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Resumen

La Saprolegnia es considerada como el principal agente etiologico de organismos relacionados
con hongos en peces de agua dulce, actuando como patdgeno secundario, por lo tanto, su
infeccidén ocasiona importantes pérdidas econdmicas en la acuicultura. El objetivo de este
estudio fue identificar cepas de Saprolegnia spp. a partir de tilapias del Nilo (O. niloticus) y
evaluar su efecto en individuos con diferentes estilos de afrontamientos; se llevo a cabo en el
laboratorio de Microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé. Se muestrearon 36
juveniles de O. niloticus, tomando en cuenta lesiones externas como heridas con manchas
algodonosas en piel, aletas y cola, posteriormente se aislaron cepas de Saprolegnia y se
purificaron en Papa Dextrose Agar y Agar Sabouraud con adicion de Penicilina (0.1g/ml) y se
incubaron a 28°C. A traves de una cdmara de Neubauer, se cuantifico la cantidad de unidades
formadoras de colonias (9.62 x 10° esporas/ml) para la contaminacion de los peces en estudio.
La poblacion fue separada en fenotipos de toma de riesgo mediante pruebas de restriccion y tasa
ventilatoria, después se procedio a la infeccion con Saprolegnia y se someti6 a un ensayo de
patogenicidad y supervivencia. Los resultados mostraron que los individuos proactivos tienen
una menor latencia para enfrentar un desafio en la prueba de restriccién p<0.001. En la tasa
ventilatoria existen diferencias significativas entre proactivos (P) y reactivos (R) p=0.007. En
respuesta patogénica al desafio con Saprolegnia, mostro que no existe diferencia significativa
entre Py R p>0.05, pero se observé mayor nimero de individuos reactivos con lesiones que en
conjunto con los resultados de supervivencia los peces proactivos reflejaron una mayor
tendencia a la supervivencia p=0.07.

Palabras Claves: Saprolegnia spp., aislamiento, identificacion, cuantificacién, Orechromis
niloticus, proactivo, reactivo, patogenicidad, supervivencia.
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Introduccion

La tilapia Nil6tica (Oreochromis niloticus) es un pez nativo de Africa, posiblemente el
maés importante dentro del grupo de peces de aguas calidas y una de las especies predominantes
en el comercio a nivel mundial (Gémez, Pefia, Salgado y Guzman, 2003; Rodriguez, 2012).

Es una especie tropical que prefiere vivir en aguas someras, habita en una gran diversidad
de cuerpos de agua, como arroyos, rios, lagos, lagunas, incluso en habitat marinos; muestran
gran preferencia por aguas de escasa corriente o lénticas, poca profundidad y cerca de las orillas,
refugiandose en margenes de pantanos y riberas entre las raices de las plantas acuaticas y piedras
(Basualdo et al., 2012).

Puede tolerar un mayor rango de condiciones ambientales, incluyendo factores como la
salinidad, oxigeno disuelto, pH, niveles de amonio y temperatura, siendo las letales inferiores a
11°C - 12°C y superior a 42°C, en tanto que las temperaturas ideales varian entre 31°C y 36°C.
(Guiscafré, 2018). Es omnivoro consume fitoplancton, plantas acuéticas, pequefios
invertebrados, fauna béntica, desechos y capas bacterianas asociadas a los detritus (FAO, 2006-
2011). En los sistemas de cultivo aceptan con mucha facilidad alimento suministrado
artificialmente, tales como semillas oleaginosas, cereales, plantas, desperdicios de frutas,
verduras y vegetales (Lopez y Cruz, 2011).

La O. niloticus es resistente a enfermedades, posee alta fecundidad y productividad, tiene
bajos costos de produccion, gran adaptabilidad, facil reproduccién y una réapida tasa de
crecimiento llegando al peso comercial en un menor intervalo de tiempo en comparacion a otras

especies (Logato, Murgas y De Souza, 2004; Rodriguez, 2012).



Su capacidad de reproducirse a una edad relativamente temprana, la hace ideal para
“cultivo”. Madura a una edad de dos o tres meses y en adelante, puede tener crias cada tres a
seis semanas, si se encuentra en condiciones dptimas (Morales et. al., 2004).

A pesar, de que es una especie que presenta gran resistencia en cultivo, existen diversos
factores que pueden influir en su desarrollo normal, mostrando enfermedades o infecciones que
se dan por un fuerte estrés sufrido por temperaturas desfavorables, densidad de poblacion
elevada, practicas de manejo inadecuadas, calidad quimica del agua, lo cual genera un déficit
en el sistema inmune y pérdida de apetito, creando las condiciones propicias para la
proliferacion de todo tipo de microorganismos (Parra et al., 2008; Ardila, 2010).

Generalmente, se han reportado infecciones en los peces por diversos agentes como
bacterias, protozoarios y hongos, principalmente, como la Saprolegnia spp., Aphanomyces
invadens y Achlya sp. Estos son Oomicetos que se encuentran en ambientes dulceacuicolas, y
no son Mas que patodgenos oportunistas, que se multiplican en peces que estan estresados, que
presentan lesiones cutaneas o que tienen alguna infeccion o secuelas de otras enfermedades
(Parra et al., 2008; Castro, Serrano y Leon, 2015).

Los oomycetes causan enfermedades en los peces, como la Saprolegniasis, la cual se
caracteriza por parches blancos o grises apreciables a simple vista, formados de micelio
filamentoso que invade la superficie del cuerpo, aletas y ovas de peces (Parra et al., 2008; Zaror
et al., 2004).

Segun Vega, Moreno y Lopez (2006) la Saprolegniasis son micosis superficiales que
evolucionan a partir de puntos de colonizacion de los tegumentos o de las mucosas, y se
diseminan a una extensa superficie corporal del animal. Estas lesiones se designan con el
nombre de "algodones", haciendo referencia al aspecto coposo de las formaciones miceliares a

las que el pez sirve como sustrato.



Las localizaciones mas comunes son la piel y las branquias, las lesiones son extensivas
y el pez acaba por manifestar signos de agotamiento y muere.

Las especies de la familia Saprolegniaceae se consideran ubicuas en los ecosistemas de
agua dulce, lo que implica que los peces se encuentran en contacto continuo con zoosporas de
Saprolegnia spp. potencialmente patdgenas sin que en la mayoria de los casos lleguen a
enfermar, por lo que se considera que existen una serie de factores predisponentes muy
importantes asociados a un aumento de la receptividad a la Saprolegniosis, uno de los
principales es la ausencia de integridad en el tegumento y un descenso en la produccion del
mOoco cutaneo, que actan como mecanismo inmunitario inespecifico, evitando la entrada de
infecciones por Saprolegnia spp. (Fregeneda, Fernandez y Aller 2001; Gonzalez, 2017).

Por lo descrito anteriormente, cabe sefialar, que las infecciones con Saprolegnia son
comunes en peces de agua dulce afectando todas las etapas de desarrollo, incluyendo, los
huevos; y debido a que no hemos encontrado estudios que evalien la relacion entre estilos de
afrontamiento y grado de infeccion con este hongo, ya que los distintos tratamientos
involucrados en el control de esta infeccion tienen implicaciones en la salud de los individuos y
efectos ambientales adversos, con restricciones en su uso en algunos paises por considerarlos
peligrosos, consideramos que seria atractivo e interesante conocer si las variaciones fenotipicas
en estilos de afrontamiento tienen implicaciones en la respuesta a la infeccion con el hongo del

género Saprolegnia.



Objetivos

General

Identificar cepas de Saprolegnia spp. a partir de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

y evaluar su efecto en individuos con diferentes estilos de afrontamientos.

Especificos

Aislar cepas de Saprolegnia a partir de tilapia del Nilo (O. niloticus) en medios de

cultivos.

Reconocer cepas de Saprolegnia spp. a partir de los aislamientos.

Cuantificar la cantidad de unidades formadoras de colonias por ml para la contaminacion

de los peces en estudio.

Separar la poblacion de O. niloticus en fenotipos de estilos de afrontamientos ante la

infeccion.

Evaluar la respuesta de las lineas de estilos de afrontamientos frente a la infeccion con

el género Saprolegnia.



1. Antecedentes

1.1 Clase Oomycetes

Los oomicetos son microorganismos eucaridticos, conocidos como “mohos de agua”.
Fueron clasificados previamente como hongos, porque obtienen sus nutrientes a través de la
absorcién y producen los hilos filamentosos o micelio, caracteristico de la mayoria de los hongos
(Paul y Steciow, 2004; Songe, 2015). Sin embargo, la presencia de otras caracteristicas, lo han
clasificado como un grupo distinto, estando més estrechamente relacionados con las algas.
Actualmente, ya no son considerados hongos verdaderos y se clasifican dentro del reino
Heterokonts (Stramenopiles) o Chromista. (Baldauf, Roger, Wenk y Doolittle, 2000; Duan et
al., 2018).

Entre las caracteristicas que los diferencian de los hongos verdaderos, se incluye: la
presencia de zoosporas biflageladas; uno de los flagelos se dirige hacia adelante y posee una
hilera de pelos en cada lado, mientras que el otro se dirige hacia atras y es liso. EI componente
principal de sus paredes celulares es el p-glucano y celulosa, en lugar de quitina que se encuentra
en los hongos verdaderos. Poseen crestas mitocondriales tubulares, a diferencia de los otros en
los que las crestas mitocondriales tienen forma de plato (Fernandez, 2011).

Otra diferencia importante, es que las células vegetativas de los oomicetos consisten
generalmente en hifas cenociticas, que contienen nicleos diploides, mientras que, en los hongos
verdaderos la mayoria del micelio se divide en células por paredes transversales, cada una de

ellas, contiene uno, dos 0 mas nucleos haploides (Songe, 2015).



1.1.1 Importancia.

Habitan principalmente en suelos himedos y acuéticos. Tienen un papel clave en el
ciclo de nutrientes contribuyendo en la descomposicion y reciclaje de la materia orgéanica
(Kamoun, 2003). Se encuentran entre los patdgenos mas perjudiciales de los peces de agua dulce
cultivados y silvestres de todo el mundo (Van Der Berg y Van West, 2013).

Las infecciones por oomicetos se propagan, principalmente, a través de zoosporas
nadadoras, las cuales permanecen por un tiempo en el medio hasta enquistarse, dando origen
nuevas zoosporas que se unen en la superficie del hospedador, penetrando sus tejidos y
ocasionando un problema para estas especies (Beakes, Glockling y Sekimoto, 2012; Sarowar et
al., 2018).

Los brotes de infeccion por oomicetos son comunes al inicio de la temporada de invierno
cuando la temperatura del agua disminuye y favorece que el patdgeno infecte a los huéspedes
inmunes comprometidos (Sarowar et al., 2018).

Dentro del grupo de los Oomicetes se han reconocido varios ordenes, siendo los mas
importantes los Saprolegniales, reportandose en este grupo ocho géneros en ambientes naturales
y artificiales, de los cuales solo Saprolegnia, Achyla y Aphanomyces son importantes en la
acuicultura, estos se presentan ocasionalmente causando infecciones en peces dulceacuicolas,

en especial la Saprolegnia (Castro et al., 2015).



1.2 Saprolegnia spp.
1.2.1 Origeny evolucién.

Estudios cientificos reportan que la principal descripcion de Saprolegnia se realizo en
1970 por Seymor (Zaror et al., 2004). Sin embargo, la historia de esta enfermedad abarca unos
pocos siglos, pero existe la posibilidad de que haya sido conocida mucho antes de su
descripcion.

Las primeras descripciones datan del siglo XVI11. También, las hay de finales del siglo
XIX y principios del siglo XX, debido al rapido desarrollo de la acuicultura en Europa y
Norteamérica, sefialandose la amenaza que constituia la Saprolegniosis para una gran variedad
de peces de agua dulce (Carbajal, 2013).

Otros estudios sefialan que para la década de los 80 en Espafia, la aparicion de brotes
agudos de Saprolegnia en los rios de la Provincia de Leon, provoco un descenso en poblaciones
naturales de peces causando un gran impacto ecoldgico (Gonzélez, 2017). Reportandose,
también, brotes de esta enfermedad en los cultivos de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus),
los cultivos del esturion del Atlantico, truchas, salmones, asi como en peces tropicales;
afectando especificamente ovas y alevines. Practicamente, todas las especies de peces de los
sistemas acuaticos estaban expuestos a la infeccion de este agente patdgeno, y en especial, desde
el estado de ovas hasta la esmoltificacion (Campillay, 2007).

Posteriormente, observadores consideraron que la presencia de esta enfermedad se debia
a factores predisponentes, como el hacinamiento de peces, la contaminacion, la escasez de agua,
herida de peces por los pescadores o por pelear en las camas de desove, interesandose de esta
manera, por buscar alternativas para reducir los niveles de esta enfermedad que afectaban un

gran numero de peces , no solo produciendo una mala calidad de los individuos infectados, sino



disminuyendo las poblaciones, situacion desastrosa para la acuicultura y la pesca (Marshall,
Arena, Diaz, Nilo y Olivares, 2010; Songe, 2015).

A partir de estos estudios, la Saprolegniosis, tradicionalmente, se conocia como
“infeccion por hongos™ en los peces, siendo sus primeros encuentros en poblaciones de peces
salvajes, pero con el advenimiento de la acuicultura en el siglo XX, se observo que los
monocultivos sufrian de infecciones por Saprolegnia, convirtiéndose en un problema
generalizado.

Actualmente, la Saprolegnia es descrita como una enfermedad propia de peces de agua
dulce que puede aparecer en cualquiera de las fases de su ciclo bioldgico, afectando tanto a las
poblaciones naturales como a los peces de cultivos (Gonzélez, 2017). El crecimiento de este
agente patdgeno tiene lugar, principalmente, en branquias y piel, particularmente, en los tejidos
epidérmicos de la cabeza, aletas caudal y anal, pudiendo en algunos casos alcanzar la
musculatura superficial y en peces pequefios llega a invadir los érganos internos (Carbajal,
2013; Castro et al., 2015).

La infeccion por Saprolegnia spp. causa cambios degenerativos en la epidermis y
dermis, con necrosis celular y edema. La penetracion de las hifas produce la destruccion de la
epidermis y la membrana basal, que en casos mas grave llegan hasta la hipodermis y la
musculatura. En las fibras musculares esqueléticas, proxima a la dermis aparece vacuolizacion
citoplasmatica, degeneracién hialina y necrosis (Aller, Fregeneda, Gonzalez, Garcia y Pérez,
2016).

En peces pequefios las hifas penetran en tejidos mas profundos, llegando afectar al
sistema nervioso y vascular, observandose en este ultimo la presencia de trombos en los vasos
sanguineos. Mientras que, los huevos de peces infectados con Saprolegnia aparecen como

mechones de algodon blanco cubriendo toda su superficie (Campillay, 2007; Songe, 2015).

8



Saprolegnia es tolerante a grandes rangos de temperatura que van desde 3 a 33 °C,
también presenta un rango de tolerancia a la salinidad relativa que es de aproximadamente
1,75% de NaCl, no soportando asi concentraciones iguales o superiores a 3,5% de NaCl,
(Marschall et al., 2010). Esto nos da a conocer que afecta principalmente a los peces de agua
dulce, ya que, los peces marinos no la padecen porque la salinidad del agua impide la
supervivencia de Saprolegnia; no obstante, se han encontrado infecciones por Saprolegnia en

peces de baja salinidad en estuarios (Carbajal, 2013).

1.2.2 Clasificacion taxonémica.
Durante afios, el género Saprolegnia se encuadrd taxonomicamente dentro del Reino
Fungi, pero actualmente, el Ainsworth & Bisby’s Dictionary of the Fungi (Kirk, Cannon, Minter
y Stalpers, 2008), describi6 una clasificacion taxondmica sobre el género Saprolegnia (Cuadro
N°1).
Cuadro N°1

Clasificacion Taxonomica de la Saprolegnia spp.

Reino Chromista
Filo Oomycota
Clase Oomycetes
Orden Saprolegniales
Familia Saprolegniaceae
Género Saprolegnia

Fuente: Kirk et al., (2008).

Dentro de las diversas especies del género Saprolegnia solo unas pocas han sido

descritas como patogenas, entre todas ellas Saprolegnia parasitica, destacandose la principal



especie patogena, recibiendo diversas denominaciones debido a que mucho de los aislados
obtenidos de peces enfermos no produce estructuras sexuales cuando son cultivados en el
laboratorio, utilizdndose estas estructuras para identificar las distintas especies del género

Saprolegnia.

1.2.3. Morfologia.
1.2.3.1 Caracteristicas macroscopicas.

La Saprolegnia se manifiesta con lesiones de aspecto algodonoso en la superficie del
pez; por lo tanto, sus cultivos en laboratorio presentan coloracion blanquecina tanto en la
superficie como en el reverso, textura algodonosa-lanosa, superficie elevada y de consistencia
muy tenue y suave (Castro et al., 2015). Su forma algodonosa se desarrolla por la formaciéon del
micelio, que no es mas que la proliferacion de las hifas, la coloracion del micelio puede variar
y no ser en todos los casos de color blanco, ya que, pequefias particulas en suspension atrapadas
en el micelio le pueden proporcionar un color marrén o verdoso, otro color que puede tomar el
micelio es el color gris, este lo adquiere cuando el micelio esta en asociacion con bacterias

patogenas (Zaror et al., 2004).

1.2.3.2. Caracteristicas microscopicas.

Poseen hifas cenociticas, hialinas, abundantemente ramificadas; zoosporangios largos y
cilindricos; terminales, de didmetro algo mayor que la hifa que los origina, tornandose la zona
apical mas oscura; zoosporas biflageladas que se dividen en zoosporas primarias, en forma de
pera con flagelos apicales, y las zoosporas secundarias, que son reniformes con flagelos laterales
dirigidos en sentido opuestos, insertos en un surco lateral profundo; oosporas esféricas u
ovoides; ramas anteridiales usualmente numerosas, cortas, a veces ramificadas y retorcidas

(Seymour, 1970; Arellano, Marano y Steciow, 2008; Markovskaja , 2006).
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1.2.4 Ciclo bioldgico.

Las especies del género Saprolegnia tienen un ciclo de vida asexual y sexual. En el ciclo
sexual las estructuras reproductivas estan separadas de las hifas somaticas por septos; la
reproduccion asexual se realiza por medio de zoosporas biflageladas producidas por hifas
vegetativas, siendo estas moviles, lo cual facilita su dispersion (Gonzalez, Bosco, Gonzalez y

Sarasquete, 2001).

1.2.4.1 Reproduccién asexual.

En el extremo de las hifas cenociticas se genera un tabique basal que separa una
estructura apical denominada zoosporangio, en cuyo interior se forman las zoosporas primarias
que son liberadas y nadan durante un breve espacio de tiempo antes de enquistarse, generando
los quistes primarios que pueden germinar directamente dando lugar a un nuevo micelio, pero
que generalmente originan zoosporas secundarias. Estas zoosporas secundarias nadan mas
tiempo que las primarias antes de dar origen a los quistes secundarios, ellas germinan formando
nuevas hifas o generando nuevas zoosporas en un fendmeno conocido como poliplanetismo que
favorece la dispersion. La zoospora secundaria o el quiste secundario se considera la forma

infectante de las cepas patdgenas de Saprolegnia spp. (Gonzélez, 2017).

1.2.4.2 Reproduccion sexual.
Se producen dos gametangios, uno masculino conocido como anteridio y el gametangio
femenino denominado oogonio. La penetracion del contenido de la célula anteridial en el
oogonio da lugar a las oosporas que germinaran, dando lugar a la formacion de un nuevo micelio

(Carbajal, 2013).
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1.2.5 Habitat.

La distribucién de Saprolegnia, es a nivel mundial, es un organismo cosmopolita que
puede soportar diferentes ambientes de agua dulce, aunque existen algunas especies tolerantes
a cierto grado de salinidad; son habitantes de ambientes salobres de los estuarios, a
concentraciones salinas menores al 2.8% (Vega et al., 2006).

También, ha sido encontrada en la tierra himeda, son saprofitos o parasitoides,

alimentandose de células muertas o parasitando peces (Marshall et al., 2010).

1.2.6 Importancia de la Saprolegnia.

Las especies de Saprolegnia son considerados como los Oomycetes mas importantes
cuando se trata de infecciones de peces y sus huevos. Se ha descrito como un agente patdégeno
importante en diferentes especies de peces silvestres y de cultivo, como tilapias, salménidos,
incluidos el salmon del Atlantico, el arco iris y trucha marron, ademas de otras especies, como
la perca, la anguila y el bagre (Bruno, Gordon y Van West, 2010).

Tiene un impacto econdmico importante en los cultivos de peces, asi como también
ecoldgico produciendo el declive de las poblaciones naturales de peces de agua dulce, ademas,
consecuencias ecoldgicas en las masas de huevos, ya que, al invadirlos, el crecimiento del
micelio provoca la muerte del embrion y se propaga a los huevos adyacentes (Van West, 2006;

Bruno et al., 2010).
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1.3 Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

1.3.1 Origen.

El cultivo de la tilapia del Nilo (Orechromis niloticus), tiene sus origenes en 1820 en
Africay en el Medio Oriente, desde ahi se ha extendido a gran parte del mundo (Patifio, 2013;
Espejo y Torres, 2001). La FAO (2009), sefiala que este cultivo inici6 desde los antiguos
egipcios, hace mas de 4000 afos atras. Pero, se introdujo con mas fuerza desde la década de
1960 hasta los afios 80, llegando a Tailandia en 1965, a Brasil en 1971 y a Estados Unidos en
1974.

En 1978, latilapia del Nilo llegd a China, este pais es el mayor productor a nivel mundial,
con méas de la mitad de la produccion global desde 1992 a 2003. Posteriormente, la cria
incontrolada de tilapia en estanques, condujo a un excesivo reclutamiento, enanismo y un bajo
porcentaje de peces de talla comercial; pero, con el desarrollo de técnicas de reversion sexual
por medio del uso de hormonas, en los afios 70 se generé un boom comercial, permitiendo el
cultivo de poblaciones monosexuadas con tallas comerciales uniformes; generandose una rapida
expansion de este sistema de produccion. Actualmente, la tilapia del Nilo es la de mayor
importancia econdmica (FAO, 2009).

En Panam4, la tilapia fue introducida en 1940 con fines deportivos, pero mas tarde entre
1976 y 1982 el Ministerio de Desarrollo Agropecuario (MIDA), institucion dedicada a la
promocion del sector agropecuario, distribuyé semillas de diversas especies de tilapias, entre
ellas la tilapia Nildtica (Martez, Singh y Toro, 2017). Posteriormente, a partir de la segunda
parte de los afios 80 se inicia el proceso de comercializacion, en 1994 se dan las primeras

exportaciones de tilapias de cultivo a los Estados Unidos (FAO, 2005, 2015).
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1.3.2 Distribucion.

Las tilapias son organismos tropicales dulceacuicolas, debido a su adaptacion se
encuentran distribuidos en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales, donde las
condiciones son favorables para su reproduccion y crecimiento (Romero y Romero, 2012).

Entre todas las especies pertenecientes a “tilapia”, la Nildtica es la de mayor aceptacion,
adaptabilidad y produccién a nivel mundial (Castillo, 2003). Tanto asi, que ha colonizado
diversos habitats, pues es un pez de aguas calidas, dulces, salobres o salinas; que puede adaptarse
a aguas con baja concentracion de oxigeno: también es comin que habite en agua de poca
corriente, permaneciendo en zonas poco profundas y cercanas a las orillas (Romero y Romero,
2012).

Patifio (2013) manifiesta que la tilapia Nildtica es una especie ideal para el cultivo en
agua dulce o salada, ya que tiene una alta resistencia a enfermedades y una gran capacidad para
adaptarse a condiciones adversas del medio. Situacion que le permite tolerar condiciones
extremas de contaminacion, bajas de oxigeno y temperaturas elevadas (Mantilla, 2004).

Actualmente, su cultivo se realiza en numerosos paises, siendo su distribucion a nivel
mundial y se cultiva principalmente en Israel, Brasil, Indonesia, Tailandia, China, Taiwan,
Estados Unidos, Asia Suroriental, India, Panama, Costa Rica, Honduras, Jamaica y México

(Iturbide, 2004; Zuiiiga, 2008).
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1.3.3 Clasificacién taxonémica.
Morales (2003) presenta una clasificacion taxonémica completa de la tilapia Gris o Nil6tica

(Cuadro N°2).

Cuadro N°2

Clasificacion Taxondmica de la tilapia del Nilo

Reino Animalia
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Clase Actinopterygii
Orden Perciformes
Familia Cichlidae
Género Oreochromis
Especie Niloticus

Fuente: Morales (2003).

1.3.4 Caracteristicas fisicas.
La tilapia puede ser identificada facilmente por una interrupcion de la linea lateral
caracteristica de los peces de la familia Ciclidae. Ya que, el pez Nil6tico tiene bandas verticales
marcadas y el macho maduro posee una pigmentacion gris o rosada en la region del cuello, que

la diferencia de las demas especies (Popma y Masser, 1999; Hernandez, 2004).
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1.3.4.1 Morfologia externa.

Posee cuerpo comprimido lateralmente y profundo con aletas dorsales largas, cuya
porcién delantera de la aleta dorsal es muy espinosa, ya que presenta de 16 — 18 espinas dorsales
y de 29 — 31 radios (Noguera, 2009).

Segun Herndndez (2004) las espinas también se encuentran en las aletas de la pelvis y
las anales. La aleta caudal es redonda, truncada y raramente cortada y le sirve para mantener el
equilibrio del cuerpo durante la natacién y al lanzarse en el agua (Saavedra, 2006). La linea
lateral es bifurcada, en la parte superior se extiende desde el opérculo hasta los ultimos radios
de la aleta dorsal, en la porcion inferior, aparecen varias escamas por debajo de donde termina
la linea lateral hasta la terminacion de la aleta caudal.

Presenta un solo orificio nasal a cada lado de la cabeza, que sirve simultdneamente como
entrada y salida de la cavidad nasal. La cabeza y la cola son pequefias, pero el macho posee la
cabeza mas grande que la hembra, algunas veces segun la edad y crecimiento el macho presenta
tejidos grasos en la region anterior y dorsal de la cabeza (dimorfismo sexual) (Saavedra, 2006).

La boca es protractil, mandibula generalmente ancha, a menudo bordeada por labios
gruesos con dientes conicos y en algunas ocasiones incisivos, en otros casos puede presentar un
puente carnoso (freno) que se encuentra en el maxilar inferior, en la parte media debajo del labio
(Alamilla, 2000; Zufiga, 2008). Posee membranas branquiales unidas por 5 o 6 radios

branquiostegos y un numero de branquispinas (Patifio, 2013).
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1.3.4.2 Morfologia interna.

El sistema digestivo comienza en la boca, continuando con la faringe, la cual esta
perforada lateralmente por los arcos branquiales. Le sigue el esofago, que es muy eléstico y
dispone de células secretoras de una sustancia mucilaginosa que favorece el avance del bolo
alimenticio hacia el estdmago. El intestino es en forma de tubo hueco y redondo que se adelgaza
después del piloro, es siete veces mas largo que la longitud del cuerpo (Macias, 2016).

Junto con el tracto digestivo, presenta dos glandulas muy importantes, siendo una de
ellas el higado, que es un 6rgano de gran tamafio y forma alargada. En su parte superior y sujeta
a este, posee una estructura pequefia y redonda de coloracion verdosa Ilamada vesicula biliar, la
cual se comunica con el intestino por un diminuto tubo, llamado conducto biliar por el que se
vierte un liquido verdoso, la bilis, que facilita el desdoblamiento de los alimentos. La otra
glandula importante es el pancreas, cuya forma se presenta en pequefios fragmentos redondos,
dificultandose su observacion a simple vista por estar incluido en la grasa que rodea a los ciegos
piloricos (Chakan, 2004).

El sistema circulatorio, representado por el corazon, es un 6rgano de forma redonda
generalmente bilobular compuesto por tejidos musculares, localizado casi en la base de la
garganta, el corazdn se caracteriza por presentar una sola auricula y un ventriculo circulando
por la sangre venosa (Morales, 2003).

Posee una vejiga natatoria que se localiza bajo la columna dorsal, tiene forma de bolsa
alargada, la cual funciona como un 6rgano hidrostatico que ayuda al pez para flotar a diferentes
profundidades. El rifién es un filtro de forma ovoide que presenta un solo glomérulo, la sangre
fluye a través de este mediante unos tubos hacia los uréteres, que secretan en la vejiga y que

posteriormente descarga al exterior (Hurtado, 2005).
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El esqueleto, por lo general, se presenta completamente calcificado, con terminacion en
unos huesos pequefios, los hipulares, de donde se forma la aleta caudal. Tiene una cubierta
escamosa que es su esqueleto dérmico; el endoesqueleto estd formado por un crdneo con
mandibulas equipadas de dientes, una columna vertebral, costillas y un arco pectoral (Chakan,
2004).

La funcidn respiratoria es realizada mediante las branquias o agallas, situadas a ambos
lados de la cabeza. Estas cavidades estan protegidas por los opérculos que tienen facultad de
movimiento para ayudar a la renovacion de agua en las branquias o cerrar y protegerlas de

cualquier agente externo (Hurtado, 2005).

1.3.4.3 Caracteres sexuales.

El aparato reproductor esta constituido por un par de génadas que en las hembras tienen
forma tubular y su didmetro varia de acuerdo a sus estadios reproductivos, mientras que en los
machos los testiculos tienen forma de sacos pequefios y alargados (Macias, 2016).

La diferenciacion externa de los sexos se basa en que el macho posee dos orificios bajo
el vientre; el ano y el orificio urogenital, mientras que la hembra posee tres: el ano, el poro
genital y el orificio urinario. El ano esta siempre bien visible; es un agujero redondo. El orificio
urogenital del macho es un pequefio punto, mientras que el orificio de la hembra es
microscopico, apenas visible a simple vista y el poro genital se encuentra en una hendidura

perpendicular al eje del cuerpo (Saavedra, 2006).
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1.3.5 Reproduccion.
La tilapia O. niloticus posee sexo separado, existiendo una clara diferencia entre macho
y hembra, que puede ser por la coloracion del cuerpo o su tamafio, siendo generalmente los
machos de mayor peso y talla que las hembras. Para llevar a cabo la reproduccidn, se toman en
consideracion parametros ideales de crecimiento como la temperatura y la luz, ya que el
aumento de la iluminacion o la disminucion de ocho horas dificultan este proceso (Romero y

Romero, 2012).

1.3.5.1 Ciclo de vida.
Segun Morales (2003) la O. niloticus tiene un ciclo bioldgico bien definido, el cual se
describen a continuacion:
1.3.5.1.1 Huevo.
El tamafio varia entre 2 - 4 mm, asi como el nimero, dependen del tamafio de la hembra
(peso). Generalmente, son de color amarillo claro, no translicido, forma ovoide; normalmente
dura de 3 a 5 dias para eclosionar, dependiendo de la temperatura.
1.3.5.1.2 Alevin.
En esta etapa el desarrollo posterior al embrion y a la eclosion, comprende alrededor de
3 a 5 dias; el alevin se caracteriza porque presenta un tamafio de 0.5 a 1 cm y ademas, posee un
saco vitelino en el vientre que le permite alimentarse los primeros dias de su eclosion.
1.3.5.1.3 Cria.
Después que los alevines han absorbido el saco vitelino y comienzan a aceptar alimento

balanceado, estos ya han alcanzado una talla de 1 a 5 cm de longitud.
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1.3.5.1.4 Juvenil.
En esta etapa se encuentran peces con una talla que varia entre 5y 10 cm de longitud
total, la misma que alcanza a los 2 meses de edad y se encuentran aptos para aceptar alimento

balanceado para su crecimiento.

1.3.5.1.5 Adulto.
Esta es la ultima etapa, los ejemplares presentan tallas entre 18 y 25 cm de longitud total,

con un peso comprendido entre 150 a 300 g, caracteristicas obtenidas alrededor de los 3.5 meses

de edad.

1.3.5.2 Madurez sexual.

La tilapia alcanza la madurez sexual en funcién de la edad, el tamafio y las condiciones
del medio ambiente. La alcanzan alrededor de los 5 meses de edad con un peso aproximado de
150 a 200 gramos, esto en funcion de la edad. Ya maduros hembras y machos, pueden
reproducirse todo el afio, siempre y cuando la temperatura sea mayor a 24°C. (Morales, 2004;
Nufiez, 2012).

Por su parte, Hernadndez (2004) manifiesta que la O. niloticus, alcanza su madurez sexual
entre los 30 — 40 g. en condiciones ambientales favorables, en un intervalo de 2 — 4 meses. Una
vez que ha madurado, puede realizar la puesta todo el afio mientras la temperatura del agua sea
superior a los 24°C. Cuando el crecimiento es lento, la madurez sexual en la tilapia del Nilo se
retrasa uno o dos meses, pero los peces con el crecimiento impedido pueden desovar en un peso
de menos de 20 g. Las hembras desovan en multiples ocasiones, normalmente, realiza de 8 — 12
puestas en un afio en condiciones adecuadas de temperatura y cada puesta puede contener entre

200 y 2000 huevos.
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1.3.5.3 Comportamiento reproductivo.

La O. niloticus presenta incubacion maternal y cuidado de la cria. Los machos en época
de reproduccion excavan y hacen nidos en el fondo para atraer a la hembra, quien después del
cortejo, deposita los huevos en el nido para ser fertilizados por el macho.

La hembra incuba los huevos en su boca hasta que eclosionen, esto dura de 3 a 5 dias;
después de eclosionar los pececillos permanecen dentro de la boca de la hembra para refugiarse
hasta que puedan nadar libremente, esto sucede entre 8 y 10 dias, finalmente son liberados en
aguas poco profundas. Luego la hembra reanuda su actividad alimenticia y reacondiciona sus
ovarios durante 2 — 4 semanas y de nuevo esta lista para una nueva puesta (Hernandez, 2004;

Nfiez, 2012).

1.3.5.4 Reversion sexual.

La reversion sexual tiene como fin, producir poblaciones mono sexo; es un proceso que
se realiza durante el primer mes de vida del animal una vez reabsorbido el saco vitelino,
utilizando hormonas. La hormona utilizada para producir machos hasta el 100% en alevines
recién nacido de tilapia gris es la 17-alfa-metiltestosterona, la cual se suministra a través del
alimento durante un periodo que dura normalmente entre 25 a 30 dias (Espejo y Torres, 2001;
Nufiez, 2012).

La 17-alfa-metiltestosterona es un derivado especial de la testosterona, conserva su
accién androgénica y es activada por via oral, se incorpora en la dieta a razén de 60 mg por kg
de alimento, una vez suministrada, el 90% de la hormona es excretado en las 24 horas siguientes
y solo tres semanas después menos del 1% de la hormona permanece en el cuerpo del pez

(Arboleda y Duvan, 2005).

21



La hormona modifica directamente las caracteristicas sexuales secundarias (fenotipo), y
tiene un efecto adicional sobre las génadas, pero en ningn momento afecta el genotipo, por lo
que los individuos genéticamente mantienen la segregacion normal esperada en el momento de
la fertilizacion (Almeida, 2014).

Teniendo en cuenta que los alevines de tilapia recién eclosionados no tienen diferenciado
su tejido gonadal y los peces pequefios, menos de 14 mm de longitud, inician su alimentacion
alrededor de los 3 dias, es en este momento en el cual se debe realizar el proceso de inversion
sexual, suministrando la hormona 17-alfa-metiltestosterona en el alimento de las tilapias,
permitiendo obtener machos fenotipicos (FAO, 2009; Ramirez, 2015).

La utilizacion de alevines reversados garantiza la rentabilidad de la produccién, ya que
reduce el periodo de cultivo, mejora la conversion alimenticia y favorece la homogeneidad de
tallas en un cultivo. Siempre existe un bajo porcentaje de hembras, pero la reproduccion es
minima y comunmente no presenta problemas de sobrepoblacion en los sistemas de produccion

(Iturbide, 2004; Nafez, 2012).

1.3.6 Nutricién y alimentacion.

La tilapia se alimenta en ambiente natural de una amplia variedad de fuentes, desde
plancton, organismos benténicos, invertebrados de la columna de agua, larvas de peces, detritus,
materia organica en descomposicion, etc. (Zufiiga, 2008). De manera particular, es omnivora
hasta su etapa de 5 cm, donde presenta preferencias fitoplanctofagas, puesto que su alimentacion
se basa en el consumo de zooplancton, insectos, vegetales acuaticos y de alimentos artificiales

como harinas y granos (Green, 2006).
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Basualdo (2012) sefiala que los juveniles se alimentan preferentemente de fitoplancton
y zooplancton, inclusive aceptan alimentos preparados. Los adultos comen plancton, algas
filamentosas, algunas plantas superiores y detritus vegetal.

Otros estudios manifiestan que las exigencias nutricionales de los alevines son iguales a
la de las tilapias adultas, pero, aunque no se dispone de informacién para ciertas etapas del ciclo
de vida de la tilapia nil6tica, se espera que los juveniles tempranos (0,02-10 g) requieran de una
dieta méas elevada en proteinas, lipidos, vitaminas y minerales e inferior en carbohidratos. Los
juveniles (10-25 g) requieren mas energia de los lipidos y carbohidratos y una menor proporcién
de proteinas para su crecimiento y finalmente los peces adultos (>25 g) necesitan menos proteina
dietética y mayores niveles de carbohidratos como fuente de energia. Es decir, a medida que los
individuos van creciendo, requieren un menor nivel proteico para obtener la energia (Torres y

Hurtado, 2012).

1.3.7 Requerimientos ambientales.
Para cultivar tilapia es importante tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas del
agua, ya que influyen directamente en los aspectos productivos y reproductivos de los peces,
por lo tanto, estas deben mantenerse dentro de los rangos Optimos para garantizar el desarrollo

de los peces (Poot et. al., 2009).

1.3.7.1 Salinidad.
Las tilapias son peces de agua dulce que tienen ancestros netamente marinos adaptados
a los ambientes l6ticos y Iénticos de aguas continentales, por lo tanto, conservan en mayor o
menor grado la capacidad de adaptarse a vivir en aguas saladas (Castillo, 2003). La tilapia del
Nilo es la menos tolerante a la salinidad, pero crece bien en salinidades de hasta 15 ppm

(Hernandez, 2004).
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1.3.7.2 Temperatura.

La temperatura minima letal para la tilapia del Nilo se encuentra por debajo de 11°C y
12° C, estando su temperatura optima entre los 26° y 30° C. la temperatura maxima letal esta
alrededor de los 42° C. (Martinez y Mendoza, 2015). La reproduccidon se da con éxito a
temperaturas entre 26°- 29° C.

Hurtado (2005) reporta que las temperaturas menores a 12° C son letales para la O.
niloticus, pero tolera 8° C. por espacio de 3 a 4 horas, el rango de temperaturas que diversos
autores indican para esta especie abarca desde los 8° C hasta los 40° C.

Los cambios de temperatura afectan directamente la tasa metabélica, mientras mayor sea
la temperatura, mayor sera la tasa metabolica y, por ende, subira el consumo de oxigeno (L6pez

y Cruz, 2011).

1.3.7.3 Concentracion de oxigeno disuelto.
La tilapia Nilotica puede soportar bajas concentraciones de oxigeno. Ello se debe a la
capacidad de su sangre a saturarse de oxigeno aun cuando la presion parcial de este ultimo sea
baja. También, posee la facultad de reducir su consumo de oxigeno cuando la concentracion en

el medio es baja (<3 mg/l) (Alamilla, 2000; Nufiez, 2012).

1.3.7.4 Turbidez.

La turbidez del agua tiene dos tipos de efectos: uno sobre el medio y se debe a la
dispersion de la luz y el otro actia de manera mecanica directamente sobre los peces. Al impedir
la libre penetracion de los rayos solares, la turbidez limita la productividad natural del estanque,
lo que a su vez reduce la disponibilidad de alimento para la tilapia. Es por ello, que se
recomienda que el agua de los estanques no sea turbia para que el fitoplancton se pueda

desarrollar adecuadamente (Alamilla, 2000).
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Por otra parte, la materia coloidal en suspension puede dafar fisicamente las branquias
de los peces provocando lesiones e infecciones. En caso de que las aguas sean demasiado turbias
(>100ppm) conviene propiciar su sedimentacion previamente a su introduccion a los estanques

de cultivo, bien sea por medios fisicos y/o quimicos (Alamilla, 2000).

1.3.7.5 Alcalinidad y dureza.

Una alcalinidad superior a 175 mg CaCOzs/l (Carbonato de calcio por litro) resulta
perjudicial, debido a las formaciones calcareas que se producen y que afectan tanto a la
productividad del estanque como a los peces al dafar sus branquias. Una alcalinidad de
aproximadamente 75 mg CaCOs/l se considera adecuada y propicia para enriquecer la
productividad del estanque. Si la dureza con la que cuentan las aguas es de 200 mg/I, esta dureza
es muy alta, pero siendo la tilapia un organismo que aguanta condiciones extremas es posible

que pueda estar sin ningun problema (Alamilla, 2000).

1.3.7.6 pH.

La gran mayoria de los organismos acuaticos sobreviven sin problemas en aguas
neutrales (pH=7.0) o ligeramente alcalinas (Cantor, 2007). En peces como la tilapia el rango
normal del agua se encuentra entre 6,5y 9,0, ya que esto permite la secrecién normal de mucus

en la piel, combinado con una dureza normalmente alta (L6pez y Cruz, 2011).

1.3.7.7 Amoniaco.
Proviene de la excrecion nitrogenada de los propios peces en cultivo o de la
descomposicion de desechos organicos existente dentro del sistema. Es toxico para los peces,
ya que la exposicion prolongada a concentraciones de amoniaco no ionizado mayor de 1mg/I

causa pérdidas entre alevines y juveniles en agua con baja concentracion de oxigeno disuelto.
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Las primeras muertes por exposicion prolongada pueden comenzar en concentraciones
tan bajas como 0.2 mg/l. Los niveles subletales de amoniaco se identifican por causar dafio en
agallas y tejido, crecimiento pobre e incremento a la susceptibilidad a enfermedades (Luchini,

2006; Hernandez, 2004).

1.3.7.8 Nitrito.

La tilapia son los peces mas tolerantes al nitrito en comparacion con los otros que se
cultivan en agua dulce. Es por ello, que la concentracion de nitrito debe mantenerse debajo de
27 mg/l, ya que niveles subletales de nitrito reducen el transporte de oxigeno en el pez,
resultando en pobre conversidn alimenticia, crecimiento reducido y se vuelve mas susceptible a

enfermedades (Hernandez, 2004).

1.4 Factores que intervienen en la infeccidn de los peces.

La aparicion de la enfermedad es consecuencia de una disminucion en las defensas del
pez probablemente provocada por factores que predisponen a la infeccidn, entre los cuales se
destacan: los traumatismos (Fregeneda et al., 2001), la maduracién sexual, el estrés ambiental

y la presencia de otras enfermedades (Carbajal, 2013).

1.4.1 Traumatismo.

En las poblaciones naturales de peces, es frecuente observar lesiones caracteristicas de
Saprolegniasis en la zona de la aleta caudal y anal en el caso de las hembras, y en la aleta dorsal
en los machos. Estas localizaciones estan relacionadas con pequefios traumatismos producidos
durante el desove (Gonzélez, 2017).

Los traumatismos también son provocados por una manipulacion inadecuada y cambio

en las condiciones abidticas, ya que, en los alevines de cultivo, es recurrente la aparicién de
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heridas en la epidermis, debido a la pérdida del mucus protector a causa del estrés al cual son

sometidos.

Esto es favorable para que las esporas adheridas en la piel, germinen y atraviesen la
epidermis, llegando a la dermis donde se desarrolla el micelio de Saprolegnia. Las hifas causan
necrosis de las células alrededor del lugar de proliferacion. A partir de ahi se pueden extender
por toda la dermis colonizando todo el cuerpo del pez. Esto produce un desequilibrio osmotico
con pérdida de electrolitos que impide mantener el volumen de sangre circulante. En los casos
en los que el hongo coloniza las branquias, finalmente se suma una insuficiencia respiratoria,
en casos terminales se ha detectado invasion de las hifas hacia masculos y 6rganos internos

(Marshall et al., 2010).

1.4.2 Maduracion sexual.

Diversos autores han relacionado la maduracion sexual de los peces con una mayor
predisposicion a la infeccion por Saprolegnia spp., debido a los cambios que se producen en la
estructura de la epidermis y el descenso de las células productoras de moco cutdneo (Gonzélez,
2017). Dentro de la maduracion sexual, también, se consideraria el aumento de andrégenos que

resultan en un ndmero reducido de células mucosas en la epidermis (Songe, 2015).

1.4.3 Estrés ambiental.

Los factores de estrés fisico que mas favorecen las infecciones, son los cambios en la
temperatura del agua, cambios en el pH y el incremento en salinidad (Noga, 2000). Teniendo
un mayor impacto sobre la aparicion de infecciones micoticas la temperatura, ya que, la mayoria
de las epizootias se desarrollan entre 10° a 12°C, mientras que las consecutivas a un traumatismo

pueden presentarse a cualquier temperatura, siempre que esta sea compatible con la vida del
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pez; la invasion micotica, también, puede darse a mayores temperaturas, si bien la velocidad de
invasion del hongo es menor (Vega et al., 2006).

Se ha demostrado una clara relacion entre los niveles aumentados de estradiol,
progesterona o TSH y la incidencia de infecciones micéticas en peces de agua dulce, y se ha
sugerido que este efecto esté relacionado con una disminucion en la respuesta de anticuerpos y
la supresion de la reaccion inflamatoria. Algunos tipos de estrés fisioldgico que alteran la
produccion de algunas hormonas (en particular, el estrés que promueve la produccion de
corticoesteroides), sumado a las bajas temperaturas, podrian incrementar la susceptibilidad de
los peces a la infeccidn, y la velocidad de crecimiento de los hongos (Vega et al., 2006).

Por otro lado, una pobre calidad de agua se asocia a un incremento de la materia organica
que favorece la aparicién de la Saprolegniasis, asi como, elevadas densidades de peces en los
estanques y agresion social en los mismos, incrementan la aparicion de lesiones en el tegumento

(Gonzélez, 2017).

1.4.4 Presencia de otras enfermedades.

La Saprolegnia se considera un patégeno secundario, esto significa que ataca al pez, en
la mayoria de los casos, después de que el hospedador haya sido atacado por alguna infeccién
bacteriana, pero también es posible que aparezca Saprolegnia después del ataque de un parasito
gue no sea bacteria, como algunos protozoos o nematodos parasitos. Al entrar las bacterias o
parasitos a la herida, estos mantienen el tejido expuesto a la hifa de Saprolegnia, fijandose en el
organismo y posteriormente las hifas se propagan rapidamente a los tejidos saludables. Obtienen
su alimento en el momento que las hifas sueltan enzimas digestivas y absorben los nutrientes

resultantes, propagandose asi esta enfermedad en los peces (Alarcon, 2015).
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Con los factores descritos anteriormente, es importante manifestar que en estudios sobre
la respuesta inmunitaria a la infeccion por Saprolegnia, se destaca la importancia del sistema
inmunitario inespecifico, en el que el tegumento acta como barrera fisica impidiendo la entrada
del agente patdgeno, igualmente el moco cutaneo también establece una barrera entre los peces
y el ambiente, actuando como barrera fisica, quimica y bioldgica. Este moco efectla una labor
de arrastre que impide la fijacién de los quistes secundarios (Wood et al., 1988; Cross y
Willoughby, 1989; Gonzalez, 2017).

El moco cutaneo de los peces presenta una composicion compleja, con numerosos
factores antimicrobianos secretados por las células cutaneas, como aglutinas, inmunoglobulinas,
lectinas, lisinas; pero estos no parecen tener un papel relevante a la hora de evitar la infeccion
producida por Saprolegnia, por lo que la ausencia de infiltracion leucocitaria en tejidos
infectados, se relaciona con la inactividad del sistema del complemento (Bly et al., 1992;
Pickering, 1994; Gonzalez, 2017). Por lo tanto, la infeccién puede progresar destruyendo la
epidermis, ocasionando letargo, perdida de equilibrio, agotamiento y ausencia del reflejo de
huida, provocando rapidamente la muerte del pez en unas 48 horas aproximadamente (Aller,

1988).
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2. Material y métodos

2.1 Equipo, materiales y medios de cultivo

2.1.1 Equipos.

o

o

Microscopio
Estereoscopio

Autoclave

Camara de flujo laminar
Balanza analitica
Refrigeradora

Platos calentadores

Cémara de Neubauer

2.1.2 Materiales.

Juego de diseccidén

Vaso quimico de 100 y 500 ml
Erlenmeyer de 500 y 1000 ml
Pipetas estériles de 10 ml
Platos Petri grandes y pequefios
Portaobjetos

Cubreobjetos

Tubos tapa rosca estériles

Azul de lactofenol

Agua destilada

Guantes
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o Mascarillas

o Papel toalla estéril

o Papel aluminio

o Bolsas Ziploc

o Mecheros de alcohol

o Penicilina

o Alcohol al 70% y 95%
o Espétula

o Goteros

o Frascos de pléasticos estériles
o Cinta adhesiva

o Papel film

o Marcador

o Bata de laboratorio

2.1.3 Medios de cultivo.
o Agar Sabouraud Dextrosa (ASD)

o Potato Dextrose Agar (PDA)

2.2 Metodologia

2.2.1 Area de estudio.
La investigacion se disefi6 en dos etapas, la primera correspondi6é al aislamiento,
identificacion y cuantificacion de esporas del hongo del género Saprolegnia, la cual se llevé a

cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé,
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Universidad de Panam4, en el Distrito de Penonomé, Provincia de Coclé, durante los afios 2018
—2019.

La segunda etapa fue la seleccidn por variacion fenotipica en estilos de afrontamiento
frente a desafios ambientales y las respuestas a la infeccion con las esporas del género
Saprolegnia, se realizd en peceras ubicadas en la comunidad de Llano Marin, corregimiento del

Coco, en el distrito de Penonomé, provincia de Cocle.

2.2.2 Disefio experimental.

Esta investigacién se divide en dos partes, la primera parte es descriptiva y la segunda

etapa es de tipo experimental.

Variables de la investigacion
Primera etapa:
Muestras colectadas en peces.

Hongos aislados en peces enfermos.

Se evalué muestras de piel, aletas y cola de animales, tomados en la Estacion
Experimental de la Autoridad d los Recursos Acuéticos de Panama (ARAP), ubicada en Divisa,

provincia de Herrera, en los meses de diciembre 2018 y enero a abril 2019.

Segunda etapa:
Independiente: Estilo de afrontamiento.
Dependiente: Latencia (S).
Tasa ventilatoria (min).
Ndmero de animales infectados.

Supervivencia.
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2.2.3 Etapa de aislamiento, identificacion y cuantificacion de esporas del género
Saprolegnia spp.
2.2.3.1 Toma de la muestra.

Se muestred 36 juveniles de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), tomando en cuenta
los que mostraban signos evidentes de infeccion causada por hongos, fueron obtenidas en la
Estacion Experimental de la Autoridad de los Recursos Acuéticos de Panaméa (ARAP), ubicada
en Divisa, provincia de Herrera.

La recoleccion de las muestras consistio en la captura mediante métodos artesanales de
pesca utilizando una red y se transportaron en bolsas plasticas transparentes con agua del
estanque, a la cual se le adiciond oxigeno disuelto, para asegurar la llegada de los peces vivos
al laboratorio de Microbiologia del Centro Regional Universitario de Coclé; donde se realizaron

los estudios y analisis pertinentes.

2.2.3.2 Procesamiento de las muestras.
Se examino la superficie corporal del animal, cola y aletas; se tomo en cuenta lesiones
externas como heridas con manchas algodonosas en la piel y aletas deshilachadas (Figura N°1).
Posteriormente, se limpio alrededor de la lesion con alcohol al 95% y algoddn, con bisturi estéril

fue retirado por medio de incisiones, areas tanto de la piel y aletas que estaban afectadas.

p P > 4 ~
Figura N°1. Manchas"algodonosas
en piel y ojos de la tilapia del Nilo.
Fuente: Autoria propia, 2018.
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2.2.3.3 Aislamiento.
Las muestras obtenidas (tejido enfermo) fueron sembradas en condiciones asépticas en
Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) con adicion de Penicilina (0.1g/ml), y se incubaron a 28°C por
15 dias con observaciones diarias. Al observarse el crecimiento hifal del hongo, se procedio a
transferirlas en Agar Potato Dextrose (PDA) con penicilina (0.1g/ml), esto se hizo para obtener
crecimiento monosporico y esporulacién del hongo. Seguidamente, se incubaron a 28°C por 15
dias aproximadamente, bajo un régimen de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad para lograr la

esporulacion del hongo, segun la metodologia de Castro et al., (2015).

2.2.3.4 Caracterizacion morfoldgica de las colonias.

2.2.3.4.1 Morfotipica.
Se tomaron en cuenta los siguientes criterios morfotipicos: tasa de crecimiento, textura,

forma del margen y elevacion/profundidad de la colonia, segin Moller et at., (1995).

2.2.3.5 Microcultivo.

Se cortaron pequefios bloques de agar colocandose sobre un portaobjeto previamente
esterilizado y estos a su vez, dentro de una caja de Petri con cdmara himeda. Los cultivos fueron
cubiertos con una laminilla cubreobjetos e incubados a 28°C, por 48 o 72 horas, 0 el tiempo
necesario para su crecimiento y posterior observacion microscopica de sus estructuras
reproductivas tipicas.

A las 48 horas, se examinaba este montaje retirando cuidadosamente el cubreobjeto del
microcultivo y se coloco sobre un portaobjeto con previa adicién de azul de lactofenol,
observando al microscopio a 10X y 40X de aumento.

Este mismo procedimiento se realiz6 para los microcultivos que fueron incubados a 72

0 més horas, para observar las hifas, los zoosporangios y esporas.
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2.2.3.6 Preparacion con cinta adhesiva transparente.
También, se realiz6 montaje de placas con cinta adhesiva, para ello, se cortd la cinta de
3 a4 cmy se coloco sobre la superficie de la colonia haciendo ligera presidn para obtener una
cantidad considerable de micelio, luego se pegdé sobre una ldmina portaobjetos, donde
previamente se habia colocado una gota de azul de lactofenol y se observé las estructuras

miceliares al microscopio con aumento de 10X y 40X.

2.2.3.7 Identificacion taxondémica de Saprolegnia spp.

Después de observar las estructuras miceliares del hongo, se procedio a la fase de
identificacién empleando la categoria taxondmica morfoespecie (Moller et at., 1995) y las
estructuras reproductivas se identificaron por medio de claves taxondémicas disponibles para
Oomicetos (tipo de hifa, zoosporangio, forma de las esporas) (Seymour, 1970; Zaror et al.,

2004).

2.2.3.8 Conteo de zoosporas de Saprolegnia spp.

A los aislamientos caracterizados se le adicion6 20 ml de agua destilada estéril, se agitd
durante dos minutos mediante movimiento circulares, se cubrié el borde del envase con una
gasa para evitar que el agar o restos de micelio obstruyeran el paso de la solucion, luego se
decantd la suspension en un envase estéril, al cual se le agregd ocho gotas de lactofenol,
seguidamente se agitd y se dejé reposar durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se agitd
nuevamente durante dos minutos, se colecté 2 ml de la suspension colocandose en un nuevo
envase debidamente estéril.

Posteriormente, con ayuda de una pipeta de dilucion, se coloc6 su punta en la suspension
para colectar la muestra y se agito durante dos minutos para obtener una mejor dispersion de las

conidias.
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Luego se descart6 tres gotas de la muestra y la cuarta gota se colocé en el borde del
cubreobjeto de la cAmara de Neubauer. Después de llenar satisfactoriamente el area de contaje,
se dejé reposar durante 1 minuto, con el fin de que las conidias se sedimentaran en la base de la
camara, se observo al microscopio usando el objetivo de 10 X y 40 X, ajustando bien la luz con
el fin de que las lineas fueran completamente visibles.

Se contaron las conidias en todas las areas de los cuatro milimetros cuadrados de las
esquinas, registrandose el nimero de esporas en cada milimetro cuadrado. El conteo de cada
colonia se repitio seis veces y se sacé un promedio (Gilchrist et al., 2005; Bustillo, 2010).

Finalmente, se calculd el promedio de esporas de cada colonia, aplicando la formula de
Gamma, citado por Parra et al., (2008).

N° de esporas/ml = (F.D.) (P.H.) (1,000) (N.P.)
F.D. Factor de dilucion
P.H. Profundidad del hematocitometro
N.P. Namero promedio de esporas.

Una vez, finalizado el conteo de esporas, las diluciones fueron guardadas en envases
estéril, hasta el momento de ser utilizadas, para llevar a cabo la segunda estapa de esta

investigacion.

2.2.4 Etapa de seleccidn de lineas por su variacion en estilos de afrontamientos.

2.2.4.1 Poblacién.
Se utilizaron 100 juveniles de tilapia del Nilo, con peso comprendido entre 1.5+0.91,
sexualmente inmaduros, formando la poblacién base. Fueron adquiridos en la Estacién
Experimental de la Autoridad de Recursos Acuéticos de Panama (ARAP), ubicada en Divisa,

provincia de Herrera.
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Se transportaron en bolsas plasticas transparentes con agua del estanque y se le adiciond
oxigeno disuelto para asegurar que llegaran en el mejor estado posible a la residencia en la
comunidad de Llano Marin, corregimiento EI Coco, distrito de Penonomé, provincia de Coclé,
donde se establecieron las peceras, las cuales fueron acondicionadas tomando en cuenta los

requerimientos fisicoquimicos de la especie.

2.2.4.2 Aclimatacion.

Los animales experimentales fueron alojados en dos peceras de 50 L cada una. El
suministro de agua se realiz6 con agua de grifo. Los parametros fisicoquimicos pH: 6.8, Nitrato:
1.2 mg/l, Cloruro: 14.8 mg/l y Nitrito: 0.002 mg/l, fueron monitoreados. El continuo flujo de
agua mantuvo las concentraciones adecuadas de oxigeno, adicionalmente, las peceras no fueron
equipadas con sistemas de filtrado y fuente auxiliar de oxigeno. Para mantener la calidad del
agua, semanalmente se sustituyd 30% del volumen total de agua de cada estanteria.

El proceso de aclimatacion de los peces durd 22 dias, garantizando la adaptabilidad de
los mismos a las nuevas instalaciones y evitar resultados contradictorios referidos a los niveles
de estrés producto del proceso de transporte. El fotoperiodo se estableci6 en 12 horas luz y 12
horas oscuridad siguiendo el fotoperiodo tropical caracteristico de nuestro pais y a temperatura
ambiente de 28°C.

Los individuos fueron alimentados siguiendo las recomendaciones establecidas por la
especie de acuerdo al peso y la edad, se le suministré dos veces al dia, en la mafiana y en la

tarde.

2.2.4.3 Prueba de restriccion.
Después del periodo de aclimatacion se separd la poblacion en fenotipos de toma de

riesgo, mediante la prueba de restriccion (Castanheira et al., 2013) que consistio en retener un
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pez en una malla 'y se evalué el primer intento de escape del individuo, seleccionandolos en tres
subgrupos: 27 individuos Proactivos (P), 27 Reactivos (R) y 27 Intermedios (1), siendo los P
aquellos que hicieron el primer intento de escape, los R los que fueron mas lentos en reaccionar
y los I que fueron intermedios en su primer intento de escape. Cada grupo fue colocado en una
pecera pléstica, debidamente etiquetada a la que previamente se acondicion6 teniendo en cuenta
los requerimientos necesarios para el manejo de los individuos (Figura N°2).

De las tres subpoblaciones se usaron los P y R para las pruebas experimentales de

infeccién del hongo Saprolegnia y los | se desecharon.

g

5o ‘ RY = \ \y Intermedi(;s

= . - . 1 y y
-l Proactivos r - Reactivos fadech. g u
Figura N°2. Prueba de Restriccion seleccionando las poblaciones en tres subgrupos
Proactivos (P), Reactivos (R) e Intermedios (1).

Fuente: Autoria propia, 2019.
2.2.4.4 Tasa ventilatoria.

Transcurrido ocho dias después de la prueba de restriccion, a los dos subgrupos
seleccionados (P y R), se les aplicé la prueba de frecuencia o tasa ventilatoria, la cual se midid
en movimientos operculares por minuto. Esta prueba se considera un método no invasivo que
esta relacionado a respuestas fisioldgicas clasicas de estrés como son la liberacion de
catecolaminas, cortico esteroides y glucosa (Altimiras y Larsen, 2000; Barreto, et al., 2003).

Las mediciones se realizaron de forma visual, colocando cada pez individualmente en

una pecera pequefia debidamente cubierta, registrando las observaciones a partir de una abertura

dejada en el tanque de prueba. Los dos subgrupos P y R fueron separados en tres Bach de 9
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peces. Los peces fueron transferidos al tanque de prueba dejandolos 5 minutos para
aclimatacion, al minuto seis se determiné el primer conteo del nimero de aperturas bucales del
individuo, registrando el tiempo requerido para efectuar 20 movimientos operculares mediante
un crondémetro, posteriormente, se procedio a realizar una nueva medicion de la frecuencia
respiratoria al minuto siete y al minuto ocho, registrandose tres medidas por pez, utilizando el

promedio de tres medidas (Barreto y Volpato, 2004).

2.2.4.5 Infeccion experimental con Saprolegnia spp.
Ocho dias después, se colocaron 6 peceras conteniendo 12 L de agua cada una, las cuales
se les aplico el proceso de decloracién mediante la evaporacion 24 horas antes de agregar los
animales. Se tom¢ la subpoblacién Proactiva y Reactiva en densidades de 9 individuos por

peceras, quedando tres réplicas por subpoblacion.

2.2.4.5.1 Patogenicidad.

Los peces fueron dejados por doce dias, para aclimatarse a las nuevas condiciones
experimentales. A partir de ese momento se procedid con el proceso de infeccion, donde se
coloco 6 peceras mas, conteniendo la misma cantidad de agua (12 L) y se les agregd una dilucion
de 9.62 x 10° espora/ml a cuatro de ellas (infeccion), dejando 2 peceras de control (una por
subpoblacién), ademas se coloco cebos para hongos acuaticos mosca comdn (Musca domestica),
para confirmar la presencia del hongo. Después de 24 horas se observo el diptero totalmente
colonizado de micelio blanco algodonoso (Parra et al., 2008), dando una posible confirmacion

de la presencia de Saprolegnia (Figura N°3).
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Figura N°3. Diptero (Musca domestica)
colonizada de micelio blanco algodonoso.
Fuente: Autoria propia, 2019.

Se procedi6 a colocar los 9 peces de cada subpoblacion en cada una de las peceras,
quedando cada subpoblacién distribuida en dos peceras con presencia del hongo y una como
control.

El seguimiento de las tilapias infectadas se realiz6 con observaciones diarias, para
detectar la presencia de signos de enfermedad, por un periodo de 8 dias registrando lesiones

caracteristicas del ataque de este hongo en tilapia del Nilo. Adicionalmente, se registré la

mortalidad durante ese periodo.

2.3 Analisis estadistico.

Los datos fueron registrados en una hoja de calculo de Excel (Microsoft Excel 2016). El
analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico Statistica version 10 (StatSoftV10) y
Graph Pad Prism V.6 (San Diego, CA, USA). Los datos de variables respuesta fueron probados
por normalidad utilizando la prueba de Shapiro_Wilk’s y Levene’s para homogeneidad de
varianzas. Datos de variables de estilo de afrontamiento (Prueba de restriccidn, tasa Ventilatoria
y patogenicidad) fueron evaluados utilizando prueba de t-tes o Mann Whitney, segun el
comportamiento de la variable. Resultados de supervivencia se evaluaron con el estimador de

Kaplan-Meier.
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3. Resultados y discusion

3.1 Etapa de aislamiento, identificacion y cuantificacion de esporas del género Saprolegnia

Spp.

3.1.1 Toma de la muestra.

De las 36 muestras que se obtuvieron en la Estacion Experimental de la Autoridad de los

Recursos Acuéticos de Panaméa (ARAP), ubicada en Divisa, provincia de Herrera, se emplearon

en el estudio 11 unidades, las cuales presentaron caracteristicas fenotipicas de la enfermedad.

3.1.2 Procesamiento de las muestras en el laboratorio.

Las muestras presentaron lesiones externas en la region de la piel y forma de manchas

algodonosas en la cola y aletas (Figura N°4 y N°5).

i . S\ o %
Figura N°4. Animales con lesiones en la
piel y manchas algodonosas en la cola y
aletas.
Fuente: Autoria propia, 2019.
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Figura

N‘;5. Obtencién de muestras en
areas de la piel y aletas afectadas.
Fuente: Autoria propia, 2019.



3.1.3 Aislamiento.

De un total de 400 aislamientos que fueron sembrados tanto en ASD y PDA con
Penicilina (0.1g/ml) e incubadas a 28°C; 210 correspondian a tejidos de la cola, 100 de la piel y
90 de las aletas (Figura N°6). En esta gréfica se observa el porcentaje de colonias que se lograron
aislar, correspondiendo el 52% a tejidos de la cola, el 25% tejidos de la piel y el 23% tejidos de

aletas.

m Cola ®Piel mAleta

Figura N°4. Aislamiento del Hongo Saprolegnia spp.

Fueron seleccionados 250 cultivos monospodricos, pues mostraban las caracteristicas
fenotipicas del hongo en estudio, 125 se aislaron en PDA 'y 125 en ASD, obteniendo 80 cultivos
monosporicos con crecimiento en PDA, los cuales se tomaron en cuenta para la realizacion de
este estudio; solo 45 crecieron en ASD, por lo tanto, estos fueron descartados porque presentaron

un crecimiento mas lento en comparacién con el medio de cultivo PDA (Figura N°7).
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Figura N°5. Comparacion de los cultivos monosporicos en medios ASD y PDA.

Esta grafica muestra en porcentaje que el crecimiento monospdrico en PDA fue de 64%,
mientras que en ASD fue de un 36%. Obteniendo en PDA colonias blancas con apariencia
algodonosa, ademas en este medio se produjo abundante micelio y un mejor desarrollo de los
cultivos a diferencia de aquellas que fueron sembradas en ASD (Crecimiento lento) (Figura N°8

y N°9).

Figura N°6. Muestras cultivadas en medio Agar Potato Dextrose (PDA).
A. Anverso y B. Reverso de la colonia.
Fuente: Autoria propia, 2019.
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.

Figura N°7. Muestras cultivadas . medio Agar Sabouraud Dextrosa (ASD).
A. Anverso y B. Reverso de la colonia.

Fuente: Autoria propia, 2019.

3.1.4 Caracterizacion morfolégica de las colonias.

Las colonias presentaron las siguientes caracteristicas: tasa de crecimiento rapido,
abundante micelio aéreo, textura algodonosa, margen rizoide, superficie elevada y sin

crecimiento dentro del medio de cultivo, segun los criterios morfotipicos de Moller et al.,

(1995). (Figura N°10).

Figura N°8. Morfologia de las colonias.
Fuente: Autoria propia, 2019.
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3.1.5 Microcultivo y preparacion con cinta adhesiva transparente.

De los 80 cultivos monospéricos seleccionados se prepararon 40 microcultivos, donde
32 montajes semipermanentes mostraron estructuras vegetativas, técnica que fue muy util
porque permitio observar facilmente la distribucion y caracteristicas de las hifas, observandose
hifas cenociticas, zoosporangios, yemas y zoosporas; con la técnica de cinta adhesiva
transparente también se realizaron 40 montajes semipermanentes, observandose solo en 8
montajes hifas cenociticas, las demés presentaron dificultades para observar la conformacién de
las hifas, ya que estas son muy delicadas y al ejercer presion sobre la ldmina portaobjetos pierden
rapidamente su constitucion y forma (Figura N°11). Se demuestra que la técnica de microcultivo
es mejor y mas efectiva para la observacién de las estructuras microscépicas del hongo, en

comparacion con la técnica de cinta adhesiva transparente. (Figura N°12).

Figura N°9. Observacmn de Estructuras del Hongo. a) Tecnlca de Microcultivo y
b). Técnica con Cinta Adhesiva Transparente.
Fuente: Autoria propia, 2019.
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Figura N°10. Técnica de microcultivo y cinta adhesiva transparente.

Esta grafica muestra que el 80% de montajes que se realizaron mediante la técnica de
Microcultivo fueron efectivas; mientras que con la técnica de cinta adhesiva solo el 20% de los

montajes reflejo estructuras del hongo.

3.1.6 Identificacion taxondmica de Saprolegnia spp.

Se utilizaron los 32 montajes que mostraron las caracteristicas microscépicas del hongo,
cuya identificacion se realizé tomando en cuenta las claves taxondémicas de Seymour (1970) y
Zaror et al. (2004). El género identificado presento las siguientes caracteristicas:
El dia 2 se logro observar hifas cenociticas, ramificadas y yemas poco abundantes; el dia 3y 4
dia se observo ademas de las hifas, zoosporangios pequefios, cilindricos y presencia de yemas;
entre los dias 6 y 8 dias aparecieron los zoosporangios oscuros y largos, de didmetro mayor que
la hifa que lo origina; y en el dia 10 se observo los zoosporangios maduros con un tabique

conteniendo zoosporas (Figura N°13).
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Figura N°11. Caracteristicas Microscopicas de la Saprolegnia
sp. a y b: Dia 2. Hifas Cenociticas y yemas; c y d: Dia 3 y 4.
Zoosporangios pequerfios; e y f: Dia 6-8. Zoosporangios largos
y cilindricos; g y h: Dia 10. Zoosporangio maduro.

Fuente: Autoria propia, 2019.
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3.1.7 Conteo de Zoosporas de Saprolegnia spp.
Para el conteo total de esporas se utilizaron 15 cultivos monospdricos, se le agrego 20ml
de agua destilada estéril a cada cultivo para homogenizarlo. En camara de Neubauer, se calcul6

el promedio por cuadricula, realizando el conteo de cada colonia seis veces (Cuadro N°3).

Cuadro N°3.

Conteo de zooporas de Saprolegnia spp.

N° conteo A B C D Suma

1 118 111 141 122 492

2 106 113 119 137 475

3 125 118 124 111 478

4 105 101 105 115 426

5 134 139 124 110 507

6 113 127 135 133 508
NUmero de esporas Total 2886

Promedio 481

Conteo de esporas por cuadricula (A, B, C, D), repitiéndose seis veces (1, 2, 3, 4, 5y 6) por
colonia, para obtener el promedio de las mismas.

Una vez medido el promedio de esporas, se determind la concentracién experimental
como valor obtenido para la infeccidon con Saprolegnia spp. para ello se aplicé la formula de
Gamma, citado por Parra et al., (2008).

N° de esporas/ml = (F.D.) (P.H.) (1,000) (N.P.)
N° de esporas/ml = (20 ml) (0.1 ml) (1,000) (481)

=9.62 x 10° esporas/ml
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3.2. Etapa de seleccion de lineas por su variacién en estilos de afrontamientos.

3.2.1 Prueba de restriccion.

De la poblacion sana, que fue clasificada en fenotipo de toma de riesgo, se tomo en
cuenta los datos registrados de los 27 individuos Proactivos (P) y los 27 individuos Reactivos
(R) (Ver Anexo N°6). La figura N°14 muestra que los individuos de la personalidad P tienen
una menor latencia para realizar el primer intento de escape que los individuos con personalidad

R (Mann-Whitney U= 51,00; p<0.001).

[EnN
N
1

Latencia (s)

P R

Personalidad Anim al

Figura N°12. Media (+ EE) de la latencia para el primer intento de
escape entre individuos proactivos (P) y reactivos (R). p<0.001.
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3.2.2 Tasa ventilatoria.
Se tomo en cuenta las tres medidas registradas del tiempo requerido para efectuar 20
movimientos operculares de los 27 individuos P y los 27 individuos R (Ver Anexo N°7).
Los resultados muestran que existen diferencias significativas entre peces proactivos y

reactivos en la tasa ventilatoria (t= -2.77, p=0.007, Figura N°15).

p=0.007
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80 1

Tasa ventilatoria
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(movimientos/min)

P R

Personalidad Anim al

Figura N°13. Media (+ EE) de tasa ventilatoria entre individuos
proactivos (P) y reactivos (R).
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3.2.3 Infeccion Experimental con Saprolegnia spp.
3.2.3.1 Patogenicidad.
La figura N°16 muestra que no existe diferencia significativa entre P y R en la respuesta

patogénica a un desafio con Saprolegnia spp. (t= 1.16, p=0.26).

p>0.05
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Figura N°14. Media (+ EE) de la respuesta patogénica a Saprolegnia
spp. entre individuos proactivos (P) y reactivos (R).
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3.2.3.2 Supervivencia.

Los resultados de la prueba de Kaplan-Meier muestran que no existe diferencias
significativas entre individuos P y R en el porcentaje de supervivencia (X% = 3.10, p=0.07).
Sin embargo, los datos reflejan una tendencia a mayor supervivencia en individuos P que R

(55% y 30%, respectivamente) Figura N°17.
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Figura N°15. Porcentaje de supervivencia de individuos P y R
desafiados con Saprolegnia.
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3.3 Discusién

Los estudios sobre hongos patégenos que afectan peces en Panama son escasos, en
especial, el género Saprolegnia, sin embargo, los reportes publicados en otros paises describen
esta patologia como motas de algoddn, correspondiendo a un micelio aéreo, siendo las zonas
maés afectadas la cabeza, aletas y piel (Zaror et al. 2004). De igual forma, Vega et al. (2006),
manifiesta que las localizaciones mas comunes de Saprolegnia en peces son la cola, piel y las
branquias. Los resultados de esta investigacion coinciden con los reportes de estos autores en
donde la mayor cantidad de afectacién por el hongo se present6 en la cola.

En cuanto al crecimiento de las colonias en los medios de cultivos Agar Sabouraud
Dextrosa (ASD) y Papa Dextrosa Agar (PDA), hubo mayor desarrollo del micelio en las
muestras que fueron incubadas en PDA, ademas presentaron todas las caracteristicas descritas
del hongo, lo que coincide con el estudio realizado por Castro et al., (2015), quien sefiala que el
medio PDA permitio un mejor desarrollo de la colonia observandose abundante micelio a
diferencia de aquellas que fueron sembradas en ASD; ademas, de una mejor observacion
macroscopica de las colonias. Asimismo, los montajes semipermanentes permitieron observar
microscopicamente la presencia de hifas cenociticas, zoosporangios y zoosporas, caracteristicas
gue son compatibles con Saprolegnia sp., como lo mencionan Zaror et al. (2004) y Vega et al.
(2006).

A pesar, que el principal problema de la Saprolegniosis es su identificacion, existe una
polémica, puesto que el género Saprolegnia, no forma frecuentemente estructuras sexuales que
permita su identificacion por los métodos clasicos de morfologia, por lo tanto, no pueden ser

identificados a nivel de especie (Bangyeekhun, Quiniou y Cerenius, 2001; Zaror et al., 2004).
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Bajo este contexto, se han reportado muchos estudios que describen esta enfermedad,
cuyos caracteres coinciden con los encontrados en los peces muestreados, asi como en las cepas
aisladas lo que nos permite considerar que la afeccion micética que afecta a las tilapias Nil6ticas
pertenece a este género.

Castro et al. (2015), reporta que la Saprolegnia spp., se desarrolla por heridas en diversas
areas del cuerpo, probablemente causado por una mala manipulacién de los peces al momento
de trasladarlos, por roces al capturarlos o por golpes entre ellos debido a la alta densidad de
peces en los estanques: también, manifiesta que en los ejemplares adultos la susceptibilidad a
infecciones por Saprolegnia estaria dada por traumas mecanicos, generando pérdida de la
integridad de la epidermis, lo que a su vez origina un dafio en su primera barrera defensiva, el
mucus, trayendo consigo un gran riesgo para el pez. Por otro lado, Espejo y Torres, (2001); y
Ardila (2010), sefialan que estas lesiones generalmente ocurren por factores estresantes,
generando un déficit en el sistema inmune y pérdida de apetito, ocasionando grandes
mortalidades a corto tiempo. Para este estudio es probable que la micosis por Saprolegnia esté
relacionado con lo antes mencionado, sin embargo, los peces no mostraban signos evidentes de
lesiones al inicio de la exposicién a Saprolegnia.

Los dos grupos proactivos y reactivos no mostraron diferencias estadisticas en el ensayo
de patogenicidad, pero se observd mayor numero de individuos reactivos con lesiones que en
conjunto con los resultados de supervivencia en donde los peces proactivos mostraron una
mayor tendencia a la supervivencia, parece indicar diferencias en la forma de afrontar este
desafio, esto esta en linea con los reportes que indican que los peces muestran diferentes estilos
de afrontamientos en respuesta a una variedad de desafios, ilustrandolo claramente en un estudio
en el que la carpa comin que muestra predictores de comportamiento de diferentes estilos de

afrontamiento, caracterizados por una respuesta proactiva y reactiva, fueron sometidos a un
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desafio inflamatorio y transcripciones de genes especificos, encontrdndose diferencias
significativas entre los peces proactivos y reactivos, con niveles mas bajos y menos variables en
los peces proactivos (Mackenzie et al., 2009).

Fevolden et al., (1993), utilizé dos lineas de salmon del Atlantico, seleccionados para
una respuesta al estrés alta o baja después de mediciones de los niveles de cortisol en la sangre,
desafiados por tres patdgenos bacterianos furunculosis, vibriosis y la enfermedad renal
bacteriana, encontrandose que los peces de respuesta de bajo estrés, caracteristico de proactivos,
fueron maés resistentes a los patégenos bacterianos, puesto que la mortalidad acumulada al final
de los experimentos, fueron significativamente mas altos en los de respuesta de alto estrés,
indicando una inmunidad baja en peces altamente estresados, caracteristico de reactivos.

Bajo este mismo contexto, se desafiaron dos lineas de trucha arcoiris con furunculosis y
vibriosis, donde la tasa de supervivencia y la mortalidad total acumulada, fueron
significativamente diferentes entre las dos lineas, ya que la tasa de mortalidad fue mayor en la
linea de alto estrés que los de bajo estrés, indicando que la seleccidn por la respuesta a estrés
afecta la resistencia a la enfermedad en trucha arcoiris (Fevolden et al., 1992).

Kittilsen et al., (2012) reporta que el salmén del Atlantico con alta incidencia de manchas
en la piel a base de melanina negra, albergan menos piojos de mar en comparacion con peces
menos pigmentados. Asimismo, en un experimento de laboratorio, se revelé una fuerte
correlacion negativa entre las manchas de la piel y los niveles de cortisol post-estrés, con
individuos menos pigmentados que muestran una respuesta de cortisol mas pronunciada al estrés
agudo, por lo tanto la personalidad animal y la variabilidad correlacionada en la resistencia de
parasitos pueden de hecho reflejar una compensacion (trade-off) invocada por niveles
fluctuantes de agentes infecciosos y recursos nutricionales, permitiendo a los animales invertir

energia en sistemas de defensa de acuerdo con los recursos disponibles y la necesidad.
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4. Conclusiones

Se aislo el género Saprolegnia spp., a partir de muestras tomadas de lesiones de la piel, cola
y aletas de juveniles de tilapia del Nilo (Orechromis niloticus), en medios de cultivos Agar
Sabouraud Dextrosa y Agar Papa Dextrosa, siendo este Gltimo maés factible, ya que se

observ6 un mejor y mas rapido crecimiento de la cepa aislada.

Los métodos de aislamiento utilizados para la identificacion del género Saprolegnia spp.,
fueron dtiles para concretar el objetivo deseado, puesto que se logrd caracterizar la

morfologia del hongo, obteniendo mejores resultados con la técnica de microcultivo.

Se cuantificd la cantidad de unidades formadoras de colonias de Saprolegnia spp.,
obteniendo una concentracion de 9.62 x 10° esporas/ml para la infeccion de los peces (O.

niloticus).

La poblacion de O. niloticus se separ0 adecuadamente en fenotipos de estilos de

afrontamientos, mediante la prueba de restriccion y tasa ventilatoria.

Los fenotipos de estilos de afrontamientos mostraron tendencias diferenciales en el

porcentaje de supervivencia a la infeccion con Saprolegnia.
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5. Recomendaciones

1. A pesar de que los resultados fueron un 80 por ciento satisfactorios, en nuestro pais son
nulos los estudios sobre Saprolegnia, por lo que recomendamos a los profesores de la
Universidad de Panama fomentar interés en los estudiantes de seguir la linea de

investigacion, para mejorar los resultados y obtener nuevas informaciones.

2. Las autoridades del Centro Regional Universitario de Coclé Dr. Bernardo Lombardo,
deberian considerar necesario el implemento de un laboratorio totalmente disponible para
investigaciones, que cuente con los equipos necesarios y sofisticados, los cuales permitan
resultados confiables a futuros proyectos investigativos, ya que actualmente se carece de los

mismos Y los estudiantes trabajan de manera rudimentaria.

3. LaUniversidad de Panamé deberia establecer vinculos con entidades privadas y de gobierno,
haciéndole ver la importancia y los beneficios que obtendrian a partir de los proyectos de
investigacion, lo que estimularia el patrocinio por parte de las mismas, asi al estudiante le
seria mas facil llevar a cabo el objetivo deseado, ya que actualmente los tesistas sufragan
todos los gastos, ademas, no tienen espacios disponibles para realizar sus trabajos, por el

restringido acceso a los laboratorios.
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4. Exhortamos a los profesores de la Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia del
CRU Coclé, a trabajar en unidad y armonia, por el beneficio de los estudiantes, ya que cada
uno es poseedor de su propio conocimiento, que es de mucho provecho en nuestros
proyectos investigativos. Ejemplo de ello es la implementacidon de las distintas ramas de las
ciencias, las cuales son estrictamente necesarias, ya que cada una se especializa en obtener
una informacion en particular que complementa a las demas, por ello creemos firmemente

que cada uno de nuestros docentes es importante en nuestra facultad.
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7. Anexos

Anexo N°1. Captura y transporte de las muestras

Captura de las muestras (O. niloticus) Muestras en bolsa plastica transparente
para transporte

Oxigenacion de las muestras Transporte de las muestras

70



Anexo N°2. Preparacion de los medios de cultivos utilizados para el aislamiento de la

Saprolegnia spp.

Potato Dextrose Agar (PDA)

ASD en platos de Petri PDA en platos de Petri
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Anexo N°3. Flujograma para el conteo de zoosporas de la Saprolegnia spp.

A 4

Muestra mas 20 ml de agua
destilada estéril

/

Colocacion del  cubreobjeto  ¢4)ocaci6n de una gota de la Solucion ~ mas gotas  de
sobre la muestra muestra en la camara de lactofenol
x Neubauer

v

Observacion de las esporas en Conteo de esporas de Saprolegnia
el microscopio spp.
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Anexo N°4. Patogenicidad de Saprolegnia spp. en tilapia del Nilo

Pez con lesiones en la piel

Presencia de Saprolegnia spp. en cola de la tilapia
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Anexo N°5. Criterios morfolégicos para la caracterizacién de hongos

Tasa de Crecimiento

diametro aprox. después de 5 semanas de incubacion Micelio Aéreo

Sin micelio
aéreo

Poco micelio
aéreo

Lento Moderado Rapido

crecimiento crecimiento crecimiento Mucho micelio

aéreo

Tomado de Manual Biolead Project. 1995. Moller Ch, et al., Pp: 24 — 28. Switzerland

74



Anexo N°5. Continuacion

Textura
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Lanoso o Aterciopelado Cartilaginoso  Inmerso Pulverulento  Granulado Parecido a Solido/liso
algodonoso sémola
e\
i \\
f/ \

Con brillo Concéntrico Radial Rizomorfo Sinematoso Fibroso Otro

Ceroso Opaco o
mate metalico

Tomado de Manual Biolead Project. 1995. Moller Ch, et al., Pp: 24 — 28. Switzerland

75



Anexo N°5. Continuacion
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Anexo N°5. Continuacion

Elevacion/Profundidad de la Colonia

Crece profundo en el agar

No crece dentro del agar

Todo el tubo esta cubierto de micelio

La colonia es convexa

La colonia es plana

Micelio enrollado en la pared del tubo

Tomado de Manual Biolead Project. 1995. Moller Ch, et al., Pp: 24 — 28. Switzerland
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Anexo N°6. Datos registrados en la prueba de restricciéon

Prueba de restriccion
Latencia (S)
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Anexo N°7. Datos registrados en la tasa ventilatoria

Tasa ventilatoria (min)
P R
9.3 8
8 10.3
7.3 6.3
7.6 6
10 5.6
8 8.3
8.6 8
7 6
6.6 7.3
7.3 6.6
7.3 7.6
7 7.6
6.6 6.3
9.3 6.3
7.3 6.6
7.6 7
8.3 6
7.3 6
9.3 7
10.6 6.3
7.6 7.6
8
6.6 7
7.3 6.3
6.3 7.3
7 9.6
8.6 7
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Anexo N°8.

Glosario

Agar Papa Dextrosa: En inglés Potato Dextrose Agar (PDA), medio comun de cultivo
microbiologico que se preparan a partir de infusion de patata y dextrosa. Es el medio mas
utilizado para el crecimiento de hongos y levaduras que atacan a las plantas vivas 0 materia
vegetal muerta en descomposicion. Puede ser suplementado con antibiéticos o acidos para
inhibir el crecimiento bacteriano. Es recomendado para realizar el recuento colonial, también
puede ser utilizado para promover el crecimiento de hongos y levaduras de importancia clinica.
La infusion de patata promueve un crecimiento abundante de los hongos y levaduras y el agar

es adicionado como agente solidificante.

Agar Sabouraud Dextrosa: Es un medio de cultivo s6lido, especialmente enriquecido para el
aislamiento y desarrollo de hongos, como levaduras, mohos y dermatofitos. Es ideal para el
crecimiento de bacterias filamentosas. Su uso es muy amplio, pues puede ser empleado en la

micologia humana, animal, vegetal e industrial.

Céamara de Neubauer: Es una placa gruesa con forma de porta, cuya porcion central esta
dividida en tres bandas longitudinales perpendiculares a su eje longitudinal. De ellas, las dos
laterales se encuentran sobreelevadas con respecto de la central en 0.1 mm, y en la central hay
grabado un reticulo cuadrangular. Es un instrumento ideado para contar células sanguineas y se
puede usar también para estimar la concentracion de conidias en una suspension acuosa de

esporas.

Conidia: Es una espora asexual inmdvil formada directamente a partir de una hifa o célula
conididégena. A menudo son pigmentadas y son resistentes a la desecacion, ademas sirven para

dispersar al hongo hacia nuevos hébitats.

80



Corticoesteroides: Son una variedad de hormonas del grupo de los esteroides (producida por
la corteza de las glandulas suprarrenales) y sus derivados. Los corticosteroides estan implicados
en una variedad de mecanismos fisioldgicos, incluyendo aquellos que regulan la inflamacion,
el sistema inmunitario, el metabolismo de hidratos de carbono, el catabolismo de proteinas, los

niveles electroliticos en plasma y, por Gltimo, los que caracterizan la respuesta frente al estrés.

Crecimiento monosporico: Es aquel crecimiento que se desarrolla a partir de una espora

simple.

Diferencia significativa: Es una medida matematica de la diferencia entre grupos. Se dice que
la diferencia es estadisticamente significativa cuando es mayor de lo esperable que ocurra
solamente por casualidad. Cuando el valor p esta por debajo de un nivel de significancia (o)
(generalmente 0.10, 0.05 o 0.01), se puede decir que ladiferenciaes estadisticamente
significativa.

Epizootias: Es una enfermedad contagiosa que ataca a un nimero elevado e inusual de animales

al mismo tiempo y lugar y se propaga con rapidez.

Esmoltificacion: Es el proceso regulado hormonalmente por el que peces anadromos sufren
adaptaciones fisicas y fisioldgicas por la migracion de agua dulce a agua salada, ocurriendo

tipicamente entre el primer y segundo afio de vida.

Anadromos: Peces diadromos que viven en el mar una gran parte de su vida y migran a aguas
dulces para criar. Por ejemplo, como el salmon del atlantico (Salmo salar) que cria en el curso

superior de un rio.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunitario
https://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidratos_de_carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Electrolito
https://es.m.wikipedia.org/wiki/Enfermedad
https://es.wikipedia.org/wiki/Salmo_(g%C3%A9nero)

Estilos de afrontamiento: Hacen referencia a los esfuerzos, mediante conducta manifiesta o
interna, para hacer frente a las demandas internas y ambientales, que exceden los recursos de la
persona u animal. Estos procesos entran en funcionamiento en todos aquellos casos en que se
desequilibra la transaccion individuo-ambiente. Se trata de un término propio de la psicologia y

especialmente vinculado al estrés.

Hifas cenociticas: Las hifas pueden presentar un tipo de segmentacion que divide al filamento
por medio de tabiques denominados septos, lo cual permite la separacion citoplasmatica. Por

otro lado, hay hongos que no presentan este tipo de morfologia y se denominan cenociticos.

Latencia: En el campo de la Biologia hace referencia para nombrar el tiempo que pasa a partir

de lanzado un estimulo y la aparicion de una respuesta frente a él.

Micelio: Aparato vegetativo de los hongos que le sirve para nutrirse y esta constituido por hifas.

Microcultivo: Es una técnica eficaz para identificar y clasificar un hongo filamentoso, ya que
permite la observacion de las estructuras microscopicas sin alteracion o rompimiento de las

mismas, debido a que crecen directamente bajo el cubreobjetos.

Morfotipo o morfoespecie: Se refiere a un grupo de organismos de cualquier taxén con
caracteristicas morfoldgicas comunes, que pueden ser de una misma especie o de diferentes

especies.

Patogenicidad: Es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad en un huésped

susceptible.

Poliplanetismo: En los oomicetes, el fendmeno relativo a la existencia alternativa de fases

moviles e inmdviles en las zoosporas.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Conducta
https://es.wikipedia.org/wiki/Psicolog%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
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https://definicion.de/respuesta

Ubicuidad: Son aquellos microorganismos que pueden habitar en cualquier lugar, ya sea agua,

tierra o aire.

Variaciones fenotipicas: Son aquellas particularidades visibles en los organismos, es decir, la

sumatoria de todas las caracteristicas observables de un individuo y que son el resultado de la

interaccion entre genotipo y el ambiente.
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