denominadas zoosporan-
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gios dentro de los cuales tienen origen las zoosporas; consideradas como unidades
infectivas mas importantes y cuya abundancia determinara el éxito de la infeccién
(Nolard-Tintigner, 1978). Todas las zoosporas, incluyendo aquellas de especies no
patogenas, poseen quimiotaxismo positivo; es decir son capaces de reconocer po-
tenciales sustratos a colonizar. Las zoosporas del género Saprolegnia, debido a su
movilidad, son capaces de encontrar mas rapidamente un sustrato o huésped; en los
otros géneros de Saprolegniales las zoosporas se enquistan en el extremo de salida

del esporangio y su movimiento sera facilitado tinicamente por la corriente del agua.

Los sistemas de incubacion de ovas utilizados la cria intensiva proveen condicio-
nes 6ptimas para el desarrollo de estos organismos. Las temperaturas de incubacion
generalmente se encuentran cercanas o dentro de los rangos de crecimiento 6ptimo
para la mayorfa de Saprolegniaceae —18 a 26°C — (Rach et al., 2004), las altas densi-
dades de carga y un flujo agua lento facilita la liberacion de esporas y promueve su
diseminacion. Los peces y sus ovas son comtunmente parasitados por numerosas espe-
cies de “mohos acuaticos” pertenecientes a la familia Saprolegniaceae. Las distintas
especies ubicadas en los géneros Saprolegnia, Achlya, Aphanomyces y Dictyuchus
tienen una distribucion cosmopolita, siendo ubicuos del medio ambiente acuatico y
han sido reconocidos como causantes de graves pérdidas en la produccion de peces
(Alderman & Polglase, 1984; Post, 1987; Bruno & Wood, 1999; Celada et al., 2004).
Segun Post (1987), la infeccién ocurre tras la colonizacién de ovas muertas o no
fecundadas, las que sirven de sustrato de crecimiento, facilitando la diseminacion y
propagaciéon del micelio hacia las ovas vivas adyacentes, que pueden ser invadidas o

asfixiadas durante la expansién del micelio.

Segun lo mencionado anteriormente la eficacia de una sustancia fungicida depen-
derd principalmente de su capacidad de inhibir el crecimiento vegetativo; limitar la
formacion de esporangios o alterar la capacidad infectiva de las zoosporas. Como se
detallara mas adelante, se han descrito diversas metodologias para evaluar la efica-
cia de un agente fungicida; cada una proporciona diferentes ventajas o desventajas
pero comparten un factor limitante comun: el hecho de que todos los métodos in
vitro mantienen bajo control circunstancias que en condiciones reales no pueden
ser controladas por lo que resulta muy dificil simular la compleja interaccion medio

ambiente-huésped-parasito.

En el presente Capitulo se presentan los resultados obtenidos en los ensayos rea-
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lizados; en los que primeramente se considerd la sensibilidad in vitro de Saprolegnia
ferax y Achlya racemosa a las sustancias fungicidas propuestas en concentraciones
inocuas para las ovas de pejerrey. En estas condiciones se determiné el efecto de las
sustancias fungicidas propuestas sobre la tasa crecimiento, determinandose a su vez
las concentraciones inhibitorias (CI) y la concentracién inhibitoria media (CIM);
también se registraron las principales alteraciones morfolégicas inducidas por dichas
sustancias, evaludandose a su vez su efecto sobre el desarrollo mediante la observacion
de caracteres reproductivos sexuales. Finalmente se realizaron pruebas de eficacia,
en las que se determind, la capacidad, de dicas sutancias, para inhibir la infecciéon

de ovas por S. ferax y A. racemosa.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Efecto de los Fungicidas sobre la Tasa de Crecimiento

Los ensayos fungicidas se realizaron con dos de los géneros mas representativos
de la Familia Saprolegniaceae (Scott & O’Bier, 1962); una cepa de Saprolegnia ferazx
(LPSC 1020) y otra de Achlya racemosa (LPSC 1019). Ambas cepas fueron aisladas
de ovas de pejerrey Odontesthes bonariensis, tal como se describe en la Seccién 2.2.21

Se evalué el efecto de cinco sustancias fungicidas: Verde de Malaquita, Cloruro de
Sodio, y Formalina (estabilizada con Metanol), Acido Acético Glacial, Acido Acético
Tamponado, loduro de Potasio y lodopovidona de una marca comercial denominada
Pervinox. Se realizaron ensayos en medio sélido utilizando Agar Glucosa Glutamato
(Seymour, 1970) como medio base, con agregado de cada sustancia hasta obtener las
concentraciones mencionadas en la Tabla [B.1l La composicién del medio de cultivo
basal se detalla en el Apéndice[Al Para la determinacion del rango de concentraciones
a ensayar, se consideraron parametros de toxicidad para ovas de pejerrey como la
Concentracién de No efecto (NEC) y la CL5-96h cada sustancia, siendo esta tltima
considera como el limite superior del rango de concentraciones a ensayar.

Los in6culos utilizados para los ensayos de inhibicién del crecimiento fueron pro-
venientes de cultivos puros en GGI. Para la obtencién de los mismos, se sembr6 una
porcion de micelio de cada cepa en el centro de una placa de Petri con 20 ml de agar

Glucosa Glutamato (GGl). Al cabo de 4 dias de incubacién para S. feraz y 8 para A.
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Tabla 5.1: Concentraciones empleadas en los ensayos de inhibicién del crecimiento (en negrita las

concentraciones por encima de las CL5p-96h para ovas de pejerrey).

Sustancia Concentraciones ensayadas
Verde de Malaquita [mg‘L'l] 0,03 0,06 0,12 025 0375 0,5 0,75 1
Cloruro de Sodio [g.L"] 7.5 10 15 20 25 36 35
Formalina [ul.L"] 20 40 80 150 250 450 900
Acido Acético Glacial [mg.L"] 10 15 25 50 100 200 / /
Acido Acético Tamponado [mg.L’l] 100 200 400 600 800 1000 1500 2000
Toduro de Potasio [mg.L'l] 20 30 50 72,5 145 240 480 960
Todopovidona [mgIK.L™"] 30 50 80 120 180 360 720 1440

racemosa, se cortaron inodculos de 5,0 mm diam. con un sacabocado de vidrio estéril,
del borde activo de crecimiento de la colonia. Se realizaron cuatro réplicas para los
tratamientos y cinco réplicas para los Controles; con la finalidad de disminuir las
pérdidas por evaporacién, cada placa fue sellada con film adherente y almacenada
en una camara de incubaciéon a 17°C.

Diariamente se midi6 y registré el didmetro de la colonia en la misma direccion,
durante dos semanas, utilizando un calibre Vernier (precision = 0,1 mm), hasta
que el grupo Control de alguna de las especies alcanzara el borde de la placa. La
observacion de las placas que no alcanzaron el borde, se prolongd por una semana
adicional para detectar crecimiento tardio en alguna de las concentraciones.

Con los datos obtenidos se realizd un anélisis de regresion simple y se calculé el
Coeficiente de Correlacién de Pearson (R) y el Coeficiente de Determinacién (R?).
La Tasa de Crecimiento fue expresada como la pendiente de la recta de regresion
para cada condicion.

La tasa de Inhibicién del Crecimiento (IC), se expresé como porcentaje de re-
duccién del didmetro de la colonia del tratamiento comparado con el grupo Control,

y fue calculado como sigue:

Inhibicion[ %] = (1 — Diéuirfetro de colonia .tratamiento 100 %
Didmetro de colonia Control

La Concentracién Inhibitoria Media (CIM), concentracién en la que el creci-
miento se inhibe en un 50 %, fue calculada mediante la interpolacién de los datos de

inhibicion obtenidos para las concentraciones ensayadas.
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Analisis Estadistico

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
las tasas de crecimiento en las placas adicionadas con las sustancias fungicidas y
los Controles, se realizé un analisis de varianza mediante un ANOVA de una via;
las comparaciones entre grupos se efectuaron mediante el método a posteriori de
multicomparaciones de Dunnet, o el test no paramétrico Kruscall Wallis, en ambos

casos utilizando el programa XL Stat 7.5.

5.2.2. Efecto de los fungicidas sobre caracteres morfolégicos

Con la finalidad de observar el efecto de los fungicidas sobre el desarrollo de S. fe-
rax vy A. racemosa, luego de dos semanas de exposicion, se procedio a la observacién
de: 1) caracteristicas macroscépicas como: la abundancia de micelio: denso o disper-
so; la forma de crecimiento (aéreo o sumergido) y, 2) caracteristicas microscépicas
como: el aspecto general del micelio, la formacién y abundancia de yemas, la pre-
sencia de oogonios y oosporas, normales o anémalos.

Cada placa se dividié en cuatro sectores, las observaciones se realizaron en uno de
éstos, para cada una de las réplicas de cada tratamiento. El nimero de oogonios por
placa se obtuvo multiplicando por 4 el recuento obtenido en cada sector, finalmente

fue expresado como el niimero se oogonios promedio para cada concentracién.

5.2.3. Prueba de Eficacia en ovas de pejerrey

Las pruebas de eficacia fueron realizadas con el objetivo de determinar el efecto
fungicida de las sustancias elegidas en solucién acuosa y evaluar su capacidad de
inhibir la infeccién. Las sustancias utilizadas fueron seleccionadas de acuerdo a su
capacidad fungicida in vitro, siendo seleccionadas aquellas sustancias que exhibieron
un efecto inhibitorio, a concentraciones menores que las NEC correspondientes, en
los ensayos en medio agarizado.

Las pruebas de eficacia consistieron en exponer simultdneamente a: a) las ovas
de pejerrey, b) la especie fingica, y ¢) a una concentracién determinada del agente
fungicida, con la finalidad de conocer si dicha sustancia inhibe o limita la infeccién

de las ovas, mejorando el porcentaje de sobrevivencia.
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Para esto fue necesario primeramente preparar los indculos, los que se obtuvieron
de cultivos puros de S. feraz y A. racemosa, de los cuales se extrajeron del borde
activo de crecimiento de la colonia porciones de agar de 13 mm diam, las que fueron
colocadas en placas de Petri estériles con 20 ml de agua dura reconstituida (ADR)
estéril y 5 semillas de sésamo estériles empleadas como cebo. Para mantener sepa-
radas las colonias y facilitar su estandarizacién, se emplearon discos de goma eva
de 7,5 cm de diametro con un orificio central, en el que se colocé la porcion de agar
y cinco orificios en la periferia donde se colocd una semilla de sésamo por orificio.
Luego de ser incubadas a una temperatura de 17 + 2°C durante un periodo de 6
dias para Saprolegnia ferax y 10 dias para Achlya racemosa., las placas fueron ob-
servadas bajo lupa binocular para verificar la ausencia de organismos contaminantes
y las semillas colonizadas fueron colectadas.

Los inéculos obtenidos, segin lo descrito anteriormente fueron colocados en pla-
cas de Petri, a razén de 1 por placa, con 20 ml de las soluciones con las sustan-
cias fungicidas: Acido Acético Tamponado (200 mg.L~), Verde de Malaquita (0,25
mg.L.7!) y Formalina (40 pl.L7!) y un Control con ADR estéril. En cada placa se
colocaron 10 ovas. Al cabo de 48 horas se realizé un recambio de las soluciones, tras
las 48 horas siguientes, al completar un total de 96 horas de exposicion, se di6 por
terminado el ensayo haciendo un recuento del niimero de ovas: vivas sin infeccion,
infectadas (vivas y muertas) y muertas sin infeccién.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con el test no paramétri-
co de Wilcoxon de rangos signados para muestras apareadas; mediante el cual se
evalud la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las tasas de

infeccién y sobrevivencia entre el grupo Control y los tratamientos.

5.3. Resultados

5.3.1. Efecto de los Fungicidas sobre la Tasa de Crecimiento

En la presente seccion se incluyen los resultados de los ensayos realizados con
las sustancias fungicidas. A continuacién se presenta de manera grafica el efecto
de cada sustancia sobre el crecimiento de ambas especies en funcién al tiempo de

exposicion; seguido de las pendientes obtenidas a partir de la recta de regresion
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Figura 5.1: Efecto del Verde de Malaquita sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

y de los estadisticos: Coeficiente de correlacién de Pearson (R) y Coeficiente de
Determinacién (R?). Seguidamente se ilustra comparativamente el crecimiento de
ambas especies al sexto dia de exposicién y finalmente se presentan los porcentajes

de inhibicion del crecimiento para cada especie y sustancia.

Verde de Malaquita (Figuras [5.1] a [5.3))

En la Figuras 5.1y se muestra el efecto del Verde de Malaquita (VM) sobre
el crecimiento de S. ferax y A. racemosa; en ambos casos se observa una tendencia a
disminuir el crecimiento conforme se incrementa la concentracién de VM. Sélamente
se registré crecimiento en concentraciones inferiores a los 0,12 mg.L ™!, concentracién
que se encuentra muy por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (0,51 mg.L™1).

También se observé un leve retraso del crecimiento en las placas expuestas a VM.
En S. feraz (Figura [5.]), podemos observar que el grupo Control crecié temprana
y rapidamente alcanzando el borde de la placa de Petri luego del cuarto de dia de
incubacién; sin embargo, el crecimiento en los tratamientos con 0,03 y 0,06 mg.L ™1
se inici6 al tercer dia de incubacién. En A. racemosa (Figura [(.2]), solamente se
observé un retraso en el inicio del crecimiento en las placas expuestas a 0,06 y 0,12
mg.L !, iniciando el cuarto y octavo dfa de exposicién respectivamente.

Los valores de las pendientes, son presentados en la Tabla 5.2 En ambos casos
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Figura 5.2: Efecto del Verde de Malaquita sobre el crecimiento de A. racemosa. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

Tabla 5.2: Valores de Pendiente, R y R? para S. feraxz y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de VM. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05) respecto
del Control.

Saproleqnia ferax Achlya racemosa
Concentracién
[mg.L] Pendiente R R? Pendiente R R*
Control 180 1,00 100 0623 1,00 093
0,03 0,64 1,00 093 0,37 099 091
0,06 047 1,00 095 022 093 0,71
0,12 1] - 0 -

fueron decreciendo al incrementar la concentracién de VM; en todos los tratamien-
tos las pendientes fueron menores a las del grupo Control, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas (p< 0,05). Los coeficientes de correlacién de Pear-
son fueron mayores a 0,99 en todos los casos, lo que indica un estrecho grado de
asociacion entre las variables.

La Figura esquematiza las diferencias en la sensibilidad de ambas especies
al VM luego de 6 dias de incubacién; los asteriscos senalan las concentraciones a
las que los valores de pendiente fueron significativamente menores a los del grupo
Control.

En la Tabla B3] se presentan los porcentajes de inhibicién del crecimiento (IC)
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Figura 5.3: Efecto de la concentracion de VM sobre el crecimiento, de S. feraz y A. racemosa en
GGI. Diametro registrado luego de 6 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias £+

desviacion estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

Tabla 5.3: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. feraxz y A. racemosa, expuestos a diferentes

concentraciones de Verde de Malaquita.

Porcentaje de inhibicién de

Concemr-ﬂci-.‘:n crecimiento
[mg.L] Saprofeqmia Achiya
fera racemosa
Control - B
0,03 B0 RS 3R 81
0,06 7289 0951
0,12 10000 100,00

para cada tratamiento y especie. En ambas especies se alcanzé una inhibicion total
del crecimiento a 0,12 mg.L~!. Los valores de IC, para S. feraz al ser expuestos a
0,03 — 00,6 mg.L~! oscilan entre 60,65 y 72,69 %, ambos superan la concentracién
inhibitoria media (CIM) cuyo valor se encuentra por debajo de los 0,03 mg.L ™ty
resulté en 0,025 mg.L~!. Para A. racemosa la inhibicién del crecimiento fue mucho
més gradual, con valores de IC de 36,81 y 59,51 % para 0,03 y 0,06 mg.L ™! respec-

tivamente; entre estas concentraciones también se ubicé la CIM (0,047 mg.L™1).
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Figura 5.4: Efecto del CINa sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son expresados como medias

+ desviacién esténdar (D.E.). Concentraciones en g.L =1,

Cloruro de Sodio (Figuras 5.4 a [5.6))

En el caso de Cloruro de Sodio (CINa) (Figuras 5.4 y [5.5), el crecimiento de S.
ferax y A. racemosa fue inhibido a concentraciones por debajo de la Concentracién
de No efecto (NEC: 28,68 g.L.™!) y la CLyo Probit (27,25 g.L.!) para ovas de pejerrey.

S. ferazx logré crecer en un espectro mas amplio de concentraciones que A. race-
mosa; no obstante en esta especie se observo un retraso en el inicio del crecimiento
en las placas expuestas a 20 y 25 g.L !, el que tuvo lugar al tercer dia de exposicién;
también se observd que el grupo Control crecié rapidamente alcanzando el borde de
la placa al sexto dia de incubacién.

El crecimiento de A. racemosa se vio afectado por el incremento de la concen-
tracién de ClNa en el medio, de manera més dréstica, iniciando tardiamente en
las placas expuestas a 7,5 y 10 g.L 7!, al cuarto y quinto dia de exposicién respec-
tivamente. A concentraciones superiores a 10 g.L.! el crecimiento fue totalmente
inhibido.

En la Tabla (54| se presentan los valores de la Pendiente y el Coeficiente de
Determinaciéon (R?). Podemos observar un descenso progresivo de la pendiente al
incrementar la concentracién, con valores para el Coeficiente de correlacién de Pear-
son (R) que oscilan entre (0,95-1,00), lo que demuestra un alto grado de asociacién

entre el diametro de la colonia y el tiempo de exposicién.
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Figura 5.5: Efecto del ClNa sobre el crecimiento de A. racemosa. Los datos son expresados como

medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en g.L~!.

Tabla 5.4: Valores de Pendiente, R y R? para S. ferar y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de ClNa. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05) respecto
del Control.

Saprolegnia ferax Achha racemosa
Concentracion

[mg.L™"] Pendiente R R? Pendiente R R?

Control 150 1,00 1,00 055 099 096
15 121 099 095 0,36 0sa 0,85
10 1,07 099 096 10 0ga 0,58
15 0,61 0,95 077 ] s S
20 0,37 099 085 1] - 3
25 0,19 096 077 i = =
30 0 - - i - -

En la Figura[5.0] se presenta un esquema comparativo del crecimiento de S. ferax
y A. racemosa. Aqui se observa con claridad lo mencionado en parrafos anteriores,
el efecto inhibidor del Cloruro de Sodio mas agudo en A. racemosa que en S. feraz.
En ambas especies se encontraron diferencias significativas en el crecimiento entre
el grupo Control y todas las concentraciones ensayadas (p<0,05). Ademdas se ob-
servéd claramente la mayor tolerancia a la salinidad que exhibe S. feraz, en la que
observamos un abrupto descenso del crecimiento entre 10 y 15 g.L™!. A. racemosa,

en cambio mostré un descenso del crecimiento menos pronunciado entre 7,5 y 10
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Figura 5.6: Efecto de la concentraciéon de CINa sobre el crecimiento de S. ferax y A. racemosa en
GGI. Diametro registrado luego de 6 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias £+

desviacion estdndar (D.E.). x : Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

Tabla 5.5: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. ferax y A. racemosa expuestos a diferentes

concentraciones de Cloruro de Sodio.

Porcentaje de Inhibicion del

Concelm_'lncién crecimiento
loL] Saprolegiia Achilya
farax racemosa
Control - -

75 19,02 3353
10 2338 7R Aa
15 5,03 100,00
20 7283 100,00
25 8380 100,00
30 100,00 100,00

g.L~'y fue totalmente inhibida en 15 g.L ™.

Para ambas especies el ClINa tuvo un efecto inhibidor del crecimiento proporcio-
nal a su concentracion. Los porcentajes de inhibicién para S. ferax oscilaron entre
19,08 - 83,85 %; la CIM (13,20 g.L™!) se ubicé entre 10 y 15 g.L™!, finalmente en
las placas expuestas a 30 g.L.™! el crecimiento de S. ferax fue totalmente inhibido.
A. racemosa resulté ser méas sensible al ClNa, siendo completamente inhibida a 15

g.L 7% los porcentajes de inhibicién obtenidos a 7,5 y 10 g.L=! fueron de 33,53 y
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76,88 %; dentro de este rango de concentraciones también se encontré la CIM (8,50

g.L71) la que resulté ser menor a la obtenida para S. feraz.

Formalina (Figura [5.7))

El efecto de la Formalina sobre estas especies fue bastante notorio. Se puede
observar una inhibicién total del crecimiento a concentraciones mucho menores que
la NEC para ovas de pejerrey (530 ul.L™1). Saprolegnia ferar no logré crecer en
ninguna de las concentraciones ensayadas; por su parte A. racemosa sélo logré crecer
en 20 pl.L™1; el efecto de la Formalina sobre el crecimiento de esta especie se ilustra
en la Figura 5.7

En la Tabla se observa que la pendiente de A. racemosa mostré diferencias
significativas (p<0,05) entre el grupo Control y el tratamiento con 20 ul.L~!. Los
valores elevados para los Coeficientes de Correlacion de Pearson y de Determinacion
indican un buen ajuste de los datos al modelo.

Puesto que Saprolegnia ferax no crecié en ninguna de las concentraciones ensa-
yadas obviaremos la presentacion del grafico que ilustra comparativamente el efecto

de la Formalina sobre ambas especies.

B Control

20

Diametro de colonia (cm)
D
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Figura 5.7: Efecto de la Formalina sobre el crecimiento de A. racemosa. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en pl.L~1.
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Tabla 5.6: Valores de Pendiente, R y R? para S. feraxz y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de Formalina. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.

Saprolegnia ferax Achlya racemosa
Concentracion
[l Pendiente R R Pendiente R R
Control 1} 0B1 1,00 084
20 ] 0,33 0,99 086
40 0 = - 0 - -
80 0 2 - 0 - -

Tabla 5.7: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. feraxz y A. racemosa, expuestos a diferentes

concentraciones de Formalina.

Porcentaje de nhibicion

Concemraldén del crecimiento
Imekd Saprolegnia  Achiya
ferax racemnossa
Control - -
20 100,00 3975
40 100,00 100,00
80 100,00 100,00
150 100,00 100,00
250 100,00 100,00

En la Tabla [5.7] se presentan los Porcentajes de Inhibicion del crecimiento de S.
ferax y A. racemosa, expuestos a Formalina. A una concentracién de 20 ul.L™! la
IC de A. racemosa fue de 39,75 % mientras que a 40 pl.L~talcanza el 100 %, entre

ambas concentraciones se encuentra la CIM (23,40 pl.L™1).
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Acido Acético

Acido Acético Glacial (Figuras 5.8 a[5.10) Las Figuras 5.8 y [5.9 muestran
el crecimiento de S. ferax y A. racemosa expuestas al Acido Acético Glacial (AcH);
el rango de concentraciones ensayadas no ejercio efecto inhibitorio sobre la TC de
ambas especies.

El crecimiento de S. ferax se vié estimulado a una concentracién de 10 mg. L1
de AcH; a pesar de que a concentraciones superiores a los 15 mg.L ™! se observé un
efecto levemente inhibidor, solamente se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las TC del grupo Control y las placas expuestas a 200 mg.L™!.
En esta concentracion también se observé un retraso en el inicio del crecimiento, el
que empezd el cuarto dia de exposicion.

El AcH tampoco tuvo un efecto inhibitorio sobre A. racemosa, pero a diferencia
de S. feraz, el crecimiento en las placas expuestas a 10 y 25 mg.L~! fue menor al
obtenido en el grupo Control, encontrandose diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,05), ademds en esta especie se observo la total inhibicién del crecimiento

en 200 mg. L.
En la Tabla se presentan los valores de la Pendiente, Coeficiente de Corre-

lacion de Pearson y Coeficiente de Determinacion, correspondientes a la recta de

regresion. Los valores del coeficiente de correlacién de Pearson para S. ferax oscilan
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Figura 5.8: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son expre-

sados como medias & desviacién estdandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 5.9: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de A. racemosa. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~ 1.

Tabla 5.8: Valores de Pendiente, R y R? para S. ferax y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de Acido Acético Glacial. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas

(p< 0,05) respecto del Control.

Saprolegnia ferax Achlya racemosa
Concentracion
[mg.L™] Pendiente R 1§ Pendiente R R
Control 096 1,00 094 061 1,00 0394
10 120 1,00 [UR=5] 0,56 100 094
15 101 0,99 0597 059 099 095
25 0g4 0,99 0o 0,57 100 095
50 093 097 ng1 073 099 095
100 0E8 095 0fFs 0 EB5 100 094
200 0,20 0,86 051 i} - -

entre (0,86-1,00); el limite inferior de este rango corresponde al valor obtenido en
las placas expuestas a 200 mg.L™! y su valor es mds bajo debido a que la recta fue
trazada unicamente con dos puntos de medicion; para A. racemosa éstos valores se
encontraron entre (0,99-1,00) e indican un buen ajuste de los datos a la recta de

regresion.
La Figura B.I0ilustra comparativamente la respuesta de S. ferax y A. racemosa,

en un periodo de exposicién de 6 dias; como podemos observar ambas especies
describieron un patron de respuesta comparable al incremento en la concentracion
de Acido Acético.
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Figura 5.10: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de S. ferax y A. racemosa en
GGI. Diametro registrado luego de 6 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias £

desviacion estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

Tabla 5.9: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. feraxz y A. racemosa, expuestos a diferentes

concentraciones de Acido Acético Glacial.

Porcentaje de Inhibicion

Concentracion del crecimiento
[mg.L7] Saprolegnia Achlya
ferax racemosa
Control 3
10 -18.34 837
15 227 549
25 9487 9R2
50 -11 B8 -14.23
100 10 BB -4 g1
200 B8 55 100,00

En la Tabla[(5.9 se muestran las IC, que para ambas especies la CIM para ambas
especies se ubica entre los 100 y 200 mg.L~!, siendo 167,84 y 152,3 mg.L~! para S.

ferax y A. racemosa, respectivamente.

Acido Acético Tamponado (FigurasB5.1TaB.13) En las FigurasG 1Ty 512 se
presentan las respuestas de S. ferax y A. racemosa a la exposicion al Acido Acético

Tamponado (AcHT); el efecto téxico de esta sustancia se observé claramente en
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Figura 5.11: Efecto del Acido Acético Tamponado sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 5.12: Efecto del Acido Acético Tamponado sobre el crecimiento de A. racemosa. Los datos

son expresados como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L ™.

ambas especies, ya que solo lograron crecer luego del tercer dia de exposicion y
en la mas baja de las concentraciones empleadas para los ensayos. Concentraciones
superiores a los 100 mg.L~! tuvieron un efecto letal sobre ambas especies; estos
resultados indican que existe un amplio rango amplio de concentraciones con efecto

fungicida que se encuentra por debajo de la NEC correspondiente (532,90 mg.L~1).
En la Tabla [5.10 se presenta los valores de las Pendientes, Coeficiente de corre-
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Tabla 5.10: Valores de Pendiente, R y R? para S. feraz y A. racemosa, expuestos a diferentes con-
centraciones de Acido Acético Tamponado. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas

(p< 0,05) respecto del Control.

Saprolegnia ferax Achlya racemosa
Concentracién
[mg.L™'] Pendiente R R Pendiente R R
Control 120 100 095 g =N 099 095
100 0,19 096 083 2,35 0497 079
200 0 - - 1] - -
400 0 - - il
600 0 - - 1]
800 0 i]

lacion de Pearson y Coeficiente de Determinacién; en ambos casos los valores de la
Pendiente en los grupos expuestos a 100 mg.L~! fueron significativamente inferiores
a los obtenidos en el grupo Control. Los valores para el Coeficiente de correlacion
de Pearson y Coeficiente de Determinacion son elevados indicando un buen ajuste
de los datos al modelo.

En la Figura (.13, podemos ver que tanto S. ferax como A. racemosa exhibieron
una respuesta similar al Acido Acético tamponado.

En la Tabla .11 se presentan las IC para ambas especies; asi tenemos que S.
ferazx resulté ser mas sensible al Acido Acético Tamponado que A. racemosa. En
las placas expuestas a 100 mg.L~!, la IC de S. feraz fue de 84,78 %, y la CIM se
ubicé por debajo de los 100 mg.L~! resultando en (58,97 mg.L~!); mientras que
para A. racemosa la inhibicién del crecimiento correspondiente a 100 mg.L~! fue
del 34,55 %, y la CIM (123,61 mg.L ') se ubicé entre los 100 y 200 mg. L.

Compuestos Iodados (Figuras [5.14] a [5.19))

Ioduro de Potasio (Figuras 5.4 a[5.16)) El efecto del Ioduro de Potasio (IK)
sobre el crecimiento de S. ferax y A. racemosa se presenta en las Figuras[b.14]y
Como podemos observar ambas especies lograron crecer en todas las concentracio-
nes ensayadas, el IK no tuvo un efecto letal sobre las cepas en estudio. Se puede
apreciar que algunas concentraciones tuvieron un efecto levemente estimulador del
crecimiento,como el observado en S. feraz al ser expuesta a 20 y 50 mg.L~! aun-

que éste no resulté estadisticamente significativo. En  A. racemosa la estimulacion
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Tabla 5.11: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. feraz y A. racemosa, expuestos a dife-

rentes concentraciones de Acido Acético Tamponado.

Porcentaje deInhibicién de

Concenu'alcién crecimiento
[ma.L] Saprolegnia Achlya
ferax racemosa
Control - -
100 o478 34 55
200 100,00 100,00
400 100,00 100,00
600 100,00 100,00
800 100,00 100,00

del crecimiento observada en las placas expuestas 10 — 80 mg.L=! de IK ha sido

demostrada estadisticamente, encontrandose diferencias significativas con el grupo

Control. Cabe senalar que en ambos casos los rangos de concentraciones ensayadas

supera los valores de NEC para ovas de pejerrey, los que fueron: de 50,30 y 147,00
mg.L ™! en CINa 0,9 % y ADR respectivamente.

Los valores de la Pendiente, presentados en la Tabla [5.12] se correlacionan con lo

Diametro de la colonia [cm]
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4m

a0
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Figura 5.13: Efecto de la concentracién de Acido Acético tamponado sobre el crecimiento de S.

ferax y A. racemosa . Didmetro registrado luego de 6 dias de exposicién. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). #: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del

Control.
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Figura 5.14: Efecto del IK sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son expresados como medias

+ desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 5.15: Efecto del IK sobre el crecimiento de A. racemosa . Los datos son expresados como

medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L~!.

observado en los graficos anteriores; las variaciones en las pendientes son aleatorias
y no estan relacionadas con la concentracion.

En la Figura [5.16] podemos observar que al sexto dia de exposicién el crecimiento
de ambas especies permanece inalterado por el incremento de la concentracion de

IK, sin embargo en A. racemosa éste fue ligeramente estimulado en concentraciones
de hasta 80 mg.L .
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Tabla 5.12: Valores de Pendiente, R y R? para S. feraxr y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de IK. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05) respecto
del Control.

Saprolegnia ferax Achlya racemosa
Concentracion
[|‘ng.L'1] Pendiente R R Pendiente R R’
Control 123 100 1,00 057 059 095
10 1,16 1,00 1,00 0 &7 0592 095
20 140 100 1,00 065 0995 095
30 121 100 1,00 0G4 D99 095
50 134 100 1,00 064 1,00 0595
80 1.1 1,00 099 072 1,00 1,00
120 116 100 0,59 0 &0 1,00 095

—B— Sapmieghia
84 fera

4 4 —— Achlva
HECERI0SEE

Diametro de la colonia [cm]

' i

010 20 .30 40 50 6O 7O BDlII 120

i ; -
Concentracion de loduro de Potasio [mg.L"]

Figura 5.16: Efecto del IK sobre el crecimiento de S. ferax y A. racemosa en GGl Didmetro
registrado luego de 6 dias de exposicion. Los datos son expresados como medias + desviacion

estandar (D.E.). *: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

La Tabla B.I3] muestra los porcentajes de inhibicion del crecimiento de ambas
especies, obtenidos en las distintas concentraciones de IK. En S. ferazx, a lo largo del
perfil de concentraciones se alternan indistintamente efectos levemente inhibitorios
y estimulantes; el porcentaje de inhibicién méximo alcanzado fue de 4,86 % a 80
mg.L~1. En A. racemosa se observan valores de IC negativos, los que indican que el

IK actuaria estimulando el crecimiento de esta especie.
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Tabla 5.13: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. feraz y A. racemosa, expuestos a dife-

rentes concentraciones de IK.

Porcentaje de Inhibicidn del

Concenu'ﬂcié'n crecimiento
fmg:t| Saprolegnia Achiya
ferae racemosa

Control - -
10 208 -19.29
20 -14 93 -17 86
30 -1.38 -10,71
a0 -10,42 1704
a0 4 86 -2500
120 -0 B9 -8929

Iodopovidona (Figuras [5.17 a 5.99) El efecto de la Iodopovidona sobre el
crecimiento de S. ferax y A. racemosa se ilustra en las Figuras 517y 6.I8 la TC de
ambas especies no logré ser totalmente inhibida por dicha sustancia. Considerando
que la NEC de la Todopovidona para ovas de pejerrey en una solucion isotonica fue
de 41,80 mg.L~! mientras que en ADR fue de 119,60 mg.L~!; podemos afirmar que,
en un rango de concentraciones inferior a la NEC o en este caso la CL;g del Probit
98,7 mg.L =%, la Iodopovidona no ejerce un efecto fungicida o fungistatico sobre S.

ferax vy A. racemosa.
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Figura 5.17: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de S. feraz. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 5.18: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de A. racemosa Los datos son expre-

sados como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

En la Tabla[5.14]se presentan los valores de Pendiente, Coeficiente de correlacion
de Pearson y Coeficiente de determinacién para ambas especies expuestas a Iodopo-
vidona. En Saprolegnia ferax se observé que una concentracién de 180 mg. L1 ejerce
un efecto estimulador del crecimiento; mientras en Achlya racemosa se observo un
efecto semejante en las placas expuestas a 20 mg.L~!, y en las expuestas a 120 y
180 mg.L ! se observé un efecto inhibidor de la Iodopovidona sobre esta especie.

Como podemos observar en la Figurab.19) la Iodopovidona sélo ejercié un efecto

negativo sobre el crecimiento de S. feraz a 80 mg.L~! mientras que en A. racemosa

Tabla 5.14: Valores de Pendiente, R y R? para S. ferar y A. racemosa, expuestos a diferentes
concentraciones de Iodopovidona. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.

Saprolegnia ferax Ac hlya racemosa
Concentracion
[mg.L"] Pendiente R R Pendiente R R
Control 122 1,00 1,00 057 099 03as
20 1,16 1,00 1,00 055 099 095
30 1,28 1,00 0,99 0B2 099 055
50 131 1,00 0,99 0,59 0,99 0os
80 1,02 1,00 0,99 057 099 0os
120 1,34 1,00 0,99 2,56 099 095

180 1,40 1,00 0,99 0,57 033 095




184 Evaluacién sobre Achlya racemosa y Saprolegnia ferax

- " i*/r.

B 7 = —— Sagprokgniz
5 fe v
—— Achia

4 1 M racemosa

Diametro de la colonia [cm]

0 I | W W
T

o 10 20 ‘3 40 50 6O 7O &0 120 130

- ; -
Concentracion de lodopovidona [mg.L ]

Figura 5.19: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de S. ferax y A. racemosa en GGI.
Didmetro registrado luego de 6 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias +

desviacion estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

éste fue observado a 120 y 180 mg. L™t

En la Tabla se presentan los porcentajes de IC de S. ferax y A. racemosa
expuestas a Iodopovidona; encontramos que esta sustancia no tuvo un efecto inhi-
bidor directamente relacionado con su concentraciéon, ya que en ambas especies se
observé de manera alternada y aleatoria la inhibicién y estimulacion del crecimiento

motivo por el cual la CIM no pudo ser calculada.

Tabla 5.15: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de S. ferax y A. racemosa, expuestos a dife-

rentes concentraciones de lodopovidona.

Porcentaje de Inhibicion del

Concentl'gilcidn crecimiento
[mg.L] Saprolegnia Achlya
fara racemosa
Control - -
20 174 -15.71
30 278 -7 8h
a0 -5 21 -5 43
a0 1319 -0.71
120 -7 B4 1,43

180 -11 .46 1,43
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Finalmente, podemos concluir que el crecimiento de ambas especies respondié a
un modelo de regresién lineal simple de origen en cero, tal como lo demuestran
los valores del coeficiente de correlacion de Pearson presentados mas adelante. En
términos generales, los valores del Coeficiente de Determinacion indican qué propor-
cién de las variaciones en el didmetro de la colonia, para cada concentracion, estan
determinadas por la variacién en el tiempo de exposicion. Por éste motivo la Tasa
de Crecimiento (TC) fue expresada como la pendiente de la recta de regresién de
los didmetros de la colonia obtenidos en cada tratamiento y a cada concentracion.

Los valores de las pendientes indicaron que, en ausencia del agente fungicida,
la Tasa de Crecimiento de Saprolegnia feraz fue el doble que la de Achlya racemo-
sa (relacién 2.0-2.2). En ambas especies el Coeficiente de Pearson mostré un alto
grado de asociacién entre el tiempo de exposicion y el crecimiento en las diferentes
concentraciones de cada una de las sustancias. En general, todos los tratamientos tu-
vieron un efecto inhibitorio sobre la TC de ambas especies respecto a los Controles,

proporcional a la concentracion, y estadisticamente significativo.



186 Evaluacién sobre Achlya racemosa y Saprolegnia ferax

5.3.2. Efecto de los Fungicidas sobre los caracteres mor-

fologicos

A continuacion se describen las alteraciones morfolégicas en las estructuras vege-
tativas y reproductivas sexuales observadas en S. ferax y A. racemosa; observadas al
ser expuestas a diferentes concentraciones de: Verde de Malaquita, Cloruro de Sodio,
Acido Acético Glacial, Acido Acético tamponado y dos compuestos iodados: Ioduro
de Potasio y Iodopovidona. Ademas de las descripciones se presentan fotografias que
ilustran las caracteristicas observadas mas llamativas, para cada tratamiento.

Las estructuras reproductivas sexuales femeninas u oogonios presentaron una
diversidad en tamanos y formas, y también una considerable variacion en cuanto a su
abundancia y distribucién numérica entre concentraciones en un mismo tratamiento,
asi como entre réplicas de una misma concentracion Estas se ilustran en Figuras que
seran presentadas individualmente para cada sustancia y especie. Las Tablas
y 6.7 acompanan a estas Figuras mostrando el promedio y desvio estandar para el

recuento de oogonios en las diferentes condiciones ensayadas.



Tabla 5.16: Valores promedio y desvio estdndar del recuento de oogonios de Saprolegnia ferax en diferentes condiciones de cultivo.

Tratamientos

Concentraciones mg.L™

Verde de Malaquita Control 0,03 0,06 0,125 - - -
Promedio 429 00 260,00 27600 401000 - - -
Desviacion estandar 214,63 208,74 7832 517,67 - - -

Acido Acético Control 10 15 25 50 100 200
Promedio 393200 8134 57 3938 .00 4480 g0 391 33 3424 00 104100
Desviacion estandar 278,30 964,54 946 96 225264 284 BB 134,55 375,449

Acido Acético tamponado Control 100 - - - - -
Promedio 786 &7 113900 - = - - -
Desviacion estandar 328,41 74,049 = 2 - - =

lodure de Potasio Control 10 20 30 50 80 120
Promedio 115500 805 00 7ae 00 115200 1044 DO 219500 200500
Desviacion estandar 257,94 213,53 337,549 318,22 792,91 476,83 954,76

lodopovidena Control 20 30 50 80 120 180
Promedio 115500 454 00 144000 110100 856,00 611,00 126000
Desviacion estandar 257,94 428,05 284,01 34019 109,45 167,02 186,61

sopejmnsoy €'¢
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Tabla 5.17: Valores promedio y desvio estdndar del recuento de oogonios de Achlya racemosa en diferentes condiciones de cultivo.

Tratamientos

Concentraciones mg.L”

Verde de Malaquita Control 003 0,06 0,125 0.25
Promedio 2865 00 404,00 54 00 59,00 6080
Desviacion estandar 72,62 171,11 28149 116,96 54 BB

Acido Acético Control 10 15 25 50 100 200
Promedio 298,00 1440 57 142000 212000 113900 704,00
Desviacion estandar 1645, 26 A81,82 694,31 420,91 A73,10 159,10

loduro de Potasio Control 10 20 30 50 80 120
Promedio 5300 404,00 1024 00 293 00 450,00 36700 95 00
Desviacion estandar 272 199,43 943 64 107,94 237 B4 378,86 78,95

lodopovidona Control 20 30 50 80 120 180
Promedio 5300 1517 00 g3.00 807 00 573,00 400,00 626 40
Desviacién estandar 2,72 TH T4 43 22 1011 48 361,849 444 32 496,46

88T
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Verde de Malaquita

Saprolegnia ferax (Figura5.20) FEn el grupo Control de S. feraz, no se observa-
ron alteraciones en el micelio; se encontraron yemas irregulares, dispersas; oogonios
esféricos o piriformes, variables en ntimero, algunos conteniendo oosporas maduras
en su interior. En las placas expuestas a 0,03 mg.L~! encontramos numerosas yemas
simples, esféricas, catenuladas e irregulares, entremezcladas con oogonios; a diferen-
cia del grupo Control, en esta concentracion no se observaron oosporas desarrolladas
o maduras. En 0,06 mg.L~!, también se encontraron numerosas yemas irregulares
y mas delgadas que en los anteriores tratamientos. En el grupo expuesto a 0,125
mg.L ™!, solamente se observé crecimiento en 2 réplicas, con incremento conside-
rable en el nimero de oogonios, los que fueron mayormente esféricos o piriformes,
conteniendo en su interior abundantes oosporas (14 - 16) bien formadas y maduras.

La distribucién de la frecuencia de oogonios por concentracion se ilustra en la
Figura [5.20, los valores promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se
muestran en la Tabla En los tratamientos con VM el niimero de oogonios de S.
ferax disminuyé de 429 oogonios/placa, valor promedio obtenido en el grupo Control,
hasta 260 en el grupo expuesto a 0,03 mg.L~! y en 0,06 mg.L ™! el niimero de oogonios

permanecio relativamente constante; en ambas concentraciones se observo un alto

Concentracién de VM [mg.L™]
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Figura 5.20: Variaciones en el niimero de oogonios en S. ferax expuesta a diferentes concentraciones

de VM (mg.L~1). En rojo el promedio, en negro la mediana.
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grado de variabilidad entre réplicas. Finalmente en los tratamientos con 0,12 mg.L™*
se observo un notable incremento del nimero de oogonios alcanzando un promedio

4010 oogonios por placa.

Achlya racemosa (Figuras[5.211y [5.22) Durante los primeros 6 dias de expo-
sicién al VM A. racemosa crecié hasta en 0,06 mg.L~!, posteriormente también se
observé crecimiento en las placas expuestas a 0,12 y 0,25 mg.L~1. En grupo el Con-
trol se observé un micelio denso con abundantes yemas y escasos oogonios esféricos
algunos proliferando. Los términos proliferando o proliferante se refieren a
la presencia de un ensanchamiento en la base del oogonio, el que es generalmente
esférico, cilindrico o alargado, tnico o repetido, sésil o pedicelado; que puede o no
resolverse en un oogonio terminal con oosporas maduras o inmaduras en su interior.
En las placas expuestas a 0,03 mg.L~! se observé un micelio con concentraciones

intracitoplasmaticas electrodensas con abundantes ramificaciones laterales; y oogo-

Figura 5.21: Variaciones en la morfologia de A. racemosa expuesta a diferentes concentraciones de
VM. A.- Hifas con contenido electrodenso ramificadas lateralmente. Oogonios proliferando B.-

varias veces. C'.- pedicelado resuelto terminalmente. D.- no resuelto. Barra de escala = 50 pym.
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Concentracion de VM [mg.L™"]
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Figura 5.22: Variaciones en el nimero de oogonios en A. racemosa expuesta a diferentes concen-

traciones de VM (mg.L~1!). En rojo el promedio, en negro la mediana.

nios mucho més abundantes que en el grupo Control. En 0,06 mg.L !, disminuye el
nimero de yemas y los oogonios son muy escasos. Mientras que en 0,125 mg.L ™1,
aumenta el nimero de yemas, pero estan dispersas; se observan oogonios esféricos,
proliferando, con hasta 12 oosporas en su interior. Finalmente en 0,25 mg.L~! ob-
servamos hifas hialinas predominantemente delgadas en la periferia, yemas escasas o
ausentes; oogonios variables en niimero, esféricos, algunos cilindricos y ornamentados
proliferando.

La Figura ilustra la frecuencia de oogonios por concentracién; los valores
promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en la TablaB.17
En los tratamientos con VM el niimero de oogonios de A. racemosa aument6 desde
un valor promedio de 285 oogonios/placa, obtenido en el grupo Control, a 404 en el
grupo expuesto a 0,03 mg.L !, para posteriormente disminuir a 54 oogonios/placa;
en 0,06 mg.L~! el niimero de oogonios sufrié leves variaciones en las concentraciones
posteriores, no obstante en la placas expuestas a 0,125 mg.L~! se observé un alto
grado de variabilidad entre réplicas.

Podemos concluir que el Verde de Malaquita tuvo un efecto letal sobre ambas
especies a concentraciones por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (0,51 mg.L™1).
S. feraxr resulté ser mas sensible a esta sustancia que A. racemosa. Los valores

promedio de nimero de oogonios de S. ferax y A. racemosa y el desvié estandar se
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presentan en las Tablas [5.10] y 5.17 respectivamente.

Cloruro de Sodio (Figuras y 5.24))

Saprolegnia ferax FEn el grupo Control de S. feraz, no se observaron caracteristi-
cas particulares o llamativas en el micelio; la presencia de oogonios fue observada
unicamente en este grupo, estos fueron numerosos, esféricos, con abundantes oos-
poras en su interior. En las placas expuestas a 7,5 g.L.™! se observaron hifas de
paredes sinuosas con extremos curvos, micelio con abundantes acumulaciones intra-
citoplasmaticas electrodensas distribuidas uniformemente a lo largo de su extensién,
otorgandole un aspecto amarronado. Estas hifas oscuras se encontraron entremezcla-
das con escasas hifas hialinas de aspecto normal, el didmetro de las hifas oscil6 entre
los 10 - 20 pm.; raramente se observé la presencia de yemas. Al incrementar al
concentraciéon a 10 g.L=! se observé que las hifas amarronadas disminuyeron su
diametro a 1 pym., formando ramificaciones angulosas, dicotomicas rectas o articula-
das de tipo arborescente, también se observaron hifas de aspecto sinuoso enredadas o
entrelazadas entre si, pero dispuestas de manera més dispersa. En 15 g.L.=! el micelio
crece inmerso en el agar, es llamativa la presencia de hifas de extremos enrulados,
helicoidales, también se observaron hifas con ramificaciones secundarias cortas y de
contenido electrodenso, dispuestas cimosamente. Finalmente, en las placas expues-
tas a 20 y 25 g.L 7! la reduccién de crecimiento es notoria, con hifas de extremos

curvos y ramificados que se entrelazan dispersas y abiertas.

Figura 5.23: Variaciones morfolégicas en S. ferar expuesta a diferentes concentraciones de ClNa.

A.- Ramificaciones secundarias cortas. B.- Hifas de extremos enrulados, helicoidales. Barra de

escala = 100 pm.
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Achlya racemosa A. racemosa resulté ser mas sensible al CINa, esta especie
crecié tnicamente en las placas expuestas a 7,5 y 10 g.L.7!. En el grupo Control
el aspecto general de micelio es normal, se observaron hifas rectas de contorno de-
finido y grosor variable; oogonios ausentes. En las placas expuestas a 7,5 g.L 7! se
observé constricciones y contenido electrodenso en el micelio, y la presencia de hifas
ramificadas delgadas mas abiertas en su extremo apical, de 20 pm de didmetro. Al
incrementar la concentracién a 10 g.L.=!, observamos que las constricciones hifales
persisten, predominan los extremos hifales arqueados y ramificados en hifas més

gruesas y abiertas de hasta 40 ym de didmetro.

El Cloruro de Sodio tuvo un efecto letal sobre ambas especies a concentraciones
por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (28,68 g.1.71). A. racemosa resulté ser
mas sensible a esta sustancia que S. ferax. Una caracteristica llamativa del crecimien-
to en ClNa es que ninguna de las especies empleadas en los ensayos desarrollaron

00gonios.

Acido Acético (Figuras [5.25 a [5.28)

Acido Acético Glacial (Figuras y 6.26))

Figura 5.24: Variaciones morfolégicas de A. racemosa expuesta a diferentes concentraciones de

CINa. Hifas de espesor variable. Barra de escala = 100 pum.
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Saprolegnia ferax En el grupo Control de S. feraxr se observé abundante
micelio delicado, recto, sinuoso o enrulado, muy entramado, con escasas yemas ca-
tenuladas e irregulares; y oogonios esféricos con oosporas maduras. En las placas
expuestas a 10 y 15 mg.L ™! se observaron caracteristicas morfolégicas similares: hi-
fas rectas y mas separadas que en el grupo Control, mezcladas con escasas hifas
ensortijadas; mayor cantidad de yemas irregulares, catenuladas e intercalares; nu-
merosos oogonios inmaduros, alargados, con contenido difuso, algunos hialinos y de
pared gruesa otros proliferando. En las placas expuestas a 15 mg.L~! se observaron
numerosas oosporas 7-10 (14); pies de los oogonios predominantemente helicoidales,
inclinados o curvos. Al incrementar la concentracién a 25 mg.L~! el micelio se dis-
pone mas disperso o abierto, con hifas rectas, sinuosas o curvas, de grosor variable,
adelgazando hacia la periferia; yemas en niimero variable entre réplicas; oogonios
presentes en menor cantidad, éstos no alcanzan la madurez, algunos son piriformes,
otros mas pequenos con menor nimero oosporas (6 o méas), pie de los oogonios no
tan retorcido. En 50 mg.L~! disminuye ain més la cantidad de oogonios, los que
son generalmente esféricos o piriformes. En 100 mg.L~! se observaron abundantes
yemas dispersas, el nimero de oogonios disminuye en relacién con las concentra-
ciones anteriores, éstos son robustos, esféricos, piriformes mayormente inmaduros,
conteniendo numerosas oosporas (10-20), las que en algunos casos no alcanzaron la
madurez. Finalmente, en 200 mg.L~! se observé dos tipos de micelio, uno muy ra-
mificado y dendroide, y otro de hifas rectas y citoplasma electrodenso concentrado,
ambos tipos de micelio se mezclan y entrecruzan; con abundantes yemas alargadas,

catenuladas o irregulares; oogonios robustos y piriformes.

La Figura ilustra la frecuencia de oogonios por concentracién, los valores
promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en la Tabla [b.16l
Al exponer a S. ferax al AcH se observé que, exceptuando el notable aumento
en el recuento de oogonios observado en 10 mg.L=!, el recuento de oogonios no
sufrio variaciones significativas en las siguientes concentraciones, excepto en 200
mg.L~! donde se observé un descenso el recuento, que podria estar relacionado con

el incremento en la concentracion de Acido Acético.

Achlya racemosa Por otro lado, en el grupo Control de A. racemosa se ob-

servo un micelio recto, robusto, con hifas secundarias muy delgadas, escasas yemas
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Figura 5.25: Variaciones morfoldgicas de S. ferax expuesta a diferentes concentraciones de AcH.

A.- Oogonios con abundantes oosporas y pies del oogonio helicoidales. Barra de escala = 50 pum.

B.- Oogonio alargado de pared gruesa proliferando. Barra de escala = 10 pm.
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Figura 5.26: Variaciones en el niimero de oogonios en S. ferax expuesta a diferentes concentraciones

de AcH (mg.L~1). En rojo el promedio, en negro la mediana.

irregulares de contenido electrodenso muy concentrado que se observa con una co-

loraciéon amarronada intensa. Oogonios escasos, ocasionalmente ausentes, cuando

presentes, mayormente esféricos ocasionalmente alargados, o cilindricos con papi-

las u ornamentaciones, otros proliferando, conteniendo hasta 6 oosporas en su

interior (X = 3). A una concentracién de 10 mg.L ™! se observaron acumulaciones

intracitoplasmaticas electrodensas mas concentradas en el micelio, hifas de extremos

curvos o doblados, con numerosas ramas secundarias, muy finas; yemas incipientes,

algunas catenuladas; oogonios esféricos, cilindricos, papilados con mayor nimero de
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oosporas en su interior (6 - 8), se observaron algunos oogonios septados con 8 - 10
oosporas, otros apiculados y proliferando. A una concentracién de 15 mg.L~! fue
caracteristica la presencia de un micelio robusto, de citoplasma vacuolado y electro-
denso en los extremos; numerosos oogonios muy papilados, en mayor cantidad que
a 10 mg.L~!, alargados e irregulares; también aumenta la cantidad los oogonios que
proliferan una o varias veces formando una cadena de oogonios, en los que por lo ge-
neral no se observaron oosporas diferenciadas. Al incrementar la concentracién a 25
mg.L~! se encontraron hifas robustas, dispersas en los bordes de la colonia; con una
mayor cantidad de yemas rectas, delgadas, catenuladas con contenido electrodenso
difuso que le otorga un aspecto arenoso amarronado, algunas proliferando varias
veces. Oogonios cilindricos, alargados, irregulares y papilados, en menor cantidad y
mas chicos que en 15 mg.L™!, algunos proliferando, muchos de ellos inmaduros:
se encontraron también, numerosos oogonios septados con papilas alargadas. En

50 mg.L~! observamos un micelio robusto con hifas agrupadas paralelamente (en

Figura 5.27: Variaciones morfolégicas en A. racemosa expuesta a diferentes concentraciones de
AcH. A.- oogonios cilindricos apiculado. B.- oogonios cilindrico septado. C.- oogonios proliferando

agrupados en sectores. D.- Qogonio esférico muy papilado.
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manojos) y con citoplasma refringente; yemas mas robustas esféricas, catenuladas,
alargadas formando grupos; oogonios agrupados en sectores, proliferando, papila-
dos ocasionalmente septados. Finalmente, en las placas expuestas a 100 mg.L~! se
observaron hifas con concentraciones intracitoplasmaticas electrodensas, abundantes
yemas alargadas, catenuladas y nodulosas; escasos oogonios los que fueron esféricos,
ornamentados, algunos cilindricos otros septados, o proliferando frecuentemen-

te papilados.

La Figurab.28ilustra la frecuencia de oogonios en cada una de las concentracion,
los valores promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en
la Tabla 517 En concentraciones inferiores a 100 mg.L~!, el Acido Acético Glacial
no tuvo un efecto inhibitorio del crecimiento de A. racemosa, ni tampoco inhibié el
desarrollo de estructuras reproductivas sexuales. Por el contrario actué estimulando
la produccion de oogonios, pues lo valores promedio aumentaron de 298 oogonios
por placa en el Control a 1440 en 10 mg.L™'; 1420 en 15 mg.L™!; 2210 en 25 mg. L™y
1139 en 50 mg.L~t, observdndose finalmente un descenso en el recuento, 704 oogo-

nios/placa en 100 mg.L ™!, valor atin superior al obtenido en el Control.

Finalmente podemos decir que el Acido Acético Glacial no tuvo un efecto letal
sobre ambas especies a concentraciones por debajo de la NEC para ovas de pejerrey

(156,60 mg.L1). S. feraz resultd ser mds resistente a esta sustancia que A. racemo-
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Figura 5.28: Variaciones en el nimero de oogonios en A. racemosa expuesta a diferentes concen-

traciones de AcH (mg.L~!). En rojo el promedio, en negro la mediana.



198 Evaluacién sobre Achlya racemosa y Saprolegnia ferax

sa. Una concentracién de 10 mg.L~! actud estimulando el crecimiento y también la
formacién de oogonios, mientras que tinicamente a 200 mg.L~! se observé un efecto
inhibitorio del crecimiento y desarrollo de esta especie. A pesar de que en A. race-
mosa la TC disminuyé en las placas expuestas a 50 mg.L~! y se mantuvo inalterada
en 100 mg.L=!; se observé un efecto estimulador en la formacién de oogonios en
todas las concentraciones ensayadas, pero en 100 mg.L~! el recuento disminuyé en

relacion con la concentracién anterior.
Acido Acético Tamponado (Figuras 5.29 y [5.30)

Saprolegnia ferax En el grupo Control de S. ferax, se observd micelio dis-
perso, con abundantes yemas; oogonios escasos y dispersos algunos inmaduros, otros
de 40 pm diam. conteniendo de 3-4 oosporas,. En las placas expuestas a 100 mg.L~*
se observé un micelio més denso, abundantes yemas redondeadas, solitarias o en ca-
dena, irregulares; numerosos oogonios generalmente maduros de 50-60 ym de diam.,
con abundantes oosporas (6-12). Mientras que en el grupo Control de A. racemosa se
observd abundante micelio, con yemas alargadas, catenuladas o irregulares; escasos
oogonios con pocas oosporas en su interior (X = 4). En 100 mg.L~! el micelio con
hifas principales gruesas de hasta 20 pm y oogonios ausentes.

La Figura ilustra la frecuencia de oogonios por concentracion; los valores
promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en la Tabla [B.16l

Si bien ambas especies lograron crecer hasta en 100 mg.L~!, solamente se observé el

Figura 5.29: Variaciones morfolégicas de S. ferax expuesta a diferentes concentraciones de AcHT.
A.- Oogonios esféricos con numerosa oosporas. B.- Hifas hialinas y de contenidos electrodenso.

Barra de escala = 50 pm.
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Figura 5.30: Variaciones en el niimero de oogonios en S. ferazx expuesta a diferentes concentraciones

de AcH T (mg.L=1). En rojo el promedio, en negro la mediana.

desarrollo de oogonios en S. ferazx, los que alcanzaron un valor promedio de 1139
oogonios por placa, valor superior al obtenido en el grupo Control (786).

En conclusion, el Acido Acético tamponado (AcHT), tuvo un efecto letal sobre
ambas especies a concentraciones por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (532,90
mg.L71). A. racemosa resulté ser mds sensible a esta sustancia que S. feraz, pues no
se observo crecimiento aiin en la concentraciéon mas baja de AcHT. El crecimiento
de S. feraz fue inhibido al ser expuesto a 100 mg.L~!, pero la formacién de oogonios

fue estimulada.

Compuesto Iodados

Ioduro de Potasio (Figuras (5.31] a [5.34))

Saprolegnia feraxr No se observaron caracteristicas morfolégicas distintivas
en el grupo Control, de S. feraz. Al ser expuesta a 10 mg.L~! de IK se encontraron
algunas yemas alargadas, oogonios escasos, robustos, algunos piriformes conteniendo
hasta 20 oosporas en su interior, dispuestos sobre pies largos, rectos o inclinados.
En 20 mg.L~!, se observaron yemas catenuladas; escasos oogonios, ubicados sobre
pies robustos, algunos pequenos de 50 ym diam., con 3-4 oosporas, otros robustos
de 100 gm diam., conteniendo abundantes oosporas (X = 30), pudiendo en algunos

casos desarrollar hasta 41 oosporas. En 30 mg.L.™! se observaron hifas de contenido
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electrodenso muy concentrado; en una de las réplicas se observé una gran cantidad
de yemas catenuladas, oogonios generalmente esféricos algunos robustos y sin oos-
poras. Por su parte, en las placas expuestas 50 mg.L~! se observaron yemas aisladas,
alargadas, irregulares, dendroides o catenuladas; oogonios dispersos o aislados, gene-
ralmente esféricos algunos piriformes, otros robustos con muchas oosporas maduras
en su interior. En 80 mg.L.~! observamos un notable incremento en el niimero de
oogonios, los que fueron robustos con abundantes oosporas en su interior (14 - 30),
y escasas yemas irregulares alargadas. Finalmente, en 120 mg.L.~! se observaron
abundantes oogonios robustos, de forma variable, esféricos, piriformes, obovoides,

alargados, con numerosas oosporas (20-30).

La Figura ilustra la frecuencia de oogonios por concentracion, los valores
promedio y sus correspondientes desviaciones estdandar se presentan en la Tabla 5. 106l
En el grupo Control de S. feraz se observé poca variabilidad entre réplicas con un
promedio de 1155 oogonios/placa. En las dos siguientes concentraciones 10 y 20
mg.L~! observamos una disminucién en el recuento, alcanzando valores promedio
de 805 y 786 respectivamente. Mientras que al ser expuesto a 30 mg.L~!, el niimero
aumentd hasta alcanzar un valor de 1152 oogonios/placa, experimentando un leve
descenso en 50 mg.L~!. Finalmente, en las placas expuestas 80 mg.L~! éste se du-
plica, encontrdandose un promedio de 2195 oogonios/placa y disminuye levemente
hasta los 2005 en 120 mg.L~!. Nétese que las TC de esta especie no se vié afectada

negativamente por el incremento en la concentracién de IK en los tratamientos.

Figura 5.31: Variaciones morfolégicas de S. feraz expuesta a diferentes concentraciones de IK. A.-
Oogonio ovoide pequeno. Barra de escala = 100 pm. B.- Oogonio anémalo, cilindrico con numerosas

oosporas. Barra de escala = 50 pm.



5.3 Resultados 201

Concentracion de IK [mg.L7]

o 10 20 30 50 &0 120
3500 ~
HE00
- 3000 H 2760
S
= i
= J
& =2 20 S50
Do 0
= 2000 H 2%0,0
2 #a00 = s
| 1376,0 17440
E 1s00 12280 o 17,0
E 1028,0 I 0440
1000 + mesg T £ 560 52,0 i
7 o 500
00 4 TED T sme gin s250 e
S50 50 5400
D -

Figura 5.32: Variaciones en el niimero de oogonios en S. ferax expuesta a diferentes concentraciones

de IK (mg.L=!). En rojo el promedio, en negro la mediana.

Achlya racemosa En el grupo Control de A. racemosa, se observé la pre-
sencia de abundante micelio con extremos hifales de contenido electrodenso, yemas
ausentes y escasos oogonios, algunos proliferando. En las placas expuestas a 10
mg.L~! encontramos un micelio ondulado, ensortijado o espiralado con acumulacio-
nes intracitoplasmaticas electrodensas distribuidas homogéneamente a lo largo de
las hifas otorgandoles un aspecto amarronado, en otros casos estas acumulaciones se
observaron agrupadas mas densamente en las paredes de las hifas otorgandoles un
aspecto punteado o moteado; también se observo micelio de “tipo axonomorfo”, con
gruesas hifas principales e hifas secundarias numerosas y muy delgadas; yemas pre-
sentes en cantidad variable; oogonios mayormente esféricos, ocasionalmente cilindri-
cos, algunas réplicas con abundantes oogonios proliferando y con mayor nimero
de oosporas en su interior (X= 6), dispuestos en agrupaciones de densidad varia-
ble. En 20 mg.L~! se observaron algunas yemas catenuladas de tamaifio irregular;
oogonios generalmente esféricos, en una réplica se observé un predominio de oogo-
nios cilindricos y un oogonio septado con 10 oosporas en su interior. Mientras que
en 30 mg.L~! tenemos un micelio denso, robusto con contenido intracitoplasmético
electrodenso muy concentrado, yemas robustas y alargadas, amarronadas; poca den-
sidad de oogonios con 6-8 oosporas en su interior, muchos de ellos proliferando.

En las placas expuestas a 50 mgL ™! se observé abundante micelio grueso con con-
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\ : \ -

Figura 5.33: Variaciones morfolégicas de A. racemosa expuesta a diferentes concentraciones de IK.
A.- Oogonio cilindrico, septado y con papilas. B.- Agrupacién de oogonios esféricos proliferando.

Barra de escala =50 um.

tenido electrodenso homogéneo, de extremos curvos o helicoidales, con abundantes
yemas de forma y disposicion variables: piriformes, en racimos, etc; oogonios mayor-
mente esféricos algunos proliferando, otros cilindricos con hasta 12 oosporas en su
interior, y si bien el nimero de oogonios aumenta con respecto a la concentracion
anterior, éstos estan distribuidos de manera maés dispersa y son menos abundantes
que en otras concentraciones. En 80 mg.L~! el micelio es més denso, dispuesto a mo-
do de espiga con abundante contenido electrodenso muy concentrado y numerosas
yemas. Finalmente, en 120 mg.L~! observamos un micelio denso muy compacto y
algodonoso, con contenido electrodenso en el citoplasma, y gran cantidad de yemas;
escasos oogonios dispuestos cerca o a los costados de las hifas, algunos proliferando
y otros cilindricos.

La Figura [5.34] ilustra la frecuencia de oogonios por concentracion, los valores
promedio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en la Tabla[B.I7]
En el grupo Control se observé un muy escaso numero de oogonios, 53 por placa,
en todas las concentraciones ensayadas el nimero de oogonios es mayor al obtenido
en el grupo Control. Se observaron variaciones en los recuentos pero éstas no estan
directamente relacionadas con la concentracion de IK; el valor mas alto: 1024 oo-
gonios/placa, se registré en 20 mg.L ! (casi 20 veces el valor del Control), el menor
recuento fue obtenido en la concentracion mds elevada (120 mg.L~!) y resulté en 95
oogonios/placa.

En resumen podriamos decir que el Ioduro de Potasio no tuvo un efecto inhibidor

sobre la TC de S. ferax. En las concentraciones mas bajas el efecto del IK sobre
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Figura 5.34: Variaciones en el nimero de oogonios en A. racemosa expuesta a diferentes concen-

traciones de IK (mg.L~!). En rojo el promedio, en negro la mediana.

el recuento de oogonios fue muy variable, observandose desde ausencia de efecto
hasta una disminucién del recuento; mientras que en 80 y 120 mg.L ™! el IK acttio
estimulando la formaciéon de oogonios. En A. racemosa la TC y la formacion de
oogonios fue estimulada en todas las concentraciones excepto en 180 mg.L~! donde
la TC disminuye, aunque la formaciéon de oogonios continia siendo mayor a la del

grupo Control.

Iodopovidona (Figuras [5.35] a 5.38))

Saprolegnia feraxr No se observaron caracteristicas morfolégicas distintivas
en el grupo Control, mientras que en las placas expuestas a 20 y 30 mg.L~! se ob-
servo un micelio recto, sinuoso o curvo muy delgado (100 gm diam.), hifas hialinas
y otras de contenido electrodenso, las més delgadas formando un entramado; yemas
ausentes; oogonios dispersos con abundantes oosporas. A una concentraciéon de 50
mg.L ™!, no se encontraron yemas y se observé un leve descenso en el ntimero de
oogonios, los que se encontraron dispersos. En 80 mg.L~! fue carateristica la presen-
cia de escasas yemas irregulares y oogonios robustos e inmaduros. En la siguiente
concentracion, 120 mg.L ™!, el micelio se adelgaza hasta hacerse muy fino; con oo-

gonios mayormente inmaduros y en menor cantidad. Finalmente, en 180 mg.L™! se
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Figura 5.35: Variaciones en el niimero de oogonios en S. ferax expuesta a diferentes concentraciones

de Todopovidona (mg.L~1). En rojo el promedio, en negro la mediana.

observaron escasas yemas de forma irregular, algunos oogonios concatenados, otros
alargados, piriformes u obovados, con numerosas oosporas (19-21), algunas pequenas

y otras mas grandes, de hasta 40 ym diam.
La Figura (.35 ilustra la frecuencia de oogonios por concentracién, los valores

promedio y sus correspondientes desviaciones estdandar se presentan en la Tabla[5.16l
En cuanto al niimero de oogonios en el grupo Control se observé poca variabilidad
entre réplicas con un promedio de 1155 oogonios/placa. En 20 mg.L ™! observamos
un descenso en el niimero de oogonios (454); posteriormente, en 30 mg.L ™!, se supera
el recuento obtenido en el Control, con un promedio de 1440 oogonios/placa. En 50
mg. L1 se observé un leve descenso en el niimero de oogonios, (1101) en promedio,
con escasa variabilidad entre réplicas. En las placas expuestas a concentraciones
superiores a 80 mg.L~! el ntimero empieza a descender progresivamente, primero a
856 y posteriormente al ser expuesto a 120 mg.L ™! a 611 oogonios/placa; en ambas
concentraciones no se observé mucha variacion entre réplicas. Finalmente, en 180
mg.L~! el nimero promedio de oogonios (1260) duplica el valor obtenido en la

concentracién anterior.

Achlya racemosa (Figuras [5.36] y 5.37) En el grupo Control de A. ra-

cemosa, se observo la presencia de un micelio denso, con citoplasma electrodenso
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en los extremos hifales, yemas ausentes y ademés un escaso nuimero de oogonios,
algunos proliferando. En 20 mg.L~!, no se observaron alteraciones en el micelio;
oogonios mayormente esféricos con un mayor contenido de oosporas en su interior
(5-6), algunos escasamente ornamentados; otros, en menor cantidad, cilindricos o
proliferando; ademéas se observa la aparicion de escasas yemas. Al aumentar la
concentracién a 30 mg.L~! se observé un micelio con contenido electrodenso en los
extremos hifales y abundantes hifas secundarias muy delgadas que forman un entra-
mado en el que se puede observar la presencia de escasas yemas y también aparecen
algunos oogonios proliferando. En las placas expuestas a 50 mg.L™!, las carac-
teristicas morfolégicas son muy variables entre réplicas; no obstante, es tipica la
presencia de hifas principales con numerosas hifas secundarias delgadas que forman
un entramado, abundantes yemas catenuladas, escasos oogonios posicionados sobre

hifas gruesas con contenido electrodenso; ocasionalmente se observo la formacién de

Figura 5.36: Variaciones morfologicas de A. racemosa expuesta a diferentes concentraciones de
Todopovidona. A.- Oogonio proliferando con base anémala. B.- Qogonio cilindrico de 6 oosporas.
C'.- Micelio con ramificaciones laterales cortas. D.- Qogonios esféricos agrupados proliferando.
A.— B.y D. Barra de escala = 50 ym, C. = 100 pum.
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oogonios proliferando, y de oogonios esféricos, cilindricos, escasamente ornamen-
tados, con numerosas oosporas en su interior (X = 6). En las placas expuestas a 80
mg.L~! se observaron hifas con contenido electrodenso, oogonios mayormente esféri-
cos y lisos, variables en niimero, en algunos casos proliferando una o varias veces,
también se encontraron oogonios cilindricos con 6 a 14 oosporas, con dimensiones
que oscilan entre 80 y 100 um diam., los que pueden verse agrupados en sectores.
En 120 mg.L~! se observé gran variabilidad en la morfologia entre réplicas, algu-
nas con micelio de aspecto normal, en otras las hifas tienen abundante contenido
electrodenso en su interior, yemas variables en ntiimero y morfologia: catenuladas,
alargadas e irregulares; oogonios mayormente esféricos algunos proliferando con
muy escasa ornamentacion, otros cilindricos o anémalos. Finalmente, en 180 mg.L™*
se observo un micelio menos denso con extremos enrulados, mezclado con micelio de
contenido electrodenso concentrado, e hifas principales rectas y gruesas con nume-
rosas hifas secundarias delgadas y cortas de contenido electrodenso, otorgandoles a
las hifas un aspecto dentado caracteristico; se observaron también oogonios esféricos
y cilindricos con 4 a 8 oosporas y ornamentaciones onduladas, y un aumento en la

ocurrencia de oogonios proliferantes.

La Figura[5.37ilustra la frecuencia de oogonios por concentracion, los valores pro-
medio y sus correspondientes desviaciones estandar se presentan en la Tablab.17. En
cuanto al recuento de oogonios en Achlya racemosa tenemos que en el grupo Control
se observo una muy escasa cantidad de oogonios, mientras que en las placas expues-
ta a 20 mg.L~! el recuento se incrementé hasta alcanzar su valor méas alto (1517);
posteriormente, en 30 mg.L ! éste desciende drasticamente a valores cercanos a los
obtenidos en el Control. En la siguiente concentracién, 50 mg.L ™!, se observé un alto
grado de variabilidad entre réplicas, con un valor promedio de 807 oogonios/placa.
En las concentraciones posteriores la variabilidad entre réplicas persiste, observando-
se un descenso paulatino en los recuentos hasta alcanzar los 400 oogonios/placa, al

ser expuesto a 120 mg.L ™! con un leve ascenso (626 oogonios/placa) en 180 mg.L L.

De los ensayos con Iodopovidona concluimos que esta sustancia, en concentra-
ciones por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (59,76 mgIK.L~! en solucién
salina isoténica y 167,20 mg.L.™! en ADR), no exibe un efecto letal o inhibitorio
del crecimiento de ambas especies. Concentraciones de 80 y 180 mg.L™! afectaron

negativamente la TC de S. ferax, y el recuento de oogonios alcanzé sus valores mas
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Figura 5.37: Variaciones en el nimero de oogonios en A. racemosa expuesta a diferentes concen-

traciones de Iodopovidona (mg.L~1!). En rojo el promedio, en negro la mediana.

bajos en 20, 80 y 120 mg.L™'. En A. racemosa, una concentracién de 20 mg.L™*
provocé el incremento de la TC y la formacion de oogonios, mientras que en 120 y

180 mg.L=! 1a TC se vio afectada negativamente, pero no la formacién de oogonios.

5.3.3. Prueba de Eficacia

Se realizaron dos pruebas de eficacia, los resultados presentados a continuacién
son el promedio de ambas. Las Figuras y esquematizan la respuesta obser-
vada al exponer las ovas de pejerrey a A. racemosa y S. ferax en soluciones de Acido
Acético tamponado (200 mg.L.™') Verde de Malaquita (0,25 mg.L.™!) y Formalina
(40 pl.L71).

Los valores promedio y el desvio estandar para cada condicion y especie se pre-
sentan en la Tabla 18. La tasa de infeccién en el grupo Control de S. feraz (43,33 %)
fue mayor que la de A. racemosa (28,33 %).

El porcentaje de sobrevivencia de las ovas expuestas a S. ferar fue menor al
obtenido en todos los tratamientos: Control (51,65%) < VM (56,67 %) << AcHT
(80,02%) < F (85,49 %). A pesar de las claras diferencias y debido a la gran va-

riabilidad entre réplicas no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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Figura 5.38: Porcentajes medios de: Sobrevivencia, Infeccién y Mortalidad de ovas de O. bonariensis
expuestas a por Saprolegnia ferax en soluciones de Acido Acético tamponado, Verde de Malaquita

y Formalina, por un periodo de 96 h.
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Figura 5.39: Porcentajes medios de: Sobrevivencia, Infeccién y Mortalidad de ovas de O. bonariensis
expuestas a Achlya racemosa en soluciones de: Acido Acético tamponado, Verde de Malaquita y

Formalina, por un periodo de 96 h.

en los porcentajes de sobrevivencia del Control y los Tratamientos. Por otro la-
do, el porcentaje de infeccion por S. ferax en las ovas del grupo Control resulté en
43,33 %, éste que fue mayor al obtenido en los tratamientos con AcHT (20,00 %); VM

(15,00 %) y F (6,45 %), pero solamente se encontraron diferencias estadisticamente
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Tabla 5.18: Porcentajes medios de Sobrevivencia, Infeccion y Mortalidad de ovas de pejerrey O.
bonariensis expuestas a S. feraz y A. racemosa; 200 mg.L~! de AcHT; 0,25 mg.L~' de VM y 40
pl.L~1 de Formalina en soluciones en ADR estéril. Entre paréntesis Desvio Estandar. Los asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas con el Control.

Acido

Especie  Condicion (%) Control Acético I\\/I/er:eu(ijti Formalina
tamponado q
o Sobrevivencia 51,65 80,02 55,91 85,48
= (25,95) (4,69) (15,21) (6,84)
] - 43,33 20,00 14,84 6,45 *
S5 Infeccién
£L (28,28) (4,71) (7,30) (9,12)
& Mortalidad 4,98 - 29,25 8,06
(2,38) - (22,51) (2,28)
S . . 68,33 83,33 66,67 81,31
obrevivencia
o S (7,07) (4,71) (42,43) (11,28)
>2 L 28,33 10* * 18,69
< E Infeccion
28 (7,07) (4,71) - (11,28)
IS -
o Mortalidad 3,33 6,67 33,33
0 0 (42,43) -

significativas al compararlo con el obtenido en Formalina (p = 0,046). Finalmente,
el porcentaje de mortalidad en las ovas expuestas a Formalina (8,06 %), aunque re-
sulté ser mayor a la del grupo Control (5,00 %), puede ser considerado dentro los
niveles aceptables de mortalidad por ser menor al 10 %. En los tratamientos con AcH
no se observé mortalidad, pero en las ovas expuestas a VM la mortalidad (28,33 %)

fue elevada.

Los resultados indican que la Formalina es el tratamiento mas adecuado para
contrarrestar las infecciones fingicas en ovas por S. feraz, ya que con esta sustancia
se obtuvo un porcentaje de infeccion de 6,45 %, el que resulté ser el tnico signifi-
cativamente menor al obtenido en el grupo Control y ademéds con esta sustancia se

obtuvieron bajos porcentajes de mortalidad.

A diferencia de S. feraz en A. racemosa, el porcentaje de sobrevivencia mas bajo
se obtuvo en las ovas expuestas a VM segin la secuencia siguiente: VM (66,67 %)
< Control (68,33%) < F (81,32%) < AcHT (83,33 %); las diferencias son mucho
menos notorias y al igual que en S. ferar tampoco se encontraron diferencias es-
tadisticamente significativas. El porcentaje de infeccién en las ovas expuestas a A.

racemosa sin tratamiento (28,33 %) fue menor que el obtenido en S. ferax (43,33 %);
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sin embargo, éste resulto ser mayor al obtenido en los tratamientos con AcHT (10 %);
VM (0%) y F (18,69 %), encontrandose diferencias estadisticamente significativas
entre el PI obtenido en los tratamientos y el obtenido en el control sin tratamiento,
AcHT (p =0,041) y VM (p = 0,025). Si bien el VM fue el tratamiento més efectivo
contra las infecciones por A. racemosa, ya que con esta sustancia no se registré in-
feccién; el porcentaje de mortalidad fue muy alto 33,33 %. El AcHT no resulté ser
tan eficaz como el VM, pero el porcentaje de mortalidad (6,67 %) es mucho menor
que el registrado para VM. Finalmente, aunque en el tratamiento con Formalina la
tasa de mortalidad fue nula, esta sustancia no demostro ser efectiva en el Control

de A. racemosa.

5.4. Discusion

Se han desarrollado numerosos métodos para evaluar el potencial fungicida de
diversas sustancias; uno de los més utilizados es el descrito por Bailey (1983), en el
que una porcion de micelio contenido en medio de cultivo solido, es sumergido duran-
te un periodo de tiempo determinado en diferentes concentraciones de la sustancia
a ensayar, posteriormente se evaltia la capacidad de recuperacién y crecimiento del
inoculo expuesto. Una variante de esta metodologia es la descrita por Loan et al.
(2006) quienes evaluaron el efecto sobre la esporulacién, sometiendo porciones de
micelio con esporangios, a diferentes concentraciones de las sustancias fungicidas,
verificando luego la capacidad de recuperacion, formacion y liberacion de esporas
infectivas. Recientemente, Stueland et al. (2005) elaboraron un método de screening
para evaluar in vitro el potencial fungicida de algunas sustancias sobre cinco cepas
de Saprolegnia parasitica aisladas de peces, determinando parametros como la con-
centracién minima inhibitoria y la concentracion letal minima de algunas sustancias
fungicidas para determinados tiempos de exposicién.

Otro de los métodos consiste en inocular la cepa en estudio en agar, y aplicar la
sustancia fungicida en pozos o en discos de papel de filtro a intervalos equidistantes
de los bordes del crecimiento miceliar (Bly et al., 1996). Hussein et al. (2002) y
Muzzareli et al. (2001), proponen un método més simple que consiste en incorporar
la sustancia en el medio de cultivo agarizado e inocular la especie fingica en el

medio de una placa de Petri con dicho agar, y medir el crecimiento radial. Debido
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a su practicidad éste fue el método que empleamos para hacer un screening de la

sensibilidad de ambas especies a las sustancias fungicidas propuestas.

Muchos autores han evaluado la capacidad fungicida de una sustancia comparan-
do las tasas de eclosién obtenidas en las ovas expuestas a concentraciones crecientes
de sustancias fungicidas con un Control sin tratamiento. Este método, si bien es el
que mas se asemeja a las condiciones reales de incubacién, puede ser inespecifico
puesto que, en la mayoria de los casos, no se dispone de informaciéon adecuada sobre
la identidad del organismo patégeno, siendo un factor importante debido a que, tal
como lo sostienen Martin (1968) y Srivastava & Srivastava (1978), la sensibilidad a

los antifingicos es variable entre géneros y también entre especies.

A continuacion se discutirdn los resultados obtenidos en los ensayos orientados
a evaluar la capacidad fungicida de cada sustancia. Con la finalidad de lograr los
objetivos propuestos; primeramente se evalu6 la sensibilidad de ambas especies a las
sustancias fungicidas utilizando la metodologia propuesta por Hussein et al. (2002).
Una vez finalizados los ensayos de screening las sustancias que exhibieron activi-
dad fungicida in wvitro en concentraciones por debajo de las NEC’s correspondiente
fueron seleccionadas. Con estas sustancias se realizaron los test de eficacia, en los
que se pone prueba la capacidad de S. ferax y A. racemosa de infectar a las ovas
de pejerrey en presencia de la sustancia fungicida. Finalmente, nuestros resultados
son comparados con los obtenidos por diversos autores, cabe senalar que tanto: las
condiciones de ensayo, especies y metodologias empleadas por los otros autores son
diferentes a las nuestras por lo tanto, al hacer comparaciones, los resultados deben
ser considerados tnicamente a modo referencial, puesto que tanto la infeccién como

su inhibicién dependen de una infinidad de factores.

El Verde de Malaquita fue introducido como agente fungicida por Foster & Wood-
bury (1936) en la década del 30, desde entonces su utilizacién en acuicultura se ha
difundido y se han realizado numerosos trabajos para probar su efectividad en el
control de las micosis en los peces (Hoffman & Meyer 1974; Marking et al., 1994;
Stueland et al., 2005), llegando a ser considerado como el agente fungicida més efi-
caz para el control de Saprolegniasis (Martin 1968; Bailey, 1984; Marking et al.,
1994; Noga, 1999; Treves & Brown, 2000). Posteriormente, otros autores evalua-
ron la toxicidad y los efectos adversos del VM para los peces, el medio ambiente y

el ser humano; razén por la cual a partir de 1990 se implementaron una serie de
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regulaciones que limitaron su utilizacién a nivel mundial.

En los ensayos de screening realizados en medio de cultivo encontramos que am-
bas especies son muy sensibles al VM, logrando crecer durante un periodo de ensayo
(que fue de 7 dfas), tinicamente, en concentraciones inferiores a 0,12 mg.L ™!, valor
que se encuentra muy por debajo de la NEC para ovas de pejerrey (0,51 mg.L~1).
En ambas especies se observé un retraso en el inicio del crecimiento: en S. ferax a
0,03 v 0,06 mg.L~! se inici6 el tercer dia ,en A. racemosa el crecimiento en 0,06 y
0,12 mg.L~! inicié al cuarto y octavo dia de incubacién. En todos los tratamien-
tos las pendientes obtenidas fueron menores a las del grupo Control encontrandose

diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).

Los valores de IC, para S. ferax al ser expuestos a 0,03 — 0,06 mg.L~! oscilaron
entre 60,65 y 72,69 %, superando ambos a la concentracién inhibitoria media (CIM)
cuyo valor se encuentra por debajo de 0,03 mg.L~! y resulté en 0,025 mg.L~!. Los
resultados obtenidos concuerdan con los de Allison (1957), quien menciona que una
concentracion de 0,1 ppm de VM tendria propiedades fungicidas; y también con los
resultados de Arasaki et al. (1958), quienes encontraron que una concentracién de
0,02 ppm de VM es capaz de restringir el crecimiento miceliar y la formacién de es-
porangios de las Saprolegniales. También, Stueland et al. (2005) obtuvieron valores
de Concentracién Inhibitoria media (48h) menores a 1 ppm, ademés encontraron que
en exposiciones cortas (60 min) la concentracién letal media se incrementé alcan-
zando valores menores o iguales a los 10 ppm. Los hallazgos reportados por Scott &
O’Warren (1964) superan ampliamente las concentraciones inhibitorias encontradas
en el presente estudio, estos autores informaron que una concentracién de 2 ppm
de VM, aplicada durante 24 horas, detuvo totalmente el crecimiento de Saprolegnia

sp., Achlya americana, y Pythium sp.

Nosotros encontramos que, para A. racemosa la inhibicién del crecimiento fue
mucho més gradual. En los grupos expuestos a 0,03 y 0,06 mg.L.~! los porcenta-
jes medios de inhibicién fueron del 36,81 y 59,51 % respectivamente; la CIM (0,047
mg.L.~!) también se ubicé entre estas concentraciones. Estos resultados concuer-
dan con los obtenidos por Martin (1968), quien encontré que A. racemosa fue muy
sensible al VM, estableciendo la siguiente secuencia de sensibilidad en orden crecien-
te: A. racemosa < A. ambisexualis femenina < A. ambiserualis masculina << A.

oblongata. También encontrdé que S. parasitica fue méas sensible que S. ferax, tanto
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para A. racemosa como para S. ferax la exposicion a 5 ppm durante 5 minutos fue
suficiente para inhibir la esporulacién de ambas especies. Segun lo observado por
Martin (1968) existe una diferencia en la sensibilidad entre especies e incluso entre
cepas de una misma especie, como es el caso de A. ambisexualis masculina, cuya
esporulacion logré ser inhibida tnicamente en concentraciones superiores a los 5
ppm durante un periodo de exposicién mayor a una hora; en cambio para inhibir la
esporulacion de A. oblongata fueron necesarias concentraciones superiores a los 15
ppm durante mas de una hora. Es evidente que existe una sensibilidad diferente en
las distintas especies de Oomycetes; Alderman & Polglase (1984), encontraron que
el micelio de Aphanonomyces astaci es més sensible a un amplio rango de fungicidas
que el de S. parasitica, aunque a una concentracién de 1,0 mg.L~! no se observaron
diferencias en la sensibilidad al VM entre ambas especies. En base a los resultados
obtenidos por Martin (1968) este autor pone énfasis en la necesidad de identificar a
las especies fungicas causantes la infeccién, a fin de determinar las concentraciones

adecuadas para el tratamiento.

En los ensayos realizados no se observaron alteraciones llamativas en la morfo-
logia de S. ferax al ser expuesta a VM. El recuento de oogonios disminuyé en un 40 %
en 0,03 mg.L™ y un 35% en 0,06 mg.L~!, y en 0,125 mg.L~! se observé crecimiento
en sélo 2 réplicas y un notable incremento en el niimero de oogonios, que superan en
9,3 veces al obtenido en el Control. En A. racemosa se observé micelio con concentra-
ciones intracitoplasmaticas electrodensas y la presencia de oogonios proliferantes
en el grupo Control, por lo que no podemos inferir que éstos sean producidos por
efecto del VM; lo que si fue caracteristico en esta especie es la presencia de oogonios
anémalos, cilindricos. En cuanto al recuento de oogonios, a diferencia de S. ferax,
en A. racemosa se observé un incremento en el niimero de oogonios (1,4 veces el del
Control) en la concentraciéon méas baja de VM. En las siguientes concentraciones se

observé un descenso en el recuento del 81 al 78 %.

Los primeros estudios realizados propusieron la utilizacion de elevadas concen-
traciones de VM por cortos periodos de tiempo para el tratamiento de infecciones
fingicas en ovas de peces. Hoffman & Meyer (1974) sugieren la inmersion en solu-
ciones con 10 mg.L~! de VM durante 10 a 30 segundos, o de 0,5 mg.L~! durante
1 hora. En cambio Debuf (1991), mencioné que para el tratamiento de infecciones

externas, fungicas o parasitarias, en individuos adultos, se requiere la aplicacién 50
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a 60 mg.L~! de VM en bafios de inmersién durante 10 a 30 segundos; o la inmersién
prolongada en soluciones con 1 mg.L.™! de VM durante 30 a 60 minutos (Warren,
1981; Debuf, 1991). O’Donnell (1941) encontré que el tratamiento de inmersién du-
rante 10 a 30 segundos en 67 ppm de VM resulté ser eficaz como fungicida y no
exhibié efectos téxicos en 18 especies de peces. Burrows (1949) recomendé el uso de
5 ppm de VM para el tratamiento y control de Saprolegnia parasitica en la incuba-
cién de ovas de salmoénidos; esta misma concentraciéon también fue recomendada por
Sharp et al. (1952) para el control de hongos durante la incubacién de ovas de Esox
lucius. Martin (1968) consideré que la aplicacién de concentraciones altas durante
corto periodos de tiempo no resultaron ser totalmente eficaces en su accion fungi-
cida. Por otro lado, Scott & O’Warren (1964) hicieron hincapié en la importancia
de conocer la concentracion efectiva mas baja del Verde de Malaquita puesto que
asi se optimizaria su uso como fungicida. Nos vemos entonces en la necesidad de
ajustar las concentraciones a condiciones de cria de cada especie y a la sensibilidad
de la micobiota propia, con el fin de que los tratamientos sean mas efectivos menos

contaminantes.

Conforme avanzaron las investigaciones se encontraron variaciones en la sensibi-
lidad al VM entre las distintas especies de peces; estos aspectos fueron tratados en
detalle en el Capitulo IV. Por ello resulta de importancia considerar que al evaluar
la capacidad fungicida de una sustancia se deben tener en cuenta tanto, los factores
externos que puedan alterar su toxicidad, como también las condiciones biologicas
de la especie que sera objeto de tratamiento. Dado que los estudios realizados por
diversos autores indican que la toxicidad de esta sustancia quimica varia con la es-
pecie, estadio de desarrollo, el peso de los individuos prueba; no se recomienda el
uso generalizado de una sustancia a una determinada concentracion en el cultivo de

una gran variedad de peces de diferentes tamanos y especies.

En los ensayos de eficacia realizados con S. ferax, encontramos que el porcentaje
de sobrevivencia en las ovas tratadas con VM (56,67 %) resulté ser muy cercano
al obtenido en el grupo Control (51,65%). Aunque la tasa de infeccion en VM
fue numéricamente menor que la del grupo Control, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas. Por otro lado, la tasa de mortalidad
registrada el grupo tratado con VM alcanzé valores més elevados (28,33 %) que los

registrados para otras sustancias. Segun los resultados obtenidos podemos concluir
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que el VM no resulté ser eficiente al mejorar la tasa de eclosién en las ovas expuestas
a S. ferax, debido principalmente a que aun, en concentraciones por debajo de la

NEC esta sustancia es capaz de provocar una elevada mortalidad en ovas de pejerrey.

En el caso de A. racemosa aunque el porcentaje de sobrevivencia en la ovas ex-
puestas a VM (66,67 %) resulté ser atiin més bajo que el obtenido en el grupo Control
(68,33%); el VM fue la sustancia mds eficaz en su accién fungicida, inhibiendo to-
talmente la infeccion de las ovas por A. racemosa. Sin embargo, al igual que en
los ensayos realizados con S. feraz, se registré un elevado porcentaje de mortalidad

(33,33 %) en las ovas de pejerrey.

En ensayos de eficacia realizados por diversos autores también se encontraron di-
ferentes sensibilidades a los antifingicos. Marking et al. (1994); Cline & Post (1972)
demostraron la eficacia del Verde de Malaquita en el tratamiento de ovas de salmoéni-
dos en dosis de 2- 5 ppm. Liu et al. (1995), al evaluar el efecto fungicida del VM
en diferentes etapas del desarrollo embrionario en Myzociprinus asiaticus, encon-
traron que los mejores porcentajes de sobrevivencia alcanzados, entre 68,7 -75,7 %,
fueron obtenidos a una concentracién de 1,2 mg.L~! de VM. Vivar & Bernal (1998)
obtuvieron solamente un 12,95 % de mortalidad en ovas expuestas a 2,5 ppm de
VM y una mortalidad total a la eclosiéon de 45,9 %. Srivastava & Srivastava (1978)
también evaluaron el potencial fungicida del VM en ensayos de eficacia utilizando a:
Saprolegnia ferax, Achlya flagellata, Aphanomyces laevis e Isoachlya anisospora var.
indica y como peces de prueba a: Puntius sophore, Colisa lalia, Anabas testudineus
y Catla catla; y encontraron que la concentracion de VM mas baja, con actividad
fungicida comin a estas especies fue de 0,5 ppm. Willougby & Roberts (1992) pro-
ponen que una concentracién de 0,25 mg.L™! resulta ser efectiva en la eliminacién

de esporas y micelio vegetativo de Saprolegnia parasitica.

Asi como existen variaciones en la sensibilidad de los peces a un determinado
agente fungicida, es de esperar que las especies flingicas tengan una respuesta si-
milar y que los efectos de determinada sustancia fungicida dependan también de
factores externos que alteren su toxicidad. Por otro lado, algunas caracteristicas fi-
sicoquimicas del agua como la temperatura, pH y dureza, también son capaces de
ejercer influencia sobre muchas especies de Saprolegniales produciendo: la inhibicion
o estimulacion de la esporulacién y la entrada o salida de periodos de latencia de

las esporas.
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El Cloruro de Sodio fue una de las primeras sustancias quimicas utilizadas como
agente terapéutico en peces y sus ovas. Desde 1947, Canfiled aconsejaba el uso de in-
mersiones en soluciones con 0,5 % de CINa para el control de micosis en peces. Desde
entonces, se han realizado diversos estudios orientados a conocer las concentraciones
de ClNa efectivas para el control infecciones fingicas, evaluando su efecto sobre la
sobrevivencia o la tasa de eclosién. Una de las cualidades més destacables de esta
sustancia es que, ademas de ser un compuesto de bajo costo y facil disponibilidad,
al no dejar residuos peligrosos, su uso no conlleva riesgo ambiental alguno, ni es
capaz de danar o alterar negativamente el crecimiento de los peces y por lo tanto no
es considerada una sustancia quimica nociva (Waterstrat & Marking, 1995; Treves
& Brown, 2000; Khodabandeh & Abtahi, 2006). Por estas razones Marking et al.
(1994); Kitancharoen et al. (1998) y Romero (2003) senalaron que la aplicacién de
sal como tratamiento profilactico, resulta ser efectiva en la prevencion y ataque de
agentes infecciosos, asi como también en el control de infecciones fungicas en ovas

de diferentes especies de agua dulce de interés comercial.

La tolerancia a la salinidad en los Oomycetes es un aspecto que desde hace mu-
cho tiempo ha generado controversia. Te Strake (1959) afirmé que la escasez de
nutrientes propia de los ambientes estuarinos es un factor que limita la distribucion
de las Saprolegniales en ambientes con concentraciones salinas menores a los 2,8
ppt. Por otro lado Johnson et al. (2002), en una recopilacién de los trabajos realiza-
dos por Hohnk (1939, 1956, 1957, 1961), mencionaron que dicho autor logré aislar
especies de Saprolegniaceas de ambientes cuyos tenores de salinidad no superaron
los 15 ppt, observando ademés que el aumento de la salinidad provocéd un retraso
en el crecimiento de dichas especies. Mds adelante, Artemchuk (1974) corroboré lo
observado por Hohnk (1939), al encontrar en sus muestreos que muchos de estos
organismos ocurrieron en regiones litorales de baja salinidad y abundantes detritos,
ésta ultima condiciéon proporciona una fuente de nutrientes, considerados por Te
Strake (1959) como uno de los factores condicionantes de la distribucién de Sapro-
legniales en ambientes salobres. En todo caso, la tolerancia a la salinidad no parece
ser una caracteristica comun a todas las especies de Saprolegniales ya que se han
encontrado diferentes géneros y especies en distintos rangos de salinidad entre las
que podemos mencionar a: A. americana y Dictyuchus sp. encontrados en salini-

dades de hasta 3 g.L7'; A. flagellata y S. australis en concentraciones de sal de 6
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g.L 7! v especies no determinadas de los géneros Saprolegnia v Achlya que fueron
encontradas en ambientes con salinidades de 8 y 12 g.L. ™! respectivamente (Padgett,
1978a).

Aunque S. ferax y A. racemosa han sido previamente aisladas de ambientes
acudticos salobres (Johnson et al., 2002). En los ensayos realizados encontramos que
el aumento de la concentracién de CINa tuvo un efecto inhibidor del crecimiento
vegetativo de ambas especies. Resultados similares fueron observados por Ali (2005)
en S. parasitica cuyo crecimiento vegetativo se vié negativamente afectado con el
aumento de la salinidad. Nuestros hallazgos concuerdan con las observaciones de
Duniway (1979), quien sostiene que los miembros de la Familia Saprolegniaceae se

encuentran entre los organismos més intolerantes a la disminucién de potencial agua.

El crecimiento de ambas especies fue inhibido en concentraciones por debajo de
la Concentraciéon de No efecto (NEC) 28,68 ¢.L ™! y la CLyy Probit (27,25 g.L 1)
para ovas de pejerrey. El hecho de que la ovas de pejerrey exhiban una NEC tan
elevada favorece la utilizacion del CINa como agente fungicida, puesto que las con-
centraciones recomendadas por diversos autores para el tratamiento y control de la
Saprolegniasis en una gran variedad de especies icticas, se encuentra entre los 20-
30 g.L~}(Marking et al., 1994; Kitancharoen et al., 1997; Treves & Brown, 2000).

A. racemosa resulté ser mas sensible al ClNa, siendo completamente inhibida al
ser expuesta a 15 g.L.~! de ClNa; también se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las TC del Control y de todas las concentraciones. Los porcentajes
de inhibicién obtenidos a 7,5 y 10 g.L=! fueron de 33,53 y 76,88 %, encontrandose
dentro de este rango de concentraciones a la CIM (8,50 g.L.™1). El rango de salinidad
en el que se obtuvo crecimiento in vitro en nuestra cepa de A. racemosa se encuentra
dentro del nivel de salinidad tolerado por Saprolegniales en ambientes naturales,
cuyo limite superior, segin Hohnk (1956), es de hasta 15 g.L.=*. A pesar de lo antes
mencionado, Scott (1962) aislé a una cepa de esta especie en ambientes con una
salinidad de 16,13 g.L !, hecho que demuestra que atin entre cepas de una misma

especie pueden existir diferencias e la tolerancia a la salinidad.

Por otro lado, la TC de S. feraxz en los grupos expuestos a concentraciones ma-
yores o iguales a 10 g.L.™! resultd ser estadisticamente menor a la del grupo Control.
Los porcentajes de inhibicién para S. feraz oscilaron entre los 19,08 - 83,85 %; la

CIM, ubicada entre los 10 y 15 g.L ™1, resulté en 13,20 g.L™!. Finalmente en una
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concentracién de 30 g.L 7! el crecimiento de S. ferax fue totalmente inhibido. Rak-
manee et al. (2004) obtuvieron resultados similares en ensayos realizados en Agar
Glucosa Extracto de Levadura (GY), con Saprolegnia diclina, encontrando que esta
especie fue capaz de tolerar concentraciones de CINa de hasta 30-35 g.L.~!, y tanto
Achlya ambisezualis como Achlya sp. fueron capaces de crecer sélo en 10-15 g. L1
de CINa. Nuestros resultados también concuerdan con las investigaciones realizadas
por Smith et al. (1990), quienes encontraron que la biomasa de Saprolegnia ferazx y
S. diclina se redujo considerablemente al disminuir el potencial hidrico. Otros au-
tores, Marking et al. (1994), Pickering (1994) y Willoughby (1994), coincidieron en
senalar que el agua de mar, con una salinidad de 29 g.L ™!, resulta ser letal para S.
parasitica y otras especies del género Saprolegnia. Si comparamos la concentracion
inhibitoria encontrada para S. ferax (25 g.L.™!) con la obtenida por Ali (2005) pa-
ra S. parasitica (8,18 g.L™1) podemos inferir que la tolerancia a la salinidad es un

atributo especifico.

Como respuesta al aumento de la salinidad observamos también, en ambas espe-
cies, un retraso en el inicio del crecimiento. Al exponer a S. feraxr a 20 y 25 g.L 7!, el
crecimiento empezo el cuarto dia de exposicién; en A. racemosa , éste fue observado

luego del cuarto y quinto dia de exposicién, en las placas expuestas a 7,5y 10 g.L 7.

En cuanto al efecto del CINa sobre los caracteres morfologicos de S. ferax y A.
racemosa podemos mencionar como hallazgo distintivo el hecho de que en ninguno
de los tratamientos se observd la formacion de oogonios. Nuestras observaciones
concuerdan con lo senalado por Smith et al. (1990) quienes encontraron que la for-
macién de oogonios de las especies de Saprolegnia fue mas sensible a la reduccion de
potenciales osmdéticos que el crecimiento vegetativo. También Hohnk (1956, 1957,
1961) en los numerosos trabajos en los que reporta el hallazgo de Saprolegniales en
ambientes salobres, menciona que por lo general éstos no exhibieron la fase repro-
ductiva sexual (Johnson et al., 2002). Por otro lado Ali (2005) observé una escasa
formacion de anteridios y oogonios de menor tamano y con signos de plasmolisis,
patréon que se acentud al aumentar el tiempo de exposiciéon y los niveles de CINa
de 0,55 a 9,93 g.L7!. Nétese que las concentraciones mds elevadas ensayadas por
Ali (2005) (8,176 y 9,93 g.L.™1), se corresponden con las concentraciones mds bajas
utilizadas en nuestros ensayos (7,5 y 10 g.L™!), a pesar de los efectos adversos, este

autor aun logré observar la presencia de escasos oogonios pequenos, con plasmoélisis
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severa y anteridios no funcionales. Otros Oomycetes como Phytophthora son capaces
de formar oogonios normales en concentraciones de CINa de 1 -2 M (58,49 - 116,98
g.L.71) pero al ser incubados en 5 M presentaron un elevado porcentaje de oosporas

con un alto grado de plasmdlisis (Jiang & Erwin, 1990).

En los ensayos realizados también observamos que las alteraciones en el micelio
fueron caracteristicas para cada especie. En S. ferax se observé micelio muy ramifica-
do formando ramificaciones angulosas, o dicotémicas rectas, articuladas de tipo arbo-
rescente, la porcién terminal de las hifas adopté una disposicion en espiral; mientras
que en A. racemosa la caracteristica mas llamativa fue la presencia de constriccio-
nes y ensanchamientos hifales. Ali (2005) encontré que en concentraciones de CINa
tan bajas como 0,07 M (= 4,09 g.L™!), fueron suficientes para provocar alteraciones
similares en el micelio S. parasitica; tales como la presencia de abundantes ramifica-
ciones con extremos hifales daniados, y en 0,14 M (=8,18 g.L.™!) observé abundantes
hifas delicadas con plasmdlisis. Por su parte Elliott (1972) observé que el micelio
de Phytophthora cactorum tratada con Cloruro de Sodio, desarrrollé ramas cortas

y retorcidas semejantes a las observadas en S. ferax.

Finalmente, no se llevaron a cabo tests de eficacia con ClNa, ésto debido a que se
aislaron otras especies fungicas, no pertenecientes al Reino Straminipila, asociadas
a ovas de pejerrey en elevadas concentraciones de CINa, y se encontré que dichas
especies exhibieron una importante tolerancia a la salinidad (Pacheco Marino et al.,
2008b). Sin embargo, debido a que su sensibilidad a la salinidad ha sido demostrada
en los ensayos in vitro, es probable que en ensayos de desafio con S. ferax y A.
racemosa, el Cloruro de Sodio actiie controlando de manera eficaz la tasa de infeccién

por estas especies.

Aunque algunas especies de Saprolegniales son capaces de esporular en condicio-
nes salinas fluctuantes, tal como lo demostré Padgett (1978b, 1980) en S. australis,
para que ésto suceda es necesario que las salinidad diminuya hasta 3 g.L~!, con-
centracién que se encuentra por debajo de las concentraciones inhibitorias medias
(CIM) de ambas especies (13,20 y 8,50 g.L™!). La sensibilidad a la salinidad ha sido
demostrada también por Smith et al. (1990), quienes encontraron que el aumento de
la salinidad ocasiona una notable disminucién en la formaciéon de zoosporangios y
la esporulacién de S. ferax y S. diclina. A su vez, segin los hallazgos de Ali (2005),

la formacién de esporangios fue muy sensible a la salinidad observandose muy rara-
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mente su formacién y también la liberacién de esporas en salinidades de 0,03 M (=
1,75 g.L71).

Por otra parte, observaciones realizadas en otras especies fingicas anamorfas de
Ascomycota, revelaron que el aumento de la salinidad actia distorsionado la espo-
rogénesis y frenando la formacién de conidiéforos y conidios en Aspergillus niger, A.
flavus, A. parasiticus, A. wentii, Paecilomyces lilacinum, Trichoderma harzianum
y T. viride; y también afectan la germinacién de conidios de Fusarium monilifor-
me (Ali, 2005; Mehdy et al., 1996; Abou-Zeid, 2000). Sin embargo, a que pesar los
estudios anteriores indican que el ClNa ejerce efectos negativos sobre muchas es-
pecies del Reino Fungi, vy que los Oomycetes son especialmente sensibles al estrés
osmotico, estos aspectos deberan ser discutidos bajo la luz de pruebas fisiologicas

mas complejas que las realizadas en el presente trabajo.

La Formalina, ademés de ser un desinfectante de uso general en acuicultura, ha
sido ampliamente utilizada para el tratamiento y prevencién de infecciones fungicas
en ovas de peces, siendo el agente fungicida de eleccion de los criaderos de peces de
Estados Unidos, pais en el que su utilizacion se encuentra restringida al tratamiento
de ovas de salmoénidos y esocidos. La urgente necesidad de tratamientos antifungicos
efectivos que reemplacen al Verde de Malaquita, ha llevado a que el Formaldehido
resulte siendo uno de los desinfectantes mas utilizados en la profilaxis durante el

periodo embrionario y los primeros estadios del desarrollo larval.

Diversos estudios han sido realizados con el objeto de ampliar el espectro de
especies en las que esté permitida la utilizacion del Formaldehido. Estos estudios
se han enfocado principalmente en la determinaciéon de la sensibilidad al Formal-
dehido y la evaluacion de su capacidad fungicida en condiciones de cultivo. Por el
contrario existen pocas investigaciones enfocadas a determinar el efecto fungicida

del Formaldehido sobre determinadas especies de Oomycetes.

En los ensayos realizados con Formalina se encontré que S. feraz y A. racemosa
son muy sensibles a esta sustancia, observandose una inhibicion total del crecimiento
a concentraciones mucho menores que la NEC para ovas de pejerrey (530,00 pl.L™1)
e inferiores también a las concentraciones recomendadas por diversos autores para
el tratamiento y control de Saprolegniasis en peces y ovas. Los grupos Control de
ambas especies crecieron de manera habitual, en éstos se observé abundante micelio

con crecimiento activo, oogonios y yemas de caracteristicas normales. S. feraz no
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logré crecer en ninguna de las concentraciones de Formalina ensayadas. A. racemosa
s6lo logré crecer en 20 pl.L ™1, concentracién en la que el crecimiento fue significati-
vamente menor al obtenido en el grupo Control (p<0,05), observandose ademds una
IC del 39,75 %, mientras que en 40 pl.L=! 1a IC logré alcanzar el 100 %. Finalmente,
entre ambas concentraciones se encontré la CIM (23,40 1.1 71). Las concentraciones
inhibitorias encontradas son mucho menores que las reportadas por Stueland et al.
(2005) para S. parasitica con una concentracion minima inhibitoria (48h) entre 50 y
100 pl.L~! y una concentracién letal minima de 250 a 500 pl.L=! para exposiciones

de 60 minutos.

En cuanto a las caracteristicas morfologicas, en A. racemosa inicamente se ob-
servé desarrollo de escaso micelio vegetativo disperso, sin caracteristicas morfologicas
llamativas; oogonios, anteridios u otras estructuras reproductivas asexuales estuvie-
ron ausentes en todas las réplicas. No se encontraron investigaciones previas que
hayan abordado el estudio de las alteraciones a nivel morfoldgico, y/o reproductivo

provocadas por el Formaldehido en especies de Saprolegniales.

Los ensayos de eficacia demostraron que, dentro de las sustancias ensayadas en
el presente estudio, la Formalina resultdé ser la unica eficaz en el control y trata-
miento de infecciones por S. feraz, ya que la tasa de sobrevivencia mas elevada fue
obtenida en los grupos tratados con 40 pl.L~! de Formalina (85,49 %); ademds de no
registrarse infecciones el porcentaje de mortalidad se mantuvo por debajo del 10 %,
siendo menor al obtenido en los otros tratamientos. Waterstrat & Marking (1995)
y Schreier et al. (1996), también obtuvieron elevados porcentajes de sobrevivencia
embrionaria al utilizar Formalina en ovas de salmén chinook y trucha arco iris, con-
cluyendo que la Formalina es el mejor tratamiento para prevenir y eliminar la accion

de la Saprolegniasis causada por S. parasitica.

Nuestros resultados han sido ratificados por las investigaciones hechas por Cline
& Post (1972), Marking et al. (1994), Barnes et al. (1997) y Barnes et al. (2000)
quienes utilizaron Formalina durante la incubacién de ovas de salmén chinook y tru-
cha arco iris, logrando reducir la tasa de mortalidad y obtener 6ptimos porcentajes
de sobrevivencia (87,9 - 93,1 %). Ademads el tratamiento con Formalina logré pre-
venir y eliminar efectivamente los “hongos” causantes de Saprolegniasis. También,
en ensayos realizados en ovas de carpa comun (Cyprinus carpio) por Froelich &
Engelhardt (1996) y Khodabandeh & Abtahi (2006) encontraron que el tratamiento
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con Formalina en concentraciones de 250 y 400 pl.L~! respectivamente, mantienen
bajo control el desarrollo de Saprolegniasis y mejoran considerablemente la tasa de

eclosion.

A diferencia de S. feraz, la concentracion ensayada de Formalina no exhibié una
accion fungicida semejante en A. racemosa, en donde a pesar de haber obtenido
porcentajes de sobrevivencia superiores a los del Control, la tasa de infeccién fue
del 18,69 %, estadisticamente igual a la obtenida en el Control. Estos resultados se
correlacionan con las observaciones realizadas en los ensayos in vitro, en los que A.
racemosa también resulto ser la especie mas tolerante y nos llevan a confirmar nue-
vamente que ambas especies exhiben una sensibilidad diferente al Formaldehido. En
investigaciones anteriores diversos autores han evaluado la capacidad de la Formali-
na para controlar los eventos de Saprolegniasis inespecifica en ovas de Myzocyprinus
astaticus (Liu et al., 1995) y en ovas de salménidos (Rach et al, 1997; Vivar &
Bernal, 1998), obteniendo resultados disimiles que pueden deberse a la falta de es-
tandarizacion de las condiciones de ensayo, como también a la diferente sensibilidad
a la Formalina por parte de los peces y las cepas fungicas empleadas como objeto

de estudio .

Esta diferencia en la sensibilidad explica el por qué diversos autores recomiendan
el uso de la Formalina en concentraciones que abarcan un rango muy amplio de
valores. Asi por ejemplo, Gieseker et al. (2006) tras estudiar el efecto fungicida de
la Formalina en juveniles de Oncorhynchus mykiss con Saprolegniasis inducida por
abrasién, encontraron que concentraciones entre 50 y 150 pul.L.~! son efectivas en el
control de S. parasitica. Treves & Brown (2000) recomiendan el uso de una dilucién
1:600 (=1667 ppm), valor que es 10 veces superior al utilizado normalmente en el
tratamiento de peces; sin embargo otros autores recomiendan el uso de 1000 ppm en
exposiciones intermitentes durante 15 minutos para prevenir las infecciones fingicas.
Celada et al. (2004) encontraron que una concentracién de 1500 ppm de Formalina
resulté ser insuficiente para controlar el crecimiento de “hongos”, siendo eficaz a una
concentracion de 4500 ppm; pero debido a que esta concentracién es muy alta los

tratamientos deberian ser suspendidos antes del inicio de la eclosién.

Tratando de condensar la informacion disponible, encontramos que las diferentes
concentraciones de Formalina recomendadas como tratamiento fungicida se encuen-

tran dentro de un rango muy amplio, en que el que nuestros resultados se ubican
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en el limite inferior. No se descarta la posibilidad de que otras especies de Sapro-
legniales sean mucho mas resistentes a la Formalina o que determinadas condiciones
en el microambiente generado en los sistemas de incubacién, como ser temperatura,
presencia de materia organica particulada en suspension, pH, salinidad y dureza de
agua, sean favorables para la proliferacién de esporas y/o que atentien o exacerben

los efectos téxicos de la Formalina.

En base a los datos obtenidos seria de utilidad, realizar ensayos estandarizados
con una mayor diversidad de cepas fingicas, de patogenicidad demostrada, con el fin
de establecer el nivel de sensibilidad de dichas especies en determinadas condiciones
y determinar con certeza si es necesario o no incrementar la concentracion de la
Formalina para que los tratamientos empleados logren cubrir un espectro mas amplio

de microorganismos patogenos causantes de Saprolegniasis.

El Acido Acético es utilizado en acuicultura, principalmente como tratamiento
de ectoparasitos en peces de agua dulce mediante inmersiones cortas de 1- 2 minutos
en soluciones entre 1000 y 2000 ppm (Noga, 1999); exposiciones mas prolongadas
pueden generar estrés acido en los peces. También es necesario considerar que los
peces pequenos son mas sensibles a esta sustancia. La eficacia del Acido Acético
como fungicida se asocia con su accién antimicrobiana considerada similar a la de
otros dcidos orgdnicos (Fennema, 1993); su accién inhibidora del crecimiento se debe
a que esta sustancia es capaz de interferir en las actividades enziméticas y alterar

la integridad de la membrana celular.

En los ensayos realizados con Acido Acético el rango de concentraciones utiliza-
das no ejercio efecto inhibitorio alguno sobre la TC de ambas especies. El crecimiento
de S. feraz se vi6 estimulado a una 10 mg.L ™! de AcH, y solamente se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las TC del grupo Control y las pla-
cas expuestas a 200 mg.L~!, concentracién en la que el crecimiento inicié al cuarto
dia de exposicion. El AcH tampoco mostré un efecto inhibitorio sobre A. racemo-
sa, pero a diferencia de §. ferazx, se observé la total inhibicién del crecimiento en
la placas expuestas a 200 mg.L~!; la TC también resulté significativamente menor
(p<0,05), en 25 mg.L~!. Durante un periodo de exposicién de 6 dias S. feraz y A.
racemosa, describieron un patréon de respuesta al Acido Acético similar, tal como se
observa en la Figura[5. 10l En la Tabla 5.9 se muestran las IC; la CIM se ubicé entre
100 y 200 mg.L 7!, siendo 167,80 y 152,30 mg.L~! para S. ferax y A. racemosa,
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respectivamente.

Si, tal como lo menciona Fennema (1993) la accién microbicida del Acido Acético
se basa principalmente en los efectos adversos producidos por el descenso del pH, es
de esperar que el crecimiento de ambas especies no haya sido inhibido, puesto que
estos organismos son capaces de crecer y desarrollar en medios cuyo pH tiende a
la acidez. Kitancharoen et al. (1996) mencionan que los rangos ptimos de pH, en
especies del género Saprolegnia, tienden a ser acidos, resultando en 5,0 a 5,5 para el

crecimiento vegetativo y de 6,2 para la formacion de zoosporas.

Lund (1934) estudié la distribucién de las Saprolegniales segtin el pH del ambien-
te del que fueron aisladas, clasificindolo en: altamente dcido (3,5 - 4,5), levemente
acido (5,3 - 6,8) acido-neutro (5,2 - 7,5) alcalino constante (7 - 8,4), y encontré que
un 77,4 % de especies fueron aisladas de ambientes altamente dcidos, encontrando
en esta categoria a S. ferax y A. racemosa, las que también fueron recuperadas de
ambientes alcalinos constantes pero unicamente A. racemosa fue aislada de ambien-
tes de pH neutral 4cido. Resultados similares fueron obtenidos por Perrot (1960)
quien encontré que un 48,9 % de las especies en ambientes con pH dcido-neutro, A.
racemosa 'y S. ferax estuvieron distribuidas tanto en ambientes de pH acido-neutro
(6,4 - 7) como en pH neutro-constante (7 - 7,7), pero sélo A. racemosa fue aislada
de ambientes de pH neutro-alcalino (7,4 - 9,7). En los relevamientos realizados por
Srivastava (1967) un 44,4 % del total de especies fueron aisladas de ambientes con
un pH neutro-acido (6,4-7,5); sélo se aislé a S. feraz distribuida en ambientes de
pH variable entre 5 - 8,8. Estos estudios nos llevan a concluir que la acidez del me-
dio no es un factor limitante de la distribuciéon de las Saprolegniales en ambientes
naturales, y que es probable que en condiciones de cultivo el pH ligeramente acido

tampoco inhiba el crecimiento y desarrollo de estos organismos.

Barbier (1969, 1971) estudi6 la respuestas de Achlya flagellata a variaciones
del pH en un rango de 4,5 - 7,9 y encontré que esta especie fue capaz de crecer
inmediatamente en un pH de 4,5 — 5,5 pero en los pH maés altos el crecimiento se
inicié tardiamente, por lo que al parecer el aumento del pH no inhibiria el crecimiento
sino que alargarfa el periodo de latencia. Nolan (1975) reporté valores 6ptimos de
pH, para Saprolegnia megasperma aislada del nematodo Neomesomeris flumenalis,
ubicados entre 5,2 - 5,7. Posteriormente, encontré que el pH 6ptimo para una cepa

de S. feraz (Gruit.) Thuret., aislada de visceras de una larva de Simulium vittatum,
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fue de 5,6 (Nolan, 1976). Kitancharoen et al. (1996) estudiaron el efecto del pH en
la germinacién y crecimiento de dos especies de Saprolegnia aisladas de peces, S.
parasitica y S. diclina y encontraron que ambas fueron capaces de crecer rapida
y vigorosamente a un pH de 4,8 y 3,5 respectivamente. Rakmanee et al. (2004)
encontraron que el 50 % de las cepas de S. diclina fueron capaces de crecer en valores
de pH entre 4 y 12; el porcentaje restante crecié hasta en un pH de 11. El 83,3 %
de las cepas exhibieron una tasa de crecimiento mayor o igual a 1,5 - 2,0 cm/dia
en un pH comprendido entre 7 y 8, y una tasa de crecimiento menor, entre 0,51-1,0
cm/dfa, en pH de 5- 11. Tanto Achlya sp., como Achlya ambisezualis crecieron en
un rango de pH de 4 a 11, mostrando una tasa de crecimiento (0,51 - 1,0 cm/dia)
menor a la de S. diclina pero en un rango mas amplio de pH, de 6 a 9. Los resultados
obtenidos por Charuwam & Rakmanee (2004) indican que en general las especies
del género Saprolegnia son capaces de resistir y crecer en condiciones fuertemente
acidas, mientras que las del género Achlya son capaces de tolerar valores de pH

alcalinos mas extremos.

En cuanto a las alteraciones morfoldgicas observadas, en S. feraz es caracteristica
la presencia de oogonios alargados de pared gruesa y contenido difuso, algunos pro-
liferando con abundantes oosporas ubicados sobre pies helicoidales. En 10 mg.L !
el nimero de oogonios duplica el valor obtenido para el Control; luego su nime-
ro desciende progresivamente al incrementar la concentracién llegando a ser, en las
placas expuestas a 100 mg.L™!, un 73 % menor que el obtenido en el Control. Ki-
tancharoen et al. (1996) observaron que las colonias de S. parasitica que crecieron a
un pH de 4,8 fueron pequenas y densas, con hifas contorsionadas con ramas cortas
e irregulares, mientras que S. diclina no presento alteraciones morfolégicas en las

mismas condiciones.

En A. racemosa las alteraciones morfolégicas fueron mas diversas observandose
oogonios septados, o con prominentes papilas, los que en algunas casos proliferan
varias veces y se encuentran agrupados en sectores. En cuanto al ntimero de oo-
gonios, en esta especie se observé un notable incremento en las placas expuestas a
25 mg.L 7!, llegando a superar, en 7 veces el valor obtenido para el Control (298
oogonios/placa); posteriormente a pesar de que los recuentos disminuyen hasta re-
sultar en 704 oogonios/placa, en 100 mg.L ™!, este valor continua siendo mayor al

registrado en el grupo Control. Al respecto, Johnson et al. (2002) mencionan que los
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valores de pH levemente acidos favorecen la reproduccién sexual. Diversos autores
encontraron que estas condiciones también estimulan la maduracién de las oospo-
ras de A. flagellata y A. tuberculata. Sin embargo, Loundsbury (1930) afirma que
no todas las Saprolegniales responden tan expresamente a los cambios de pH en el
medio, tal como lo observé en Protoachlya paradoza, en la que las variaciones del

pH no produjeron efecto alguno en su reproduccion sexual.

Al reemplazar el Acido Acético Glacial por Acido Acético Tamponado, observa-
mos que el efecto téxico de esta sustancia se evidencié claramente en ambas especies,
ya que sélo lograron crecer luego del tercer dia de exposicion y en la mas baja de las
concentraciones ensayadas (100 mg.L™!) y atin en esta la TC fue significativamen-
te inferior a la obtenida en el grupo Control. Concentraciones superiores a los 100
mg.L~! tuvieron un efecto letal sobre ambas especies; estos resultados indican que
existe un amplio rango de concentraciones con efecto fungicida que se encuentra por

debajo de la NEC obtenida para ovas de pejerrey (532,9 mg.L™1).

En la Tabla[B. 1T se presentan las IC para ambas especies; la IC de S. feraz en las
placas expuestas a 100 mg.L ™!, fue de 84,78 %, y la CIM (58,97 mg.L~!) se ubicé por
debajo de los 100 mg.L~!; mientras que para A. racemosa a la misma concentra-
cién la IC resulté en 34,55 %, y la CIM (123,61 mg.L~!) se ubicé entre los 100 y
200 mg.L~!. Estos resultados indican que S. feraxr es mds sensible al Acido Acético
tamponado que A. racemosa. No se observaron alteraciones morfoldgicas en el mi-
celio de S. ferax, pero si un aumento en el nimero de oogonios en el grupo expuesto
a 100 mg.L=!, el que fue 1,4 veces mayor al obtenido en el Control, ademés estas
estructuras fueron mas robustas y con mayor nimero de oosporas. Estos resultados
confirman que el descenso del pH no es un factor desencadenante de la inhibicion del
crecimiento en estas especies. Finalmente, no se encontraron referencias bibliografi-
cas referidas a la sensibilidad de Oomycetes u organismos similares al Acido Acético

tamponado.

En los ensayos de eficacia encontramos que el Acido Acético tamponado mejoro el
porcentaje de sobrevivencia de las ovas de pejerrey expuestas a S. feraz, pero no fue
eficaz en el control de la infeccién. Por el contrario, en los desafios con A. racemosa
se observaron las més altas tasas de sobrevivencia (83,33 %) en el grupo tratado con
Acido Acético tamponado y el porcentaje de infeccion (10,00 %) fue estadisticamente

inferior al del grupo Control sin tratamiento (28,33 %). Ademds el porcentaje de
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mortalidad en estos ensayos no superé el 10,00 %. En ensayos de eficacia realizados
por Marking et al. (1994) en ovas de Onchorhynchus mykiss, encontraron que Acido
Acético mostré un efecto inhibidor del crecimiento de S. ferax y S. hypogina a
una concentracion de 300 ppm. En nuestros ensayos in vitro encontramos que a
una concentracién de 200 mg.L™!, el crecimiento en A. racemosa fue totalmente
inhibido y que en S. feraz el porcentaje de inhibicién fue del 68,65 %; es probable
que a una concentracién mayor, cercana a los 300 mg.L™!, el Acido Acético tenga un
efecto inhibidor mayor y semejante al reportado por Marking et al. (1994). Vivar &
Bernal (1998), al estudiar la capacidad fungicida del Acido Acético no encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las tasa de infeccion, 16,6 y 15,55 %,
entre los grupos tratados con 100 y 300 mg.L~! respectivamente, por tal razén
recomendaron el uso de 500 mg.L~! de Acido Acético como fungicida debido a que en
esta concentracién la tasa de infeccién y la mortalidad total fueron significativamente
menores que las obtenidas en los tratamientos con concentraciones menores. La
concentracién recomendada por Vivar & Bernal (1998) no puede ser aplicada en
ovas de pejerrey ya que ésta supera la CLjp-96h (230 mg.L.™!). Por otro lado,
segln las investigaciones realizadas por Shreck et al. (1991), el Acido Acético exhibe
una limitada capacidad fungicida, en ensayos de inhibicion realizadas #n wvitro con
S. hypogina y ensayos de eficacia realizados #n vivo con ovas de infectadas con S.
feraz, estos autores encontraron que concentraciones tan altas como 400 mg.L~! no
fueron capaces de mejorar la tasa de eclosién, ni disminuir la tasa de infeccion en
ovas de truchas arco iris (Oncorhynchs mykiss) y salmén chinook (Oncorhynchus

tshawytscha).

La desinfeccion del ovas de peces mediante el uso de Iodéforos ha sido practicada
desde 1970 con el fin de reducir la transmision de patégenos virales y bacterianos
asociados con ovas, fluido coleémico o esperma; llegando a establecerse como una
practica habitual en las estaciones de cria para mitigar la amenaza de agentes patdge-
nos de transmisién vertical utilizando habitualmente concentraciones entre 50 y 100
mg. L.

La valoracién de las cualidades de los Iodéforos como potenciales agentes fun-
gicidas ha sido investigada por diversos autores (Piper et al., 1982; Subasinghe &

Sommerville, 1985; Schreck et al., 1990, 1992). Piper et al. (1982) reconoce al Todo

como un tratamiento efectivo en el control y tratamiento de la Saprolegniasis en
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ovas de salmonidos. Shreck et al. (1991) determinaron que la concentracién minima
inhibitoria para S. hypogina fue menor a 100 mg.L~! de Iodo. Adem4s, en pruebas
de eficacia con ovas de salmoénidos infectadas con S. ferax encontraron que, trata-
mientos con una concentracién de 50 mg.L~! durante periodos de exposicién de 15
y 60 minutos, son capaces del suprimir la propagacién de hongos en los huevos y
mejorar el porcentaje de eclosion. Romero (2003) encontré que el Iodo fue efectivo al
inhibir la infeccion de ovas por Saprolegniales, pero esta sustancia es capaz provocar
elevados porcentajes de mortalidad, (=30 %) en ovas de Galazias maculatus, al ser

utilizada en concentraciones mayores o iguales a 100 ppm.

En los ensayos realizados con Ioduro de Potasio y Iodopovidona encontramos
que ambas sustancias no fueron capaces de inhibir el crecimiento de S. ferax y A.
racemosa en las concentraciones ensayas; las que en ambos casos no superaron los
valores de NEC para ovas de pejerrey, los que fueron: de 41,80 y 119,60 mg.L~!
para el IK disuelto en CINa 0,9% y ADR respectivamente y para la Iodopovidona
resultaron en 59,70 mg.L ™! en CINa 0,9% y 167,2 mg.L.™! en ADR.

En la Figura[5.16l podemos ver que hasta el sexto dia de exposicién el crecimiento
de ambas especies permanece inalterado por el incremento de la concentracion de 1K.
Esta sustancia tuvo un efecto levemente estimulador del crecimiento de A. racemosa;
en las placas expuestas a 10 y 80 mg.L~!. En todos los casos las variaciones en las
TC fueron aleatorias y no estuvieron relacionadas con la concentracion. En S. feraz,
a lo largo del perfil de concentraciones se alternan indistintamente efectos levemente
inhibitorios y estimuladores, pero en ninguno de los casos se encontrd diferencias
estadisticamente significativas con el Control. El porcentaje de inhibicion maximo
alcanzado en S. feraz fue de 4,86 % a 80 mg.L~!, por el contrario, en A. racemosa
se observan valores de IC negativos, los que indican que el IK actuaria estimulando

el crecimiento de esta especie.

Como podemos observar en la Figura [5.19, la Iodopovidona sélo ejercié un efec-
to negativo sobre el crecimiento de S. feraz en las placas expuestas a 80 mg.L™!,
mientras que a una concentracién de 180 mg.L~! de Iodopovidona mostré un efecto
estimulador del crecimiento. En A. racemosa el efecto inhibidor de la Todopovidona
fue observado en las placas expuestas a 120 y 180 mg.L ™!, y en las expuestas a 20
mg.L~! se observé una leve pero significativa estimulacién del crecimiento. En la

Tabla [5.15 se presentan los porcentajes de IC de S. ferax y A. racemosa, expestas a
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la Todopovidona, esta sustancia no tuvo un efecto inhibidor directamente relaciona-
do con su concentracion, ya que en ambas especies se observa de manera alternada
y aleatoria la inhibicion y estimulacion del crecimiento. En ambos casos, tampoco
se obtuvo una inhibicién del crecimiento significativa que permita el calculo de las

concentraciones medias de inhibiciéon (CIM).

Resultados similares fueron reportados por Khodabandeh & Abtahi (2006) quie-
nes encontraron que el lodo fue poco eficaz en el control de infecciones por Saproleg-
nia sp. en ovas de carpa comun (Cyprinus carpio), aunque el porcentaje de eclosion
se incrementé en un 27 % en las ovas expuestas a 200 mg.L~!; ain en esta concen-
tracion se observaron ovas infectadas. Loan et al. (2006) coincide en senalar que el
Iodo tiene un efecto levemente inhibidor del crecimiento y la esporulacion de Achlya

sp. en concentraciones de 15 ppm.

En S. ferax no se observaron caracteristicas llamativas en el micelio, el recuento
sufrié variaciones no relacionadas con la concentracion de IK. El niimero de oogonios
descendi6 hasta un 32 % en las placas expuestas a 20 mg.L~! de IK; posteriormente el
numero fue aumentando hasta sobrepasar, los valores obtenidos en el Control en 1,9 y
1,7 veces, en las placas expuestas a 80 y 120 mg.L~! de IK respectivamente. Durante
la exposicion a la Iodopovidna tampoco se observaron alteraciones morfologicas
llamativas en esta especie; el nimero de oogonios disminuyé en un 60,7 % en 20
mg.L~! para luego ascender y descender aleatoriamente hasta alcanzar un valor
semejante al del grupo Control en la concentracién mas alta de lodopovidona (180
mg.L71).

Al exponer a A. racemosa al IK se observé una caracteristica distribucién “ti-
po axonomorfa”, y la presencia de acumulaciones electrodensas en la pared de las
mismas; también se observaron oogonios septados y proliferando. El nimero de
oogonios en todos los tratamientos fue superior al observado en el grupo Control,
el valor més alto alcanzado se obtuvo en 20 mg.L~" (19 veces el del Control) y
el méds bajo en 120 mg.L ! (1,8 veces el del Control). Resultados similares fueron
observados en A. racemosa durante su exposiciéon a la Iodopovidona, donde fue ca-
racteristica la presencia de micelio con ramas secundarias muy cortas dan aspecto
dentado; abundantes oogonios con bases andémalas y ornamentaciones onduladas.
Los recuentos también resultaron ser mas elevados en los tratamientos, llegando a

ser, en las placas expuestas a 20 mg.L™!, 28 veces mayores a los del grupo Con-
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trol. No se encontré informacion disponible respecto al efecto de los lodéforos en la

morfologia de Saprolegniales u otros organismos filogenéticamente relacionados.



Capitulo 6

Evaluacion sobre Fusarium

semitectum y Fusarium solani

6.1. Introduccion

En acuicultura es importante conocer los procedimientos para prevenir y contro-
lar los efectos adversos que los agentes patogenos pueden provocar en los peces en
sus distintos estadios de desarrollo. El uso de quimioterapéuticos esta ampliamente
difundido sobre todo en el cultivo de especies de importancia econémica como los
salménidos, ciclidos, ciprinidos, etc. La utilizacién de sustancias fungicidas como
el Verde de Malaquita, Peréxido de Hidrogeno, Cloruro de Sodio, entre otras, ha
sido motivo de una diversidad de investigaciones para determinar sus efectos sobre
pardametros fisiol6gicos, indices de crecimiento y sobrevivencia (Treves & Brown,
2000). Por su parte, el estudio del efecto de los fungicidas sobre los hongos ha sido
abordado con menor frecuencia, y se ha enfocado en especies pertenecientes al Reino
Straminipila y especificamente en los Saprolegniales (Oomycetes) agentes causales
de la enfermedad denominada Saprolegniasis, enfermedad que afecta a los peces y
sus ovas. Estos organismos, son denominados “water molds” o “mohos acuaticos”, y
a pesar de que estos poseen un aspecto macroscopico semejante al los hongos verda-
deros, no tienen filiacién con el Reino Fungi y presentan caracteristicas morfologicas
y fisiolégicas distintas (Milanez, 1997). El hecho de que ambos sean denominados
“hongos” puede llevar a confusién y a que adopten medidas terapéuticas por extrapo-

lacién de los resultados obtenidos en un grupo taxonémica y fisiolégicamente disimil,
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y que por lo tanto estas medidas no proporcionen resultados esperados. Puesto que,
si bien existe abundante informacion sobre el efecto téxico de gran variedad de agen-
tes fungicidas sobre las Saprolegniales, los mismos pueden ser utilizados inicamente
de modo referencial debido a que la sensibilidad a un determinado agente terapéuti-
co es variable entre especies y estas variaciones pueden ser mas pronunciadas ain
entre Reinos.

Las especies del género Fusarium constituyen uno de los patégenos de organis-
mos acuaticos mas representativos del Reino Fungi. La distribucién cosmopolita de
las especies de este género y su patogenicidad no se ponen en cuestion ya que se
las ha encontrado como patégenos de una gran variedad de organismos vegetales
y animales, inclusive del hombre. Las infecciones por Fusarium spp., en peces, se
caracterizan por presentar focos de inflamacién granulomatosa con tendencia a la
cronicidad generando, en el caso de tratarse de lesiones externas, una puerta de en-
trada para otros patégenos como parasitos, bacterias y virus. Aunque los hallazgos
anatomopatologicos han sido descritos por diversos autores, la eficacia de los tra-
tamientos contra la Fusariosis no ha sido determinada in wvitro, ni tampoco se ha
demostrado su eficiencia in vivo. Esta ausencia de informacion sobre la sensibilidad
de los hongos a la accién de quimiterapéuticos de uso habitual en acuicultura, hace
que la extrapolacién de tratamientos empleados para controlar las infecciones por
“mohos acuaticos” sea discutible.

En esta seccion se aborda el estudio del efecto fungicida in wvitro del Verde de
Malaquita, Cloruro de Sodio, Formaldehido, Acido Acético Glacial, Acido Acético
tamponado, Ioduro de Potasio e lodopovidona, sobre la tasa de crecimiento (TC)
de dos especies del género Fusarium: F. solani y F. semitectum (Anamorfos de
Ascomycota), aislados de ovas de pejerrey Odontesthes bonariensis, y de su aptitud

como agentes fungicidas.

6.2. Materiales y Métodos

Los ensayos fungicidas se realizaron con dos especies de género Fusarium: F.
solani (LPS 1001) y F. semitectum (LPS 1002); las que fueron aisladas de ovas
de pejerrey Odontesthes bonariensis. El procedimiento de aislamiento y tipificacién

de ambas especies se describe en detalle, en la Seccion 2.2.21 Las cepas, objeto de
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estudio, fueron solicitadas a la colecciéon de Instituto de Botanica C. Spegazzini.

Se evalué el efecto de cinco sustancias fungicidas: Verde de Malaquita, Cloruro
de Sodio, y Formalina (estabilizada con Metanol), Acido Acético Glacial, Acido
Acético Tamponado, Toduro de Potasio y Iodopovidona de una marca comercial
denominada Pervinox. Se realizaron ensayos en medio sélido utilizando Agar Czapek-
Dox modificado (Kirk et al., 2001) como medio base, con agregado de cada sustancia
hasta obtener las concentraciones mencionadas en la Tabla [6.1l La composicién del
medio de cultivo basal se detalla en el Apéndice [Al Para la determinacién del rango
de concentraciones a ensayar se consideraron parametros de toxicidad para ovas de
pejerrey como la CL5p-96h y la Concentraciéon de No Efecto (NEC) de las sustancias
ensayadas.

Los in6culos empleados para los ensayos de inhibiciéon del crecimiento fueron
provenientes de cultivos monosporicos de F. solani y F. semitectum. Para la obten-
cién de los mismos, se realizaron suspensiones sucesivas de conidios hasta obtener
una cantidad de 50 por campo microscépico (20x); se sembraron 100 pl de esta sus-
pensién en placas de Petri con Agar agua (Agar 2% en agua destilada), y fueron
incubadas a 25 °C. Luego de 24 horas se observé la germinacién de los conidios.

Las placas fueron sembradas con inéculos (3 mm didmetro) provenientes de cul-
tivos monospéricos germinados; con la finalidad de disminuir las pérdidas por eva-
poracion, cada placa fue sellada posteriormente con film adherente y almacenada en
una camara de incubacién a 17°C; en el caso del ClNa se realizo, adicionalmente, un

ensayo a 25°C. Se realizaron cuatro réplicas para los tratamientos y cinco réplicas
Yy p p y P

Tabla 6.1: Concentraciones empleadas en los ensayos de inhibicién del crecimiento (en cursiva

concentraciones por encima de las CL50-96h para ovas de pejerrey).

Sustancia Concentraciones ensayadas

Verde de Malaquita [mg‘L"] 0,25 0375 0,5 0,75 1 1,5

x4 8
Cloruro de Sodio [¢.L"] w s 120 a0 2 S S 7
Formalina [pl.L"] 20 40 80 150 250 450 900 //

Acido Acético Glacial [mg.L"] 10 15 25 50 100 200 500 1000 /
Acido Acético Tamponado [mg.L'l] 100 200 400 600 800 1000 1500 2000 /
Toduro de Potasio [mg.L’l] 20 30 50 72,5 145 240 480 960 /

Todopovidona [mgIK.L"] 30 50 80 120 180 360 720 1440
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para los Controles.

Luego del tercer dia de incubacion se midi6 y registré el diametro de la colo-
nia diariamente en la misma direccién, durante dos semanas, utilizando un calibre
Vernier (precision = 0,1 mm), hasta que el grupo Control de alguna de las especies
alcanzara el borde de la placa. La observacién de las placas que no alcanzaron el
borde, se prolongé por una semana adicional para detectar crecimiento tardio en
alguna de las concentraciones.

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de regresion simple y se calcul6 el
Coeficiente de Correlacién de Pearson (R) y el Coeficiente de Determinacién (R?).
La Tasa de Crecimiento (TC) se expresé como la pendiente de la recta de regresion
para cada condicién.

La tasa de inhibiciéon del crecimiento se expresé como porcentaje de reduccién
del didmetro de la colonia de cada tratamiento comparado con el grupo Control y

fue calculado como sigue:

Didmetro de colonia tratamiento

Iuhibicis — (1=
n lbICIOn[%] ( Didmetro de colonia ContI'Ol

) =100 %
La Concentracién Inhibitoria Media (CIM), concentracién en la que el crecimiento se
inhibe en un 50 %, fue calculada mediante la interpolacién de los datos de inhibicién

obtenidos para las concentraciones ensayadas.

6.2.1. Analisis Estadistico

Para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre
las Tasas de Crecimiento en las placas adicionadas con las sustancias fungicidas y
los Controles, se realizé6 un analisis de varianza mediante el test no paramétrico
de Kruskal Wallis, para el caso de CINa, y un ANOVA de una via para las otras
sustancias. Las comparaciones entre grupos se efectuaron mediante el método a

posteriori de multicomparaciones de Dunnet, utilizando el programa XL Stat 7.5.

6.3. Resultados

En la presente seccion se incluyen los resultados de los ensayos realizados con

las sustancias fungicidas. A continuacién se presenta de manera grafica el efecto
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de cada sustancia sobre el crecimiento de ambas especies en funcion al tiempo de
exposicion; seguido de las pendientes obtenidas a partir de la recta de regresién
y de los estadisticos: Coeficiente de Correlaciéon de Pearson (R) y Coeficiente de
Determinaciéon (R?); seguidamente se ilustra comparativamente el crecimiento de
ambas especies al octavo dia de exposicién y finalmente se presentan los porcentajes
de inhibicién del crecimiento para cada especie y sustancia.

El crecimiento de ambas especies respondié a un modelo de regresion lineal simple
de origen en cero, tal como lo demuestran los valores del Coeficiente de correlacién de
Pearson presentados més adelante. En términos generales, los valores del Coeficiente
de Determinacion indican que las variaciones en el didmetro de colonia, para cada
concentracion, estan determinadas por el tiempo de exposicion. Por este motivo la
Tasa de Crecimiento (TC) fue expresada como la pendiente de la recta de regresién
de los diametros de colonia obtenidos en cada tratamiento y a cada concentracién.

Los valores de las pendientes indicaron que, en ausencia del agente fungicida, la
TC de Fusarium semitectum fue el doble que la de Fusarium solani (relacién 2.0-
2.2). En ambas especies el Coeficiente de correlacién de Pearson mostré un alto grado
de asociacion entre el tiempo de exposicién y la concentracién de las sustancias.
En general, la mayoria de los tratamientos tuvieron un efecto inhibitorio sobre la
TC de ambas especies respecto a los Controles, proporcional a la concentracion, y

estadisticamente significativo.

6.3.1. Verde de Malaquita (Figuras a [6.3))

En las Figuras y se muestra el efecto del Verde de Malaquita sobre el
crecimiento de F. solani y F. semitectum; en ambos casos se observa una tenden-
cia a disminuir el crecimiento conforme se incrementa la concentracién de Verde de
Malaquita. Aunque, en ambas especies se registré crecimiento en todas las concen-
traciones ensayadas, se observa un retraso de éste en las placas expuestas a 2 mg.L™?
de VM, en las que el crecimiento se inici6 el quinto dia de incubacién, ademas el
crecimiento en 4 mg.L~! fue observado sélo en F. solani y se inicié al sexto dia de
incubacién.

Los valores de las pendientes son presentados en la Tabla [6.20 En ambos casos
fueron decreciendo al incrementar la concentracion de VM; en todos los tratamientos

las TC fueron menores a las del grupo Control encontrandose diferencias estadisti-
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Figura 6.1: Efecto del Verde de Malaquita sobre el crecimiento de F. solani.Los datos son expresados

como medias + desviacién estdandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~!.
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Figura 6.2: Efecto del Verde de Malaquita sobre el crecimiento de F. semitectum. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

camente significativas (p< 0,05). Los coeficientes de correlacién de Pearson fueron
mayores a 0,95 excepto para F. solani expuesto a 2 y 4 mg.L=! de VM.

La Figura esquematiza las diferencias en la sensibilidad en ambas especies,
al VM a los ocho dias de incubacion; los asteriscos senalan las concentraciones a
las que los valores de pendiente fueron significativamente menores a los del grupo

Control.
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Tabla 6.2: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes

concentraciones de Verde de Malaquita. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p<

0,05) respecto del Control.

Fusariim sofani

Fusaritm senytectim

Concentracion

a .
[mg.L7] Pendiente R R Pendiente R R
Control 0,47 0,99 082 1.00 0,39 0,98
0,25 0,32 0,89 0,82 0,67 1.00 0,67
0,375 0,33 0,59 0,62 0.56 1.00 0,97
0.5 .29 0,949 0az 0.45 1,00 0,95
0.75 0,24 0,67 083 0.43 1.00 0,55
1 o021 097 0,80 027 0,99 0,89
15 0,15 0,85 0,71 0.23 0,97 0,81
2 0,10 0,87 0,56 0.78 0,94 0,70
4 0,09 0,e7 0,56 - - -
3 " - - - - -
q -
B
=
E
o —B— Flaaiim
- soianl
@ —— Fusanm
= semitectum
f—
o
&
=
g x*
T ; 7 7 ; T =
0 1 2 4 5 B 7 3

Concentracién de Verde de Malaquita [mg.L"]

Figura 6.3: Efecto de la concentracién de VM sobre el crecimiento, de F. solani y F. semitectum en

Czapeck Dox, luego de 8 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias + desviacion

estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

En la Tabla [6:3] se presentan los porcentajes de inhibicién del crecimiento (IC)

para cada tratamiento y especie. Los valores de IC para F. solani al ser expuestos

a 0,25 - 4 mg.L~! oscilan entre 34,34 y 72,22 %, respectivamente. Se observa que

los porcentajes de inhibicién permanecen casi constantes entre 0,25 y 0,5 mg.L™1
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Tabla 6.3: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Verde de Malaquita.

Porcentaje de Inhibicion del
Concentracion Crecimiema
[mg. L_Il Fusarium Fusaritm
solani sefnitectim
Control E
0,25 3434 28,55
0,375 33,08 40,52
0.5 36,87 44902
0,75 43,81 50,65
1 48 86 55,56
1.5 5833 69,93
2 68,43 74,60
4 72,22 100,00
8 100,00 100,00

exhibiendo un aumento significativo entre 0,5 y 0,75 mg.L ™! para luego incrementar
atin més su valor entre 1,0 y 1,5 mg.L~!. La concentracién que inhibe el crecimiento
en un 50% (CIM) se ubicé entre 1,0 y 1,5 mg.L~!, resultando en 1,06 mg.L~!;
finalmente, se alcanz6 una inhibicién total del crecimiento en las placas expuestas a
4 mg.L=! de VM.

Para F. semitectum los porcentajes de inhibicién observados entre 0,25 y 2
mg.L~! fueron desde 28,59 % hasta 75,60 %. No se observaron diferencias consi-
derables en la IC en las placas expuestas a 0,5 y 0,75 mg.L~!, dentro de este rango
también se ubicé la CIM (0,65 mg.L™1), y a partir de esta concentracién de VM el
incremento en el porcentaje de inhibicién se hace gradual y sostenido hasta alcanzar

un 100 % en las placas expuestas a 4 mg.L~! de VM.

6.3.2. Cloruro de Sodio (Figuras a [6.9)

En el caso de Cloruro de Sodio se realizaron ensayos a dos temperaturas de incu-
bacién: 17 y 25°C. Como podemos observar en las Figuras y [6.5] el crecimiento
de F. solani fue estimulado por el incremento de la temperatura, cubriendo un es-
pectro més amplio de concentraciones (40 a 80 g.L.™!) que el alcanzado a 17°C; en
todos los tratamientos el crecimiento fue menor al del grupo Control y fue decre-
ciendo al incrementar la concentracién de CINa. En las placas expuestas a 80 g.L 1

e incubadas a 17°C se observé un retraso del crecimiento, el que se inicié al quinto
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Figura 6.4: Efecto del CINa sobre el crecimiento de F. solani incubado a 17°C. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.5: Efecto del CINa sobre el crecimiento de F. solani incubado a 25°C. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

dia de exposicion.

El crecimiento de F. semitectum también se vié estimulado por el incremento
de la temperatura, tal como se observa en las Figuras y 67 si bien el rango
de concentraciones es el mismo que a 17°C, el desarrollo del micelio en la placas

expuestas a 120 g.L7!, e incubadas a 25°C, se inicié més tempranamente que a
17°C.
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Figura 6.6: Efecto del CINa sobre el crecimiento de F. semitectum incubado a 17°C. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.7: Efecto del CINa sobre el crecimiento de F. semitectum incubado a 25°C. Los datos son

expresados como medias & desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

Tal como se observa en la Tabla [6.4] los valores de las pendientes fueron decre-
ciendo al incrementar la concentracion de ClNa. Las de F. solani y F. semitectum,
incubados a 25°C fueron considerablemente mayores a las obtenidas a 17 °C (rela-
cién 1,90-1,54); ademds en ambas especies los Coeficientes de correlacién de Pearson
mostraron un alto grado de asociacién entre el diametro de la colonia y el tiempo

de exposicion.
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Tabla 6.4: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de Cloruro de Sodio, e incubados a 17 y 25°C. Pendientes en cursiva indican

diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

Fusatiim solani Fusarium senytecthim
Concentracion
fmg.L™] Pendiente R R Pendiente R R’
0 0,37 0,99 091 0,80 049 0,95
£ o 0,23 0,98 085 .60 1,00 0,95
BEZ ® - - - 37 0,09 0,91
g " 10 - - - 0,08 0,80 0,48
2 160 - - ; - ; -
= 0 067 1,00 0,97 1,19 0,09 0,a7
E L W 0,43 1,00 0,98 1,12 0,89 0,97
2 ﬁ 20 0,15 0,99 07z 0. 66 1,00 0,97
E 120 ? ? ? 15 0,86 0,54
160 H = = 3 = %

En las Figuras y se presenta un esquema comparativo del crecimiento
de F. solani y F. semitectum incubados a 17 y 25°C. Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en el crecimiento de F. solani entre el grupo Control
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Figura 6.8: Efecto de la concentraciéon de ClNa sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum
en Czapeck Dox incubados a 17°C. Didmetro registrado luego de 8 dias de exposicién. Los datos
son expresados como medias + desviacién estdndar (D.E.). *: Diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.
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Figura 6.9: Efecto de la concentracién de ClNa sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum
en Czapeck Dox incubados a 25°C: Didmetro registrado luego de 8 dias de exposicién. Los datos
son expresados como medias + desviacién estandar (D.E.). *: Diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.

y todos los tratamientos en ambas temperaturas (p<0,05). Por otro lado, en F. se-
mitectum, incubado a 17°C, no se observaron diferencias en el crecimiento del grupo
Control y el grupo expuesto a 40 g.L.™!, sin embargo a 25°C existieron diferencias
significativas entre el grupo Control y todas las concentraciones ensayadas.

El Cloruro de Sodio inhibio el crecimiento de ambas especies, este efecto inhibidor
fue proporcional a su concentracion. F. semitectum mostré ser mas tolerante al
esta sustancia que F. solani, puesto que independientemente de la temperatura de
incubacién esta especie logré crecer hasta en 120 g.L=! de CINa mientras que en F.
solani sélo se registré crecimiento hasta en 40 g.L71 a 17°C y 80 g.L.! a 25°C. La
tolerancia de F. solani al CINa estuvo claramente influenciada por la temperatura
de incubacién, ya que a una temperatura de 17°C el crecimiento de F. solani fue
totalmente inhibido a 80 g.L~!, mientras que a 25°C la inhibicién sélo fue parcial
(73,96 %) en concentracciones inferiores (40 g.L. ™! ) no se encontraron diferencias en
la IC a 17 y 25°C. Por otro lado, en F. semitectum, las diferencias en el crecimiento
atribuibles a la temperatura de incubacién, sélo se pudieron observar a 40 g.L—1,
concentracion en la que fue mas tolerante al ClNa a 25 que a 17°C.

Como se puede observar en la Tabla [6.5], para ambas especies y en las diferentes
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Tabla 6.5: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Cloruro de Sodio.

Porcentaje de Inhibicién del crecimiento

Concentracién Incubada a 17 °C Incubada a25°C
lo.L"] Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
solani semitectum solani semitectim
Control - - -
40 34,38 25,74 36,46 5,88
80 100,00 53,31 73,96 44,41
120 100,00 83,82 100,00 42,65

160 100,00 100,00 100,00 100,00

temperaturas de incubacién la CIM se ubicé entre los 40 y 80 g.L™t. En F. solani
incubado a una temperatura de 17°C, ésta se aproximé al limite inferior siendo de
49,5 g.L 7! mientras que a 25°C se alejo del limite inferior resultando en 54,44 g. L=,
Para F. semitectum, incubado tanto a 17°C (75,20 g.L.™!) como a 25°C (85,85 g. L™ 1),
la CIM se ubicé alrededor de los 80 mg.L 1.

6.3.3. Formalina (Figuras [6.10 a [6.12])

En las Figuras y se ilustra el efecto de la Formalina sobre el crecimiento
de F. solani y F. semitectum. En términos generales se observa que el crecimiento
tiende a disminuir conforme se incrementa la concentracién de Formalina. F. solani
crecié hasta una concentracién de 450 ul.L™! y el efecto de la Formalina resulté ser
mas atenuado que para F'. semitectum, donde se observo un efecto mas acentuado;
logrando crecer s6lo hasta en 250 pl.L~!. En ambas especies, no hubo retraso en el
inicio del crecimiento en las concentraciones ensayadas.

Se observa en la Tabla[6.6] que la pendiente de F. solani no muestré diferencias
significativas (p<0,05) entre el grupo Control y los tratamientos con 20 y 40 pl.L~!.
Es a partir de 80 ul.L™! que el descenso de la pendiente se hace més notorio. En F.
semitectum el efecto de la Formalina sobre la pendiente resulté ser mas evidente, se
observa un descenso progresivo de la pendiente relacionado con la concentracion de
Formalina.

En la Figura [6.12] se ilustra comparativamente el efecto de la Formalina sobre
ambas especies. Aqui se observa con claridad lo mencionado en parrafos anteriores,

siendo el efecto inhibidor de la Formalina mas agudo para F. semitectum que para
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Figura 6.10: Efecto de la Formalina sobre el crecimiento de F. solani. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.11: Efecto de la Formalina sobre el crecimiento de F. semitecum.. Los datos son expresados

como medias £ desviacién estdandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~!.

F. solani.

Como se observa en la Tabla[6.7] concentraciones entre 20 y 40 pul.L~! de Forma-
lina, resultaron ser levemente estimuladoras del crecimiento de F. solani, el efecto
ligeramente inhibitorio observado en las siguientes concentraciones (80 y 250 ul.L™1)

se incrementa a concentraciones superiores a los 450 pul.L™! y a una concentracién
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Tabla 6.6: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de Formalina. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.

. Fusariumsolat Fusarim s enytectm
Concentracion
L1 Pendiente [ R’ Pendiente R R
0 048 1,00 0,98 1,01 1,00 0,99
20 0,49 1,00 0,99 0.94 1.00 0,99
40 0,50 1,00 0,99 0.87 1.00 0,99
30 0.44 1,00 0,487 0.68 1.00 0,93
150 0.43 1,00 0,87 0.66 1.00 0,93
250 043 1.00 0,98 0.45 1.00 0.76

450 036 1.00 0,82
200 - - -

—8&— Fusanum
solan

—— Fusanum
semiectim

Diametro de la colonia [cm]

H"‘HH %k

0 T T T T T T T L T T T T T T T T

0O 100 190 280 370 460 540 B30 720 @0 900

Concentracion de Formalina [|1I.L'1]

Figura 6.12: Efecto de la concentracién de la Formalina sobre el crecimiento de F. solani y F.
semitectum en Czapeck Dox luego de 8 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias

=+ desviacién estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

de 900 pl.L7! la IC logra ser total, entre ambas concentraciones se ubicé la CIM
(614,03 pl.L™1). La respuesta de F. semitectum es distinta, y en las placas expues-
tas a 20 ul.L=! de Formalina se observa un leve efecto inhibitorio que se incrementa
progresivamente hasta ser total a una concentraciéon de 450 pul.L~!; la CIM para
esta especie se encuentra ubicada entre 250 y 450 pl.L™!, y result6 en 271,60 pl. L1

resultando menor a la de F'. solana.
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Tabla 6.7: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Formalina.

Porcentaje (I_e Iglhihicic}n del
Concentracion Crecimients,
L Fusarinm  Fusarium
sola semitectim
0 = 2
20 -1,02 2,29
40 -2,63 8,92
80 B 50 2510
150 8,38 27,26
250 1A 43,95
450 21,32 100,00
900 100,00 -

6.3.4. Acido Acético
Acido Acético Glacial (Figuras [6.13 a [6.15)

Las Figuras y [6.14] muestran el crecimiento de F. solani y F. semitectum
expuestos al Acido Acético Glacial. Esta sustancia no tuvo efecto sobre el crecimien-
to de F. solani, durante el periodo de ensayo esta especie logré crecer hasta en 500
mg.L~! de AcH; sin embargo, luego del octavo dia de exposicién se observé creci-
miento en placas expuestas a 1000 mg.L~!. En el caso de F. semitectum sélo se
observaron diferencias en el crecimiento entre el grupo Control y los tratamientos ex-
puestos a las concentraciones mas elevadas (500 y 1000 mg.L™!); ademés, las placas
expuestas a 1000 mg.L™! iniciaron su crecimiento al séptimo dia de exposicién.

En la Tabla se presentan los valores de la Pendiente Coeficiente de Corre-
lacion de Pearson y Coeficiente de Determinacion, correspondientes a la recta de
regresion. Para ambas especies los valores de las pendientes del grupo Control y los
tratamientos no difieren de manera significativa, excepto en concentraciones de 500
y 1000 mg.L~!. Los valores del coeficiente de correlaciéon de Pearson para F. solani
oscilan entre 0,99 y 1,00 e indican un buen ajuste de los datos a la recta de regresion;
para F. semitectum estos valores se encontraron entre (0,84-1,00); el limite inferior
de este rango corresponde al valor obtenido en la placas expuestas a 1000 mg.L~*
y su valor es bajo debido a que la recta fue trazada tinicamente con dos puntos de

medicién, por tas motivo debera ser considerado con cautela.

La Figura [6.15] ilustra comparativamente la respuesta de ambas especies, en un
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Figura 6.13: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de F. solani. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.14: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de F. semitectum. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.

periodo de exposicion de 8 dias; como podemos observar las dos especies describieron
una respuesta similar al incremento en la concentracion de Acido Acético.

En la Tabla se muestran las IC, sélo en concentraciones superiores a 500
mg.L.~! se observa una tendencia de inhibicién sostenida, en respuesta al aumento
de la concentracién de Acido Acético. La CIM se ubicé entre 500 y 1000 mg.L~1,

siendo 738,70 v 715,90 mg.L~! para F. solani y F. semitectum respectivamente, el
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Tabla 6.8: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de Acido Acético Glacial. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas

(p< 0,05) respecto del Control.

Fusarium solani Fusarium semitectumn
concentracién
[my.L7] Pendiente R R? Pendiente R R?
0 0,48 1,00 0,87 1,01 1,00 0,99
10 0,48 1,00 0,98 1,00 1,00 1,00
15 0,48 1,00 1,00 0,83 1,00 1,00
25 0,48 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00
50 0,45 1,00 0,89 0,85 1,00 1,00
100 0,49 1,00 1,00 0,87 1,00 1,00
200 0,51 1,00 0,99 0,89 1,00 1,00
500 040 0,49 0,91 0,71 1,00 0,92
1000 0.01 0,58 0,22 0,06 0,84 0,34
2000 - - 7 - 7 -
g s
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Figura 6.15: Efecto del Acido Acético Glacial sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum en
Czapeck Dox luego de 8 dias de exposicién. Los datos son expresados como medias + desviacién

estdndar (D.E.). x: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del Control.

crecimiento de ambas especies fue totalmente inhibido a concentraciones entre 1000
y 2000 mg.L~1.
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Tabla 6.9: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Acido Acético Glacial.

Porcentaje d_e I_nhihici'jn del
Concentracion cHEElmeniy
fmo.L ™ Fusarium Fusarium
solai sefnitectium
0 : i
10 013 -0,80
15 26T 1,06
25 013 111
50 3,94 000
100 -0,51 -016
200 -4, 96 0,00
500 12,47 2217
1000 1,09 a5, 67
2000 100,00 100,00

Acido Acético Tamponado (Figuras [6.16] a [6.18))

En las Figuras y se presenta la respuesta de F. solani y F. semitec-
tum a la exposicion al Acido Acético Tamponado. Podemos observar que las placas
expuestas a 100 y 200 mg.L~! el crecimiento de ambas especies fue mayor al del
grupo Control. En las placas expuestas a 400 mg.L~! el crecimiento de F. solani
empezo6 siendo menor al Control, pero alcanzd valores similares luego del sexto dia
de exposicién; sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
en los tratamientos con 600 y 800 mg.L~!; en dichas concentraciones el crecimiento
empezo6 al cuarto y séptimo dia de exposicion respectivamente.

A partir de los 400 mg.L™! se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
entre los tratamiento y el grupo Control de F. semitectum, ademas se observo un
descenso del crecimiento sostenido en el tiempo. El inicio del crecimiento no se
retrasé en las placas expuestas a 600 mg.L~!, pero si en 800 y 1000 mg.L~! donde,
éste se inicio al sexto y octavo dia de exposicién respectivamente.

En la Tabla se presenta los valores de las Pendientes, Coeficiente de corre-
lacién de Pearson y Coeficiente de Determinacién; en ambos casos los valores de la
Pendiente en los tratamientos con 100 y 200 mg.L~! fueron superiores a los obte-
nidos en el grupo Control. El efecto téxico del Acido Acético tamponado sobre F.
solani se observé claramente a partir de los 400 mg.L . Por su parte, F. semitectum
resulté ser mas tolerante a esta sustancia que F. solani. Los coeficientes de corre-

laciéon de Pearson obtenidos son adecuados, siendo superiores a 0,79 y 0,93 para F.
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Figura 6.16: Efecto del Acido Acético Tamponado sobre el crecimiento de F. solani. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.17: Efecto del Acido Acético Tamponado sobre el crecimiento de F. semitectum. Los datos

son expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~ 1.

solant y F. semitectum respectivamente.

En la Figura[6.I8, podemos ver que tanto F. semitectum como F. solani exhibie-
ron una respuesta comparable al Acido Acético tamponado. Excepto que en el caso
particular de F. semitectum se observé crecimiento hasta en 1000 mg.L~! luego del

octavo dia de exposicién (Tabla [6.9).

En la Tabla [6.11] se presentan las IC para ambas especies; asi tenemos que para
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Tabla 6.10: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de Acido Acético Tamponado. Pendientes en cursiva indican diferencias significa-

tivas (p< 0,05) respecto del Control.

Fusarium solani Fusarium s emitectum
Concentracion
fmg.L7] Pendiente R R’ Pendiente R R’
1] 037 099 0,91 081 1,00 0,95
100 0,42 1,000 049y 0,493 1,00 0,92
200 0,44 04949 0,491 0,28 1,00 0497
400 0,35 0,98 0,85 0.67 0,99 0.M
500 oM 0,95 0,74 0.49 0,98 084
300 0.06 0,74 0,46 0.26 0,93 069
1000 z : : 0.01 0,58 022
1500 - - : : - :
2000 - - - - - -
8 -
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Figura 6.18: Efecto de la concentracién de Acido Acético tamponado sobre el crecimiento de F.
solani y F. semitectum en Czapeck Dox luego de 8 dias de exposicién. Los datos son expresados
como medias + desviacién estdndar (D.E.). #: Diferencias significativas (p< 0,05) respecto del
Control.

F'. solani se observa un efecto inhibitorio en las placas expuestas a una concentracion
mayor e igual a 600 mg.L~!, mientras que para F. semitectum el efecto inhibitorio
de esta sustancia se observa desde los 400 mg.L™!. En ambas especies la CIM-50

se ubicé entre los 600 y 800 mg.L !, resultando en 704,25 mg.L~! para F. solani y
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Tabla 6.11: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Acido Acético Tamponado.

Porcentaje de Inhibicidn del

Concentracion SHEEimieni
fmg.L7] Fusarium Fusarium
sofani semntectum
0 5 =
100 -24.00 -11,58
200 -19,09 -6,07
400 2,92 11,21
600 23,90 30,33
800 7307 56,99
1000 100,00 9816
1500 100,00 100,00
2000 100,00 100,00

747,60 mg.L~! para F. semitectum.

6.3.5. Compuestos Iodados
Ioduro de Potasio (Figuras [6.19 a [6.21])

El efecto del Ioduro de Potasio sobre el crecimiento de F. solani se presenta en la
Figura[6.19, como podemos observar F. solani logré crecer en la todas concentracio-

nes ensayadas. El IK no tuvo un efecto letal sobre esta especie, sin embargo se puede
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Figura 6.19: Efecto del Ioduro de Potasio sobre el crecimiento de F. solani. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.20: Efecto del Ioduro de Potasio sobre el crecimiento de F. semitectum. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~1.

apreciar un efecto levemente inhibidor en concentraciones superiores a 145 mg. L.
Por su parte, F. semitectum exhibié una respuesta similar (Figura [6.20), aunque el

efecto inhibitorio de la concentracién méas alta (960 mg.L ™) fue mds notorio.

Los valores de las Pendientes, presentados en la Tabla[6.12] se correlacionan con
lo observado en los graficos anteriores; la pendiente exhibe poca variacion entre el

Control y los 20 mg.L !, posteriormente desciende levemente en 30 mg.L~!, para

Tabla 6.12: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de Toduro de Potasio. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p<
0,05) respecto del Control.

Fusarium solan Fusarium semitectum
Concentracion

[mg.L"] Pendiente R R Pendiente R R?
0 03z 1,00 0,92 0,64 1,00 0,95
20 0,3 1,00 0,9 0,64 1,00 0,96
30 0,29 0,99 0,89 0,61 1,00 0,95
50 0,31 0,49 0,81 053 1,00 0,85
725 0.20 0,99 0.89 063 1.00 0,65
145 0,31 0,39 0,81 061 1,00 0,64
240 0.26 0,39 0.89 0,55 0,89 0,80
480 0.27 0,39 0,81 0,53 0,99 0,28

960 0.25 0,98 0,84 0,40 0,99 0,82
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luego aumentar y permanecer constante hasta 145 mg.L.™!, a concentraciones supe-
riores a esta se observa, el efecto inhibitorio del IK, tanto para F. solani como para
F. semitectum, observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en-
tre la pendiente del grupo Control y los tratamientos expuestos a concentraciones

superiores a 240 mg.L !,

En la Figural6.2Tlpodemos observar que al octavo dia de exposicién el crecimiento
de F. solani permanece inalterado por el incremento de la concentracion de IK; sin

embargo, en F. semitectum éste fue ligeramente inhibido a partir de los 240 mg.L 1.

La Tabla muestra los porcentajes de inhibicién del crecimiento de ambas
especies, obtenidos a las distintas concentraciones de IK. Concentraciones entre 20
- 145 mg. L' estimularon el crecimiento de F. solani, y entre 240 - 960 mg.L!,
el porcentaje de inhibicién méximo alcanzado fue de 10,58 %. En F. semitectum
la concentraciones tuvieron un efecto inhibitorio, el que fue poco representativo en
concentraciones inferiores a 145 mg.L ™!, posteriormente si bien se incrementaron los

valores, éstos no llegan a alcanzar los porcentajes medios de mortalidad o CLsg.
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Figura 6.21: Efecto del Ioduro de Potasio sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum en
Czapeck Dox incubados a 17°C. Didmetro registrado luego de 8 dias de exposicion. Los datos
son expresados como medias + desviacién estdndar (D.E.). *: Diferencias significativas (p< 0,05)

respecto del Control.
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Tabla 6.13: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Ioduro de Potasio.

Porcentaje de Inhibicidn del

Concenfracion HERITEY
fmg.L7] Fusarium  Fusaium
solani seftectum
0 z "
20 577 3,49
30 0, 96 6,11
50 -4,81 3,06
725 -6,73 1,75
145 577 4,80
240 7,69 10,92
480 7,649 11,79
960 10,58 25,57

Iodopovidona (Figuras [6.22] a [6.24))

El efecto de la Todopovidona sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum
se ilustra en las Figuras y [6.23] El crecimiento de F. solani reflej6 una res-
puesta similar a la obtenida con IK. En las placas expuestas a 720 y 1440 mg.L™*
el crecimiento inicid el cuarto dia de exposicion. En ambos casos el crecimiento de
esta especie no logré ser totalmente inhibido por dichas sustancias. Por otro lado,

F. semitectum respondié de una manera distinta, logrando ser inhibido en 1440
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Figura 6.22: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de F. solani. Los datos son expresados

como medias + desviacién estdndar (D.E.). Concentraciones en mg.L 1.
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Figura 6.23: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de F. semitectum. Los datos son

expresados como medias 4 desviacién estandar (D.E.). Concentraciones en mg.L~ 1.

mg.L~!, ademds se observé que el crecimiento en 720 mg.L™! se inicié el quinto dia
de exposicion.

En la Tabla [6.14] se presentan los valores de las Pendientes, Coeficiente de co-
rrelacion de Pearson, Coeficiente de determinacién para ambas especies expuestas a
Todopovidona. En concentraciones menores a los 180 mg.L™! no se observaron va-

riaciones significativas en las pendientes de F. solani, en concentraciones superiores

Tabla 6.14: Valores de Pendiente, R y R? para F. solani y F. semitectum, expuestos a diferentes
concentraciones de la Iodopovidona. Pendientes en cursiva indican diferencias significativas (p<
0,05) respecto del Control.

Fusariinm solani Fusarium semitectum
Concentracion

[mg.L"] Pendiente R R Pendiente R R?
1] 031 0,99 092 0,64 1,00 0,95
30 032 0,99 092 0,64 1,00 0,94
50 030 0,99 0,490 0,64 1,00 0,93
80 032 0499 092 0,64 0,99 0,94
120 03 0,499 0,490 0,64 1,00 0,94
180 031 0,99 09 0,61 0,99 0,92
360 0,28 0,99 089 0,49 0,939 0,85
720 025 04y 0,80 0,18 0,87 0,55

1440 0,77 0,7 0,51 - - -
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a ésta se observa un descenso leve de la pendiente. En F. semitectum los valores
de pendiente son similares hasta los 120 mg.L ™!, luego descienden levemente y en
las dos ultimas concentraciones (360 y 720 mg.L 1), se observa el efecto inhibidor
de la Todopovidona sobre esta especie. La Figura ilustra comparativamente la

respuesta de ambas especies a la Iodopovidona.
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Figura 6.24: Efecto de la Iodopovidona sobre el crecimiento de Fusarium solani y Fusarium semi-
tectum en Czapeck Dox incubados a 17°C: Didmetro registrado luego de 8 dias de exposicion. Los
datos son expresados como medias £+ desviacién estdndar (D.E.). *: Diferencias significativas (p<
0,05) respecto del Control.

Tal como se observa en la Tabla la Todopovidona no tuvo un efecto inhibidor
del crecimiento en F. solani. Sin embargo, F. semitectum mostro ser mas sensible
a esta sustancia al ser expuesta a concentraciones superiores a 180 mg.L.~! con una
CLs de 655,70 mg.L~! proxima a los 720 mg. L.
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Tabla 6.15: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento de F. solani y F. semitectum, expuestos a

diferentes concentraciones de Iodopovidona.

Porcentaje de Inhibicion del
Concenftracion CLECITEg
[mg.L1 Fusarium Fusarium
solani sefmtectum
0 : E
30 -288 044
50 0,98 131
g0 =577 -218
120 577 044
180 -4.81 218
360 0,00 1485
720 386 57 54
1440 0,00 100,00

6.4. Discusion

Las infecciones producidas por especies fungicas del género Fusarium han sido
descritas en gran variedad de organismos tanto de vida libre como en cautiverio
(Hatai & Kubota, 1986; Crow et al., 1995; Souheil et al., 1999; Khoa et al., 2004).
Tal como se traté detalladamente en el Capitulo 3] las dos especies del género Fu-
sarium estudiadas (Fusarium solani y Fusarium semitectum) fueron aisladas de
ovas de pejerrey (Odontesthes bonariensis). Ambas también han sido reportadas
previamente como causantes de infecciones en organismos acuaticos, pero sus re-
percusiones econémicas son desconocidas. Es tinicamente en el cultivo intensivo de
crustaceos, donde el efecto de las Fusariosis cobra importancia econémica, debido a
que causa serios eventos de mortalidad. A pesar de esto, la evaluacion de potenciales
agentes fungicidas destinados al tratamiento de infecciones causadas por organismos
ubicados dentro del Reino Fungi, es un teméatica que ha sido poco estudiada. En la
actualidad, en el cultivo intensivo de crustaceos, las medidas de control de esta enfer-
medad se limitan a la profilaxis y prevencién (Alday-Sanz, comunicacién personal).
Aunque se han realizado escasos estudios para evaluar la aplicacién de medidas te-
rapéuticas para el control de infecciones por Fusarium estos han sido diseniados para
la prevencién y tratamiento de infecciones de crustaceos. Bell et al., (1990) probaron
la eficacia in vivo de la 5-Cloro-2-metil-4-isotiazolina-3-ona y 2-metil-4-isotiazolina-
3-ona, en el control de mortalidades causadas por F. solani, en Penaeus stylirostris,

pero su uso como fungicida esta restringido al tratamiento de crustaceos debido a
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que esta sustancia resulta ser altamente téxica para los peces.

El Verde de Malaquita es un colorante diaminotrifenil metano N-metilado, co-
mo vimos en Capitulo [, resulta ser un efectivo agente fungicida para el control
de infecciones por “mohos acudticos”, hecho que ha sido demostrado por diversos
autores (Bailey 1984; Sudova et al., 2007). Sin embargo, en el presente estudio se en-
contré que el rango de concentraciones de VM que tienen un efecto inhibidor o letal
sobre el crecimiento en los Oomycetes estudiados (0,03- 0,25 mg.L 1), no es capaz
de ejercer un efecto semejante sobre el crecimiento de F. solani y F. semitectum.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la concentracion que inhibié totalmente el
crecimiento de los Oomycetes estudiados (0,25 mg.L™!) tiene un efecto levemente
inhibidor del crecimiento de ambas especies de Fusarium, las que exhibieron un ran-
go de tolerancia mucho mas amplio al VM, que alcanzd valores de hasta 4,0 y 8,0
mg.L !, para las concentraciones inhibitorias del crecimiento de F. semiectum y F.

solani respectivamente.

La sensibilidad al Verde Malaquita en especies fingicas anamorfas de Ascomy-
cota es variable, asf tenemos que a una concentracién de 1,0 mg.L ™!, los porcentajes
de inhibicién varian desde 4,5 % para Aspergillus flavus hasta 96,4 % para Clados-
porium herbarum (Bragulat et al., 1991). Esta variabilidad entre géneros también se
observa entre especies de un mismo género. En los estudios realizados por Bragulat
et al., (1991), el crecimiento de F. ozysporum fue inhibido en un 7,9 % al ser expues-
to a una concentracién de 1 mg.L~! de VM; a dicha concentracién encontramos que
en las especies en estudio los porcentajes de inhibicién del crecimiento fueron mucho
mas elevados alcanzando valores de 48,86 y 55,56 % para F. solani y F. semitectum,

respectivamente.

Ademas de ser un efectivo agente microbicida, (Treves & Brown, 2000) el VM es
ampliamente conocido por su poder fungicida. A pesar de esto, los resultados obte-
nidos indican que las especies del género Fusarium son capaces de tolerar elevadas
concentraciones. Esta capacidad fue utilizada por diversos autores para formula-
cién de medios de cultivos para el aislamiento selectivo de especies de este género
(Leslie & Summerell, 2006). Singh & Nene (1965) formularon un medio de cultivo
diferencial compuesto por un medio basal con el agregado de 15-50 ppm de VM;
mas recientemente Castelld et al. (1997), desarrollaron un formulado, actualmente

denominado Agar Verde de Malaquita, utilizando 2,5 mg.L~*de VM.
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Aunque se desconocen los mecanismos exactos que subyacen a la tolerancia al
VM, es sabido que una gran variedad de organismos como bacterias, Actinomycetes,
levaduras y hongos son capaces de decolorar y detoxificar compuestos recalcitran-
tes como el Verde de Malaquita y otras tinciones diaminotrifenil metano mediante

mecanismos que han sido revisados en profundidad por Azmi et al. (1998).

Una gran variedad de especies flingicas son capaces de decolorar diversas colo-
rantes. Asi por ejemplo, algunos Basidiomycetes no sélo decoloran sino que también
degradan y mineralizan una gran variedad de estructuras quimicas (azo - antraqui-
nona, trifenil metanos heterociclicos, y colorantes poliméricos) y otros compuestos
orgéanicos toéxicos y recalcitrantes. Trametes versiocolor, es capaz de decolorar com-
puestos como la antraquinona, azo e indigo (Wong & Yu, 1999; Yang et al., 2009).
Por su parte, algunos Ascomycetes como: Phanerochaete chrysosporium capaz de
degradar colorantes trifenilmetano como el Verde de Malaquita, Cristal Violeta,
Verde Brillante y el Etil Violeta, mediante la accién de una lignina peroxidasa que
efectiia procesos sucesivos de N-demetilacion sobre los grupos N-alquil de dichas sus-
tancias (Azmi, 1998; Fournier et al., 2004). Pestalotiopsis gquepinii actia sobre una
gran cantidad de sustancias coloreadas (Saparrat & Hammer, 2006), Saccharomyces
cerevisiae es capaz de degradar el Verde de Malaquita generando su decoloracién
(Youssef et al., 2008). También podemos mencionar a algunos anamorfos de Asomy-
cota como Asperguillus niger, que actua decolorando al azul basico mediante la
bioabsorcién de dicha sustancia (Fu & Viraraghavan, 2000) y Acremonium killiense
que es capaz de degradar el VM por decoloracién (Youssef et al., 2008). Asi mismo
en otros organismos, como el Zigomycete Cunninghamella elegans, la biotransfor-
macion del VM se lleva a cabo mediante reacciones de reduccién y N-demetilacion,

en una reaccién es catalizada por el citocromo P-450 (Cha et al., 2001).

Como podemos ver existen diversos mecanismos que median no sélo la tolerancia,
sino también la biodegradacién del VM. En consecuencia, las formas filamentosas
de Ascomycetes y Basidiomycetes son capaces de degradar al VM produciendo su
decoloracién y por lo tanto la disminucién de su toxicidad, mediante el empleo de
vias enziméticas inespecificas. Abedin (2008), aislé una cepa de Fusarium solani
capaz de decolorar y degradar concentraciones de 0,5 — 3,5 mg de VM; no obstante,
observo que esta sustancia tuvo un efecto inhibidor del crecimiento, el que se vi6 re-

flejado en el descenso paulatino de la biomasa de F. solani hasta en un 80 %. A pesar
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de que F. solani fue capaz de decolorar rapida y completamente dichas concentra-
ciones de VM, esta sustancia tuvo un efecto negativo sobre la tasa de crecimiento y

actuod a su vez provocando alteraciones morfoldgicas en el micelio de esta especie.

La utilizacién del Cloruro de Sodio como tratamiento contra la Saprolegniosis
en la incubacion y cria de salmoénidos, es recomendada por diversos autores ya que
esta sustancia ha sido reconocida como un fungicida seguro para los peces (Khoda-
bandeh & Abtahi, 2006). Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre su efecto en
micosis provocadas por otros organismos del Reino Fungi. El Cloruro de Sodio actia
principalmente generando un incremento de la osmolaridad en el entorno creando
un desequilibrio osmético, que conlleva a la pérdida de agua por parte de los micro-
organismos. Muchos procesos vitales tales como el crecimiento invasivo a través de
suelos, deshechos bioldgicos y tejidos solidos de plantas y animales requieren turgen-
cia hifal, para lo cual es necesario un influjo continuo de agua al interior de la célula.
En hongos unicelulares levaduriformes, la absorcion de agua también es necesaria
durante el crecimiento y la germinacién de las esporas, las que requieren una hidra-
tacién significativa del citoplasma (Davis et al., 2000). Por lo tanto el crecimiento se
ve alterado ante la presencia de un ambiente hiperosmético. Ademés, Adler (1996)
menciona que la salinidad ademas de ejercer un efecto téxico directo debido al estrés

osmotico puede también interferir en las actividades enzimaticas.

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con ClNa se correlacionan con
las observaciones realizadas durante el aislamiento de ambas especies e indican que
éstas tendrian una considerable tolerancia a la salinidad, la que se vi6 incremen-
tada en condiciones in vitro. Resultados similares fueron observados por diversos
autores en una gran variedad de especies anamorficas del Phylum Ascomycota ais-
lados de ambientes hipersalinos (Adler, 1996; Cantrell et al., 2006). Mandeel (2006),
encontrd que F. solani, F. oxysporum, F. chlamydosporum, F. equiseti y F. compac-
tum, recuperados de hébitats naturales con concentraciones de CINa de hasta un
5%, vieron aumentada su tolerancia a la salinidad en conidiones in vitro. Ademaés
encontrd que F. solani, fue la especie que mostré mayor tolerancia a altas concen-
traciones de ClNa, logrando crecer en medio de cultivo con hasta un 25 % de CINa.
De acuerdo con Cooke & Whipps (1993) el incremento, in vitro, de la tolerancia al
CINa podria deberse a la disponibilidad inmediata de nutrientes aportados por el

medio de cultivo, los que son utilizados para poner en marcha los mecanismos ne-
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cesarios para contrarrestar el desequilibrio osmotico. Esta inmediata disponibilidad

de nutrientes no ocurre en ambientes naturales.

Son pocas las especies fungicas consideradas haldfilas obligadas; sin embargo,
algunas especies crecen mejor en presencia de sal. El-Abyad et al. (1988) estudiaron,
in vitro, la influencia del estrés salino sobre el crecimiento, esporulacion y germina-
cién de los conidios y esclerocios en especies del género Fusarium. Dichos autores
encontraron que el incremento en la concentracién de CINa provoca respuestas va-
riables en diferentes especies del género Fusarium. En F. avenaceum, F. culmorum,
F. diversisporum, F.equiseti, F. oxysporum sp.betae, observaron una estimulacion
del crecimiento; mientras que éste se redujo en F. verticillioides. La esporulacion
fue estimulada en F. culmorum y F. verticillioides; y la germinacion de conidios en

F.equisetr y F. oxysporum sp. betae.

Las condiciones de cultivo pueden influir en la tolerancia al CINa; en los ensayos
realizados se observd que la influencia de la temperatura sobre el crecimiento y tole-
rancia al ClNa, principalmente en F. solani, que al ser incubado a 17°C logré crecer
hasta en 40 g.L ™! y al aumentar la temperatura de incubacién a 25°C, crecié en
80 g.L7!. El efecto de la temperatura no fue tan evidente en F. semitectum pues
esta especie no amplié su rango de concentraciones, en ambas temperaturas sélo
logré crecer hasta en 120 g.L ™!, pero al ser incubado a 25°C, alcanzé tasas de cre-

cimiento mayores a las obtenidas a una temperatura de incubacién de 17°C.

Al ser incubados a 17°C, la concentracién inhibitoria CI para F. solani y F.
semitectum fue de 80 y 160 g.L~! respectivamente, al aumentar la temperatura de
incubacién 25 °C la CI de F. solani aumenté hasta 120 g.L~! mientras que la de F.
semitectum se mantuvo constante. Las concentraciones inhibitorias medias (CIM)
para F. solani a 17 y 25°C se ubicaron entre 40 y 80 g.L~! resultando en 49,50
y 54,40 g.L~! respectivamente. La CIM de F. semitectum al ser incbado a 17° se
ubicé entre 40 y 80 g.L~! resultando en 75,20 g. 7!, y al aumentar la temperatura

a 25 °C su valor aumento a 85,80 g.L.™! encontrdndose entre 80 y 120 g. L.

Existen diversos mecanismos para disipar el desequilibrio osmético generado por
las condiciones hipersalinas. En algunas levaduras la produccién de melanina es
uno de ellos (Kogej et al., 2006). En formas filamentosas una de las respuestas
adaptativas al estrés osmoético mas frecuente es la acumulacién de una gran variedad

de iones inorganicos y moléculas organicas como alcoholes polihidricos (polioles) y
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trehalosa; éstos son los principales osmolitos compatibles producidos por especies
dentro del Reino Fungi para mantener el flujo de agua hacia el interior, en un proceso
denominado “ajuste osmético” (Davis et al., 2000). Algunos autores sugieren que
los Oomycetes (Reino Straminipila), no son capaces de sintetizar polioles; en cambio
parece ser que la prolina cumple funciones similares en estos organismos (Davis et

al., 2000).

Esta capacidad de crecer en concentraciones salinas, que restringen el crecimiento
de otras especies fingicas, les otorga a estos organismos una ventaja competitiva
(Zac & Wildman, 2004). Al respecto es importante remarcar, la escasa tolerancia
a la salinidad, que exhiben organismos similares y ubicuos del ambiente acuatico
que infectan peces y sus ovas pertenecientes a la Familia Saprolegniaceae (Cooke &
Whipps, 1993).

En los ensayos realizados encontramos que las concentracién inhibitorias de CINa
son mayores a las CL5o-96h para ovas de pejerrey (30.3 g.L 1) (Pacheco Marino et
al., 2006b; Pacheco Marino & Salibian, 2008) y otras especies de importancia en
acuicultura como trucha arco iris (7,4 g.L.™') segin la PAN Pesticides Database,
(2009). También superan las concentraciones recomendadas para tratamientos por
pulsos (20-30 g CINa.L™!') (Marking et al., 1994; Kitancharoen et al., 1997; Treves
& Brown, 2000). Por lo tanto el CINa no serfa apto como agente profildctico, debido
a que las concentraciones inhibitorias son tan elevadas que resultan incompatibles
con la vida del organismo que sera objeto de tratamiento, esto hace que el CINa

deba ser descartado como tratamiento de infecciones por Fusarium spp.

Histéricamente, el Formaldehido ha sido utilizado en la industria horticola pa-
ra la prevencién de infecciones por Fusarium, mediante su aplicacion en solucién
acuosa en invernaderos (O’Neill et al., 2005; Wensley, 1968); en la actualidad ha
sido reemplazado por otras sustancias como el Dioxido de Cloro, Hipoclorito, Yodo,

Amonio cuaternario, Glutaraldehido y Fenol (Chastagner & Riley, 2002).

La eficacia de la Formalina en el control de Fusarium ha sido demostrada por
Wensley (1968), quien comprobd el efecto fungicida del Formaldehido sobre conidios
de Fusarium oxysporum f. melonis, Penicillium sp., Trichoderma spp. y algunos
miembros de la Familia Mucoraceae, encontrando que todas las especies estudiadas
fueron sensibles al Formaldehido. Sin embargo, la susceptibilidad de Fusarium se vio

favorecida por el aumento de la humedad ya que ésta estimula la germinacion de las
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clamidosporas, las que por la composiciéon y el espesor de su pared podrian resistir
mejor la penetracion del Formalhehido, haciéndolas mas susceptibles a la accién del

fungicida durante la germinacion.

La tasa de crecimiento de F. solani en los grupos tratados con 20 y 40 ul.L=! de
Formalina no mostré diferencias significativas con respecto al grupo Control, y en
la concentracién ensayada més elevada (450 pl.L ') sélo se obtuvo una inhibicién
del crecimiento del 21 %. La TC de F. semitectum disminuyé proporcionalmente
al incremento de la concentracién hasta ser inhibido en 450 ul.L=! con diferencias

significativas entre el grupo Control y las concentraciones ensayadas.

Resultados similares fueron descritos por Dennis & Gaunt (1974), quienes es-
tudiaron el efecto del Formaldehido sobre Scopulariopsis brevicaulis, Penicillium
crustosum y siete especies de Aspergillus, y los agruparon de acuerdo a su tolerancia
al Formaldehido en solucién acuosa en: tolerantes con CLj5, superiores a 2000 ppm:
A. sydowi A. versicolor; moderadamente tolerantes como A. candidus, A. flavus
y A. repens con CLsg ente 1000 y 1500 ppm; sensibles entre las que se encuentra
a S. brevicaulis y Penicllium crustosum, con una CLsg de 630 y 550 ppm respec-
tivamente; y muy sensibles como A. ruber y A.chevalieri CLsg inferiores a 200
ppm. De estos resultados se puede concluir que el efecto de esta sustancia sobre las
diferentes especies del género Aspergillus es variable. El Formaldehido, aun en bajas
concentraciones, afecta negativamente a varios microorganismos y en concentracio-
nes superiores a 1000 mg.L~! éste no puede ser tolerado por la mayorfa de biocenosis
preadaptados como lodos activados (Kaszycki et al., 2006). Notese que las cepas de
Achlya racemosa y Saprolegnia ferazx utilizadas en este estudio resultaron ser muy

sensibles a esta sustancia.

Marcano et al. (1985) observé que Fusarium solani exhibe una notable resisten-
cia a los vapores de Formol durante exposiciones prolongadas en ensayos in vitro; en
estas condiciones la tolerancia al Formaldehido puede ser atribuida a la induccién de
enzimas degradativas de la Formalina. La capacidad que tienen algunos organismos
como hongos miceliares y levaduriformes, de utilizar y asimilar el Formaldehido, ha
sido demostrada por diversos autores. Hansenula polymorpha, Pseudomonas pseu-
doalcaligenes y Trichospurum penicillatum fueron capaces de degradar concentra-
ciones de Formaldehido de 1750, 3700 y 1000 mg L~! respectivamente (Kato et
al., 1982; Glancer-Soljan et al., 2001; Kaszycki et al., 2001). Kaszycki et al., 2006
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aislaron una cepa de Trichosporon spp. capaz de tolerar elevadas concentraciones
de xenobidticos como el Fenol, Formaldehido, metanol e hidrocarburos derivados
del petroleo; para esta cepa la concentracién letal de Formaldehido fue superior a
los 2000 mg.L~!; esta tolerancia se debe a un incremento en la capacidad de la

biodegradacién de este compuesto, mediante una enzima (formato deshidrogenasa).

Existen pocos estudios sobre la capacidad de los hongos filamentosos de degra-
dar el Formaldehido, pudiéndose mencionar los realizados por Mc Fadden & Sutton
(1975), quienes desarrollaron un medio selectivo para el aislamiento de especies del
género Trichoderma, basados en su capacidad de crecer medios que contienen For-
maldehido. También, Sawada et al. (2006) aislaron a Trichoderma virens de suelos
expuestos a Formaldehido y comprobaron que las cepas aisladas eran capaces de
degradar concentraciones de Formaldehido del 0.6 % (= 6000 pl.L™1).

En Estados Unidos y Canad4, la Formalina es el unico fungicida aprobado por
la US. FDA para su aplicacion para el tratamiento de de la Saprolegniasis en peces
y sus ovas, diversos autores han demostrado su capacidad para reducir las tasas
de infeccién (Schreier et al., 1996). Mientras que las concentraciones de Formalina
recomendadas para el tratamiento de la Saprolegniasis en ovas de salmoénidos se
encuentran entre los 250 — 1000 ul.L~!, en exposiciones por pulsos de 15 minutos
de duracién (Marking et al., 1994; Schreier et al., 1996; Treves & Brown, 2000), es-
tas concentraciones no serian efectivas en el tratamiento de infecciones provocadas
por otras especies fungicas con mayor tolerancia a los tratamientos convenciona-
les, pudiendo no ser erradicadas de los sistemas de cultivo. Si bien esta sustancia
no suprimié el crecimiento de F. solani, puede ser utilizada como fungistatico a

concentraciones seguras para las ovas de pejerrey, mas no como fungicida.

El Acido Acético y su base conjugada, el Acetato, son acidos monocarboxilicos
dicarbonados, que pueden ser utilizados por muchos microorganismo como tunica
fuente de carbono mediante la via de glioxilato, ruta metabdlica que puede estar
presente en una gran variedad de plantas, bacterias, protozoarios y hongos. Bennet
et al. (1976) encontraron que Aspergillus parasiticus es capaz de utilizar Acetato
de Sodio y Acido Acético, como fuente de carbono en ausencia de glucosa, para
sustentar su crecimiento vegetativo, pero sélo es capaz de emplear el Acetato de
Sodio, aunque de manera menos eficiente, para sintesis de metabolitos secundarios

como toxinas y pigmentos; estos hallazgos lo llevaron a concluir que el Acido Acético
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tendria solamente un efecto fungistatico.

Tanto para F. solani como para F. semitectum el Acido Acético tuvo un efecto
inhibidior a concentraciones superiores a 500 mg.L™!. A concentraciones menores
el Acido Acético tuvo un efecto levemente estimulador del crecimiento en F. solani
y levemente inhibidor en F. semitectum. El porcentaje de inhibicién alcanzado a
1000 mg.L~! fue del 91,09 y del 86,62 % para F. solani y F. semitectum respecti-
vamente. No es de extranar la capacidad de ambas especies para sobrellevar tales
concentraciones de Acido Acético en el medio, puesto que la mayoria de hongos del
suelo se desarrollan perfectamente en ambientes ligeramente acidos. Esta cualidad
pueden verse exacerbada, sobre todo en condiciones de cultivo donde los organismos
disponen de los nutrientes necesarios para poner el marcha mecanismos de control

del medio interno y asi lograr contrarrestar el descenso del pH. (Domsh et al., 1993).

Existen diversos mecanismos de regulacién del pH intracelular; estos son depen-
dientes de ATP. En medios pobres, que no aportan sustratos energéticos suficientes,
estos mecanismos colapsan y lleven a la muerte de la célula. Por esta razén Bennet
et al. (1976) consideran que el Acido Acético tendria un efecto fungistatico ya que en
presencia de glucosa su efecto téxico puede ser contrarrestado. No obstante la expo-
sicién a concentraciones muy elevadas de AcH puede ser letales. Kang et al. (2003)
encontraron que a una concentracién de Acido Acético de 50 mM (=3002,5 pl.L ™)
el crecimiento de Colletotrichum spp., fue totalmente inhibido. Efectos similares fue-
ron observados por Conkova et al. (1993) en: Penicllium glabrum, Aspergillus flavus,
A. funimatus, A. niger, Fusarium moniliforme, Cladosporium sphaerospermum, en
estas especies el crecimiento fue inhibido a con concentraciones de 50000 pl.L~! de
Acido Acético.

En Acido Acético tamponado, es a partir de los 600 mg.L~'que se observé un
efecto inhibidor de F. solani, en F. semitectum la inhibicién del crecimiento se empie-
za a observar en las placas expuestas a 400 mg.L~!. Entonces podria decirse que F.
semitectum resulté ser méas sensible al Acido Acético que F. solani. En la actualidad
se desconoce la naturaleza de la toxicidad de Acetato, sélo se sabe que su efecto seria
mas fungiestatico que fungicida (Shimokawa & Nakayama, 1999). Munir & Shimada
(2005) estudiaron el efecto del Acetato sobre el crecimiento de Basidiomycetes cau-
santes de la pudricién de la madera y encontraron que una concentraciéon de 10000

mg.L~!, no inhibié el crecimiento de Aspergilllus niger y Chaetomium globossum,
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pero si el de otras especies.

El Todo es considerado, principalmente, un efectivo agente contra bacterias y
virus (Wright & Snow, 1975; Alderman, 1984), algunos autores también han afir-
mado que es un efectivo fungicida (Subasinghe & Sommerville, 1985; Schreck et al.,
1990-1992). Existen escasos estudios que hayan abordado el andlisis del efecto de los
Todéforos sobre organismos del Reino Fungi. Hiruma & Kagawa (1987) estudiaron el
efecto del Yodo y IToduro de Potasio sobre el Ascomycota levaduriforme Sporothrix
schenckii y encontraron que estas sustancias provocaron alteraciones ultraestructu-
rales y también una disminucién en la tasa de germinacion de esta especies. Hallazgos
similares fueron reportados por Torres et al. (1997) quienes afirman que el Todo, a
concentracion de 39 uM, es capaz de generar dano celular en hongos levaduriformes

Khodabandeh & Abtahi (2006), realizaron ensayos en ovas de carpa comun in-
fectadas con Saprolegnia sp. y encontraron que el Iodo en concentraciones de 50,
100 y 200 mg.L ™1, tiene un efecto ligeramente fungicida, no siendo efectivo en la in-
hibicion del crecimiento de Saprolegnia sp. Los hallazgos obtenidos concuerdan con
lo observado por Khodabandeh & Abtahi (2006); pues encontramos que el Toduro
de Potasio no ejerce un efecto inhibidor importante sobre las especies de Fusarium
estudiadas. Si bien, el crecimiento de F. semitectum fue parcialmente inhibido a
una concentracién de 960 mg.L !, esta es una concentraciéon muy elevada para ser
utilizada como tratamiento en ovas de pejerrey, ya que se encuentra por encima
de la CLsg, y ademéds en esta concentracion se alcanza un porcentaje de inhibicion
demasiado bajo (28,82 %). Una situacién particular sucede al exponer a ambas es-
pecies a la Todopovidona; en donde se observa, que las concentraciones ensayadas
no tiene efecto alguno sobre el crecimiento de F. solani, pero si logran inhibir a F.
semitectum, habiéndose encontrado que la CIM es cercana a los 720 mg.L~! y se
observa un efecto letal a una concentraciéon 1440 mg.L~!. Esto nos lleva a pensar
que tal vez el efecto inhibitorio de la Iodopovidona sobre F. semitectum pueda ser

atribuido a algin otro componente del formulado y no al Iodo.
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Capitulo 7
Conclusiones

Se enuncian a continuacién las principales conclusiones a las que se ha arribado

en el presente trabajo.

= Las ovas del pejerrey Odontesthes bonariensis son sensibles a la Saprolegniasis,

diferentes especies de Saprolegniales estan involucradas en dichos eventos.

= Se ha identificado morfolégica y molecularmente a Saprolegnia ferax y Achlya
racemosa, como dos de las especies causantes de Saprolegniasis en ovas de peje-
rrey. Estos organismos son capaces de causar lesiones que alteren la integridad

de la membrana coriénica y conduzcan a la muerte del embrion.

= El crecimiento in vitro de Saprolegnia ferax y Achlya racemosa esta princi-
palmente determinado por la temperatura de incubacién. Ambas especies son
capaces de crecer en un amplio rango de temperaturas, de 5 a 25°C. La tempe-
ratura éptima de incubacién se encuentra entre 15 y 25°C. La composicion del
medio de cultivo no ejerce un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento

de dichas especies.

= La presencia de determinados nutrientes en el medio de cultivo, determinara la
formacion de estructuras reproductivas sexuales en Saprolegnia ferax y Achlya
racemosa. Los medios de cultivo agarizados que favorecieron la formacién de
estructuras reproductivas sexuales en ambas especies fueron: Glucosa Gluta-

mato y Glucosa extracto de levadura.
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Conclusiones

Las ovas de pejerrey también son sensibles al ataque de otros organismos ubi-
cados dentro de Reino Fungi. Se ha encontrado una gran diversidad de especies
de anamorfos de Ascomycota asociados a las ovas de pejerrey; muchos de ellos
han sido previamente reportados, por otros autores, como patégenos de peces

y otros organismos acuaticos.

Se ha identificado a Fusarium solani y Fusarium semitectum como causantes
de infecciones fingicas en ovas de pejerrey, habiéndose demostrado histologi-

camente su capacidad invasiva.

Las ovas de pejerrey exhibieron distintos grados de sensibilidad a las sustancias
fungicidas propuestas. El Verde de Malaquita resultd ser la sustancia que ex-
hibié una mayor toxicidad y el Cloruro de Sodio fue la sustancia menos téxica

en exposiciones de 96 horas.

Los mérgenes de seguridad, resultado del cociente entre CL5p-96h /concentracién
subletal, resultaron en orden creciente en: 1,00 Iodopovidona ADR < 1,06
IK-CINa 0,9% < Iodopovidona-ADR < 1,21 CINa < 1,26 IK-ADR < 1,28
Iodopovidona-CINa 0,9% < 1,44 F 1,48 AcH < 1,56 AcHT < 2,78 VM.

La toxicidad de las sustancias fungicidas es claramente influenciada por las

caracteristicas fisico-quimicas del agua, como la dureza y el pH.

Al comparar los valores de los pardametros toxicologicos calculados con los
diferentes métodos de determinacién propuestos (el método de los Probits,
el test no paramétrico de Trimmed Speraman-Karber, y el Modelo Biolégico)
encontramos que valores obtenidos son préximos entre si, encontrandose dentro

de los limites de confianza para cada condicién.

El Modelo Biolégico es un procedimiento robusto que permite la determinacion
de parametros de toxicidad en condiciones en las que el método de los Probits

no es capaz de calcularlas.

Luego de los tratamientos agudos unicamente se obtuvo eclosion en las ovas
expuestas a Verde de Malaquita, Cloruro de Sodio, Formalina y Acido Acético
Glacial. Estos hallazgos nos permiten afirmar que la tasa de eclosion es un

indicador de toxicidad mucho més sensible que la tasa de sobrevivencia.
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Saprolegnia ferax y Achlya racemosa resultaron ser sensibles, aunque en distin-
to grado, al: Verde de Malaquita, Cloruro de Sodio, Formalina y Acido Acético

Tamponado, en concentraciones seguras para las ovas de pejerrey.

Todas las sustancias fungicidas ensayadas indujeron alteraciones morfolégicas
en el micelio, y las estructuras reproductivas sexuales de Achlya racemosa,
estas alteraciones que fueron caracteristicas de cada sustancia. Solo algunas

de las sustancias tuvieron efectos similares en Saprolegnia feraz.

El incremento de la concentracién del agente fungicida no estuvo relacionado

con la abundancia de estructuras reproductivas sexuales femeninas (oogonios).

En los ensayos in vivo encontramos que Saprolegnia ferax posee una capacidad

infectiva significativamente mayor que Achlya racemosa.

El Verde de Malaquita fue la sustancia mas efectiva en el control de infecciones
causadas por Saprolegnia ferax y Achlya racemosa. Pero a pesar de que la con-
centracién utilizada en los ensayos in vivo (0,25 mg.L~1) fue inferior a la NEC
para ovas de pejerrey, esta sustancia exhibié elevados porcentajes de mortali-
dad en las ovas expuestas resultando en 29,25 y 33,33 % para Saprolegnia ferax

y Achlya racemosa respectivamente.

La sustancia mas efectiva para el tratamiento de Saprolegnia ferax fue la For-
malina a una concentracién de 40 pl.L=!, con un porcentaje de infeccién de
(6,45 %) significativamente menor al obtenido en el Control sin tratamiento

(43,33 %) y un porcentaje de mortalidad asociado al tratamiento de 8,06 %.

La sustancia mas efectiva para el tratamiento de Achlya racemosa fue el Acido
Acético Tamponado a una concentracién de (200 pl.L ™), con un porcentaje de
infeccién de 10,00 %, resultando ser estadisticamente tan eficaz como el Verde
de Malaquita, pero con una mortalidad asociada al tratamiento de tan solo
6,67 % y una tasa de sobrevivencia de 83,33 %, significativamente superior a
la obtenida en el grupo Control (68,33 %).

Las cepas de las especies fungicas Fusarium solani 'y Fusarium semitectum fue-

ron mas resistentes a las sustancias fungicidas ensayadas que los Saprolegnia-
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les. Ninguna de las sustancias exhibié un efecto inhibitorio a concentraciones

seguras para las ovas de pejerrey.



Apéndice A
Medios de cultivo

Se enuncia a continuacion la composicion de los medios de cultivos empleados

para el aislamiento, identificacién y ensayos de crecimiento e inhibicién.

1. Glucosa Glutamato de Seymour (GGI)
Extraido de Seymour (1970)

EDTA May Baker ... 04¢g
POH. K 0,18 g
POHK, Ll 0,14 g
ChbMg 0,32 g
ChCa 0,125 g
CbMn 0,15 ¢g
ClhZn 0,08 g
ClskFe L 2,6 mg
DL metionina ... 0,1g
Glutamato monosédico —............. lg
D-glucosa .l 6g
Agar Mallinckrodt ... 15 g

Agua destilada .l 1000 ml
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2. Extracto de levadura almidén de Emerson’s (YpSs)

Extraido de: Fuller & Jaworski (1987) o de Stevens (1974)

Almidén soluble ... 20g
Extracto de levadura ............. lg
KHPO, lg
MgSOy4. TH, O 0,5¢g
Agar Mallinckrodt — ............. 20g
Agua destilada ... 1000 ml

3. Agar harina de maiz (CM)

Extraido de Fuller & Jaworski (1987)

Harina de maiz =~ ............. 20g
Agar Mallinckrodt —............. 20g
Agua destilada ... 1000 ml

4. Glucosa Extracto de Levadura (GY)

Extraido de Hatai & Hoshina (1992)

Glucosa 3g
Extracto de levadura ............. lg
PO4HK2 ............. ]_,4 g
SO SO, Mg 0,1g
Fosfato disédico ... 0,6 g
Agar Mallinckrodt — ............. 20 g
Agua destilada ...l 1000 ml
5. Agar papa glucosado (APG)
Extraido de Kirk et al. (2001)
Papas 200 g
Glucosa 15 g
Agar Mallinckrodt ............. 20 g
Agua destilada ... 1000 ml
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6. Agar papa sacarosa (APS)
Extraido de Kirk et al. (2001)

Infusion de papa  ...occees 500 ml
Sacarosa e 20g
Agar Mallinckrodt ............. 20 g
Agua destilada ... 500 ml

7. Agar harina de avena (OA)
Extraido de Kirk et al. (2001)

Harina de avena ~ ............. 30 g
Agar Mallinckrodt —............. 20g
Agua destilada ... 1000 ml

8. Agar Extracto de levadura y malta (MEA)
Extraido de Kirk et al. (2001)

Glucosa 20 g
Extracto de Malta ............. 20g
Peptona ... 10g
Agar 20g
Agua destilada ... 1000 ml

9. Agar de nutrientes especiales (SNA)
Extraido de Nirenberg (1976)

Glucosa 02¢g
MgSO4 TH,O . 0,5¢g
K 05 g
KNO; lg
KH,PO, lg
Agar 20g

Agua destilada ............. 1000 ml



276 Medios de cultivo




Apéndice B

Metodologia empleada para la

identificacion molecular

El analisis molecular fue realizado mediante la extraccién y posterior amplifica-
cién y secuenciacién de la region I'TS del ADN ribosomal. Para realizar la extraccién
ambas especies fueron cultivadas en medio papa dextrosa. E1 ADN fue purificado
a partir del micelio utilizando un Kit de extracciéon denominado DNAEasy Plant
Mini kit (Qiagen, Basel, Switzerland). Las fracciones de ADN extraidas fueron sem-
brada en una cuba electroforetica con (0.5 mg/ml de Bromuro de Etidio para ser
separadas por electroforesis en gel de azarosa 1% (Biofinex), este procedimiento se
realizo durante un periodo de una hora a 100 V. Finalmente, se verifico mediante
la observacién bajo luz UV la presencia del ADN comparando el la ubicacién de las
bandas con un patrén de peso molecular. La amplifiacion de la fraccién I'TS fue rea-
lizada utilizando los primers universales I'TS1 e I'TS4, los que fueron proporcionados
por Genome express (Meylan, France). La mezcla de reaccion, de un volumen total
de 50 pl estuvo compuesta por:

Buffer para PCR (75 mM Tris-HCI pH 9.0) 50 mM KCI, 20 mM (NHy), . SOy
0.1 mM dNTPs 0.25 ugM de cada primer 1.5 mM MgCly 1 pul deTaq Polymerase
(Biotools, Spain) 1 ul of DNA

La amplificacién fue realizada en un termociclador de gradiente Master Gradient
thermocycler (Techne, Progene, France) de acuerdo con el siguiente programa:

Desnaturalizacion inicial 95°C durante 2 min seguida de 30 ciclos que incluyen

desnaturalizaciones a 95°C durante 20 segundos, annealing durante 25 segundos a
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55 °C y extensién durante 50 segundos a 72°C. La amplificacion finalizé luego de
culminado el ultimo paso de extensién final realizada durante 10 minutos a 72°C.

Los productos de la PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa
1 % agarose (Biofinex, Switzerland) en 1x TBE, tefiidos con (0.5 mg/1) bromuro de
etidio y visualizados bajo luz UV.

Los amplicones fueron purificados usando un kit Minelute PCR, Purification Kit
(Qiagen), este procedimiento se realizé de acuerdo a las especificaciones del fabrican-
te. La cantidad y calidad del material obtenido fue verificada, tal como se describe en
parrafos anteriores para la extraccién del ADN. Los amplicones fueron secuenciados
directamente en direcciones sense y antisense. Ambas muestras fueron secuenciadas
dos veces y una secuencia de consenso fue creada a partir de ambos duplicados. La
secuencias fueron realizadas por Genome express (Meylan, France) y depositadas en
el GenBank.



Apéndice C
Ecotoxicidad en peces

En este apéndice se presentan tablas que sintetizan la ecotoxicidad reportada
en distintas especies de peces para las sustancias estudiadas. La Tabla [C.1l co-
rresponde a la ecotoxicidad aguda del Verde de Malaquita en distintas especies de
peces, y fue extraida de http://www.pesticideinfo.org/List_AquireAcuteSum.
jsp?Rec_Id=PC35105&Taxa_Group=Fish. La Tabla corresponde a la ecotoxi-
cidad aguda del Cloruro de Sodio y fue extraida de http://www.pesticideinfo.
org/List_AquireAcuteSum. jsp?Rec_Id=PC34362&Taxa_Group=Fish. Por su parte
la Tabla[C.3|sintetiza la ecotoxicidad aguda del Formaldehido en distintas especies de
peces, y fue extraida de http://www.pesticideinfo.org/List_AquireAcuteSum.
jsp?Rec_Id=PC40254&Taxa_Group=Fish. La ecotoxicidad en distintas especies de
peces del Acido Acético y el Acetato de Sodio se presenta en la Tabla[C.4l Esta infor-
macién fue extraida de http://www.pesticideeinfo.org/List_AquireAcuteSum.
jsp?Rec_Id=PC32883&Taxa_Group=Fish y de http://www.pesticideeinfo.org/
List_AquireAcuteSum. jsp?Rec_Id=PC36755&Taxa_Group=Fish. Por ultimo, la Ta-
bla corresponde a la ecotoxicidad aguda del complejo Iodo - Polyvinyl pyrro-
lidone, el Todo y el Ioduro de Potasio, en distintas especies de peces. La infor-
macién fue extraida de http://www.pesticideinfo.org/List_AquireAcuteSum.
jsp?Rec_Id=PC35305&Taxa_Group=Fish, de http://www.pesticideinfo.org/
List_AquireAcuteSum. jsp?Rec_Id=PC33031&Taxa_Group=Fish,y dehttp://www.
pesticideinfo.org/List_AquireAcuteSum. jsp?Rec_Id=PC35223&Taxa_Group=F.

La toxicidad promedio se reporta en las tablas de acuerdo a la valoracion de la

toxicidad adoptada por la PAN Pesticidas Data Base. Se basa en una escala que
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clasifica los valores de la CLsg de cada sustancia, expresada en jg.L~!, en: Extrema
(< 100); Alta (100 — 1 000); Media (1 000 — 10 000); Leve (10 000 — 100 000) y las
que no exhiben toxicidad aguda (N.E.T.A.) (> 100 000).

Tabla C.1: Sintesis de la ecotoxicidad aguda del Verde de Malaquita en distintas especies de peces.

Nombre Cientifico CL -
CLso (ug/L) ®  Numerode Toxicidad
Nombre comdn Promedio Desvio  estudios Promedio
Estandar
Anguilla rostrata
guf ‘ 1223,0 1163,0 3 Moderada
Anguila americana
Clari hal
arias macrocgp al us. 66,0 - 1 Extrema
Gunther's Walking Catfish
Hetero.pnt.eustes fossilis 2312,0 1903,0 4 Moderada
Bagre indio
Hypophthalmichthys nobilis 4974 280,7 5 Alta
Carpa
Ictalurus punctatus 353,4 3295 30 Alta
Bagre de canal
L i hi
eporTus macrochirus 834,1 986,2 40 Alta
Bluegill (brema)
Micropterus dolomieui
99,7 54,3 2 Extrema
Smallmouth bass (perca de boca pequefia)
Mi Imoi
icropterus salmoides 1774 1046 2 Alta
Largemouth bass (perca de boca grande)
M il
olrone saxatilis 2120,0 2908,0 60 Moderada
Striped bass (perca rayada)
hynchus kisutch
Oncorhynchus kisutcl 1317,0 1192,0 3 Moderada
Salmon coho, plateado
O hynch ki
ncorhyncl us mykiss 787,1 685,5 60 Alta
Trucha arcoiris
Oncorhync_hus tshawytscha 904,0 6575 4 Alta
Salmén chinook
Oryzias latipes 450,0 150,0 2 Alta
Medaka
P|mepha|e§ promelas 140,0 346 4 Alta
Fathead minnow (pez torpe)
Rasbora h?teromorpha 280,0 - 1 Alta
Pez arlequin
Sal |
amo salar 1358,0 1306,0 4 Moderada
Salmoén del Atlantico
Salmo trutta
i 729,8 563,9 6 Alta
Trucha marrén
Salvelinus fontinalis 504,0 4689 5 Alta
Trucha de arroyo
Salveli h
alvelinus namaycus 485,0 85,0 2 Alta
Trucha de lago
Tilapia niloti
ilapia nilotica 498,3 93,3 3 Alta

Tilapia del Nilo
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Tabla C.2: Sintesis de la ecotoxicidad aguda del Cloruro de Sodio en distintas especies de peces.

Nombre Cientifico Clso cL )
% Nimero Toxicidad
Nombre comin (ug/L) Desvio de i
. estudios Promedio
Promedio Estandar
Anguilla rostr
guilla rostrata 196650000 17850000 2 NETA.
Anguila americana
Carassius auratus
) 8170358,0 1217902,0 53 N.ETA.
Goldfish
Car;ssms carassius 13750000,0 i 7 NIETTTS
Crucian carp
Channa punctata 12000000,0 ; 1 N.ETA.
Snake-head catfish
Ctenopharyngodon idella 22700000,0 ) al NS
Grass carp, white amur
Cyprinus carpio 170833340 38211760 6 NETA.
Carpa
Gambusia affinis
L 17916666,0 259272,0 3 N.ETA.
Western mosquitofish
Gambusia holbrooki 11540000,0 - 1 NETA.
Eastern mosquitofish
Hypophthalmichthys molitrix
ypop 4 162000000 47820500 5 NETA.
Carpa plateada
Lepomis macrochirus
P y 9430320,0 5016779,0 5 N.ETA.
Bluegill
Mqrone saxatiis 3281818,0 2074441,0 11 N.ETA.
Striped bass
hynch ki
Oncorhynchus mykiss 94980000 54752370 5 NETA.
Trucha arcoiris
Pimephal romel
i 76469390 4483040 49 NETA.
Fathead minnow
Poecilia latipi
oeciia lafipinna 176650000 10700000 2 NETA.
Sailfin molly
Poecilia reticulat:
fla reticulata 20000000,0 -1 NETA.
Guppy
ilur lani
Silurus glanis 23400000,0 ; 1 N.ETA.

Wels, european catfish
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Tabla C.3: Sintesis de la ecotoxicidad aguda del Formaldehido en distintas especies de peces.

Nombre Cientifico Clso NUmero

ClLg (ug/L) Toxicidad
Nombre coman Promedio Desvio de Promedio
Estandar  estudios
Ameiurus melas
52033,0  19474,0 3 Leve
Black bullhead
Anguilla japonica
gurta jap 420000,0  20000,0 2 NETA
Japanese eel
Anguilla rostrata
ou 212700,0  100648,0 3 NETA.
American eel
rassi r
Cal a§s us auratus 35000,0 ) 1 Leve
Goldfish
Chanos chanos
L ) 263750,0  35117,0 4 N.ETA.
Milkfish, salmon-herring
Danio rerio
) 41000,0 - 1 Leve
Zebra danio
Gambusia affinis
Lsia afiinis 121850,0 396640 4 NETA.
Western mosquitofish
Ictalurus punctatus
urus punctatu 1190740  85503,0 65  NETA.
Bragre de canal
Lepomi nell
atise Al S 1237330 425390 3 NETA
Green sunfish
Lepomis macrochirus
P . 313898,0  330992,0 50 N.ET.A.
Bluegill
Leuci .
euciscus idus 22000,0 ; 1 Lew
Ide, silver or golden orfe
Leuciscus idus melanotus
79000,0  29000,0 2 Leve
Carpa
Menidia Mendia
I.I ) .I 69000,0 - 1 Leve
Atlantic silverside
Micropterus dolomieui
cropteru eul 93067,0  33449,0 3 Lew
Smallmouth bass
Micropterus salmoides
181300,0 136707,0 4 N.ETA.
Largemouth bass
Moron xatili
orone saxatilis 410804,0 4300470 75  NETA
Striped bass
Oncorhynchus mykiss
Y B Y 279488,0 227203,0 54 N.ET.A.
Trucha arcoiris
Oryzias latines
Y 635000 219220 6 Leve
Medaka
Pimephales promelas
S 249670 9568 3 Lew
Fathead minnow
Salmo salar
. o 259640,0 174918,0 5 N.E.T.A.
Salmon del Atlantico
Salmo trutta
Hta 255000,0  70000,0 2 NETA.
Trucha marrén
Salvelinus fontinalis
velnus fontinal 176500,0 195000 2 NETA.
Trucha de arroyo
Salvelinus namaycush
4 1374000  77320,0 6 NETA.
Trucha de lago
Tanichthys albonubes
) Y o 2300,0 1225 4 Moderada
White cloud mountain minnow
Tilapia nilotica
rap! _ 1635000  15500,0 2 NETA
Tilapia del Nilo
Trachinotus carolinas
75460,0 4488,0 10 Leve

Florida pompano
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Tabla C.4: Sintesis de la ecotoxicidad agua del Acido Acético y el Acetato de Sodio en distintas

especies de peces.

Nombre Cientifico Clso Cls NOmero  Toxicidad
. (uglL) . de
Nombre comuan Desvio . Promedio
Promedio  Estandar estudios
ACIDO ACETICO GLACIAL
Cyprinus carpio 59000,0 10000,0 2 Leve
Gambusia affinis
e 251000,0 - 3 N.ET.A
Western mosquitofish
Ictalurus punctatus 446000,0 - 6 N.ET.A.
Lepomis macrochirus
. 75000,0 - 1 Leve
Bluegill
Leuciscus idus melanotus
410000,0 - 1 N.ET.A.
Carpa
Pimephales promelas
. 103889,0 28439,0 9 N.ETA
Fathead minnow
Tilapia mossambica
i ) . 272870,0 - 1 N.E-TA.
Mozambique tilapia
ACETATO DE SODIO
Lepomis macrochirus
por 5000000,0 . 1 NETA
Bluegill
Pimephales promelas 13330000,
- 1 N.E.T.A.

Fathead minnow

0
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Tabla C.5: Sintesis de la ecotoxicidad aguda del complejo Iodo - Polyvinyl pyrrolidone, el Todo y

el TIoduro de Potasio, en distintas especies de peces.

(CI_/sLo) Clso Ndmero  Toxicidad
— u
Nombre Cientifico 9 Desvio de

Nombre coman Promedio  Estandar estudios  Promedio

COMPLEJO POLYVINYL
PYRROLIDONE - IODINE

Oncorhynchus mykiss

- 1318125,0 609887,0 8 N.ET.A
Trucha arco iris
IODO
Ictalurus punctatus

. 1630,0 992,0 4 Moderada
Channel catfish
Oncorhynchus myki

ynehus myxiss 2009,0 15120 7
Trucha arco iris Moderada
Poecili ticulat
oecila reticuiata 3000,0 - 1 Moderada

Guppy
IODURO DE POTASIO
Oncorhynchus mykiss 15430000 6470000 2 NETA.

Trucha arco iris
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