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RESUMEN

Con la finalidad de determinar la eficacia, como
agentes inhibidores del crecimiento fiingico de
Saprolegniales, en ovas de trucha arcoivis, se procedié a
la evaluacion de tratamientos con acido acético (100 ppin,
300 ppim y 500 ppm), cloruro de sodio (207 ) v verde
malaquita (2,5 ppim). Los pardmetros medidos fieron: la
mortalidad total de los huevos hasta que éstos presenta-
ran el ojo visible v la deformidad de alevines con saco.
Los tratamientos se aplicaron ulilizando la técnica de cor-
te de fliujo, efectuada dia por medio v con tiempos de 60
minutos de duracion. Este procedimiento abarcé desde la
Jecundacion hasta la aparicion de los ofos.

El verde malaquita, presenté lamenor mortali-
dad total de huevos (12,95 %), seguido por el dcido acé-
tico a 300 ppm (16,96 %).  En las ovas muerias con
hongos adheridos a su superficie se regisivé un 6,76 %
paraverde malaquitay un 11,72 % para el dcide acético a
500 ppm. Con el cloruro de sodio se obtuve la mavor
proporcidn en ambos casos. Los huevos tratados con ver-
de malaquita, regisiraron una alta incidencia de alevines
con saco deformes (13,3 98), miceniras paralos restantes
fratamientos, fueron inferiores al 7 %.

Es posible concluir que el deido acético en con-
* centraciones de 500 ppm puede ser wtilizado como susti-
tuto al verde malaguita para controlar infecciones
micdticas en ovas, ya que no produce elevados niveles de
mortalidad en los huevos v no induce a la formacion de
alevines con saco deformes.

INTRODUCCION

El potencial productivo de una piscicultura, esta
sustentado por la produccidn de ovas. En esta ctapa, los
principales obstdculos son: los problemas  provocados

SUMMARY

In order to asses the efficiency as inhibiting agents
of fungal growth of Saprolegniales in rainbow trouteggs,
treatments with acet acid (100 ppm, 300ppm, and 500
ppm), sodium chloride (20) and malaquite greesn (2.5 ppm)
were evaluated. Parameters taken into account were: total
miortality of eggs until they made their eyes'visible and
showed their bags distorted. -

Treatments were carried out in alterhative days
by using the flow cut off technique for a 60 min period.
This procedure was accomplished since fecundation until
the appearance of eves.

The least total mortality of eggs (12,95%) was
observed in malaquite green, followed by the acetic acid
at 500 ppin (16,96%6). As to dead eggs bearing fungi on
their surfoce, 6,76% was recorder with malaquite green
and 11,72% with acetic acid at 500 ppmn. In both cases
the highest date occurred with sodium chioride.

Eges treated with malaguite green revealed a
high incidence of  fry having distorted bags (13,5%)
whereas the remaining freatments were lesser than 7%.

It is concluded that the acetic acid in 500 ppm
concentrations can be used as a substitute to malaquite
green in order to control mycotic infections in trout eggs
since it does inof cause high levels of mortality in the lal-
ter nor induces the formation of frv with distorted bags.

por la alta densidad con la cual se trabaja, la manipulacion
de los hucvos, las variaciones de temperatura y la presen-
cia de agentes patogenos en el agua (Bailey, 1984). Todo
esto hace que los huevos en dc§arrdllo sean muy sensi-
bles a la proliferacion de infeccioncs micticas, causadas
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principalmente por hongos del género Saprolegnia.
Scgln Torroctla (1988), cstas infecciones sc pre-

sentan frecuentemente en cultivos intensivos de

salménidos ¥ gencralmente son causadas por la combina-
cidn de un agente infeccioso v ¢l ¢sirés ambicutal, situa-
cidn que provoca la progresidn de la enformiedad y a ve-
ces la mucrie de los huevos. Es importantc seiialar que ¢l
acuiculior realiza variadas actividadces que causan cstids
et tos peces. entre cllas destacan: la separacion por tama-
fios, cl (ransporte, la alimentacion. los desdobles. las con-
diciones dc desove, la incubacién. cle. (Kitancharoen &
Hatai, 1997).

La susceptibitidad de los huevos de peces a las
inffecciones micdlicas dependen de varios factores. lales
como: la alta densidad de cultivo que promueve I infee-
cidn por hongos{ Mcndova. 1994). ¢l flujo de agua del
sistema de incubacidn que no ¢s suficicntc para evitar ta
adhesion de las zoosporas i los huevoes (Rach er af., 1998)
y la calidad del agua. Ademis, Ia présencia de huevos
muerlos v la maleria orgdnica disuclia en ¢l agua provee
un cxcelente sustrato para ¢l asentumicnto v desarrollo
de los hongos lo que hace nceesaria la adicidn de agentes
antifingicos (Willoughby & Roberts, 1992).

El verde malaquita se ha usado por muchos afios
como agente fungicida para combalir cste tipo de infec-
cién. pero desgraciadamente diversos estudlios han demnos-
trado Ias caracteristicas teratogénicas de este compucs-
o (Moeyer & Jorgensen, 1984 Noga. 1993 Marking ef o/,
1994: Rach er af, 1997). Por lo anterior. investigadores como
Tavior & Bailey, (1979) Alderman. (1982); Bailey, (1984
Bailey & JefTrey, (1989): Schreck er af, (1990); Edgeliet ol
(19933, Dawson cf al.. (1994). Marking ef of, (1994);
Fitzpatrick ef of., (1995). Schreier et al., (1996): Racheral,
(1997). han realizado cstudios para proyectar potenciales
sustancias antimicolicas  que recmplacen al verde mala-
quita.

No obstantc. s¢ hace nccesiurio seguir investi-
gando para dctcrminar las medidas profiliciicas a aplicar
en las pisciculturas. para climinar o winimizar las infeccio-
nes por hongos. como los procedimicntos tendientes a
facilitar cl diagnéstico v Ia aplicacion de terapias adecua-
das v oportunas.

En el presente cstudio sc evalud la actividad
anlifimgica def dcido acélico. cloruro de sodio v verde
malaquita. en In mortalidad de ovas v en la deformidad
de alevings con saco.

MATERIALES Y METODOS

La expericncia fuc desarrollada en i Piscicultura
de Rio Blanco. situada & 1,420 m. de altura on la zona
precordillerana de la comuna de fos Andes, V region.
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Chile, con temperaturas que {luctuaron entre 1 y 8°C.

Se utilizaron aproxtmadamente 13.000 huevos
de trucha arcoiris, recién fecundados, que fucron deposi-
tados cn canastillos de incubucidn con tres divisiones en
su interior (43 x 20 x 25 cm). cn cada una de 1as cuales s¢
dispusicron aproximadamente 1000 hucvos.

En la expericncia sc ulilizaron 3 canastillos de
ahumminio, a los que se les asignd uno de los siguienics
tratamicntos:

- Canastitio N® | Verde malaquita (2.5 ppmy)
- Canastillo N°2; Cloruro de sodio (20 %/ )
- Canastillo N°3: Acido acético (100 ppmy)
- Canastillo N°4: Acido acético (300 ppi)
= Canastillo N*3: Acido acético (300 ppm)

Para la incubacidn de los huevos. los canastillos
fucron distribuidos cn bateas horizontales de fibra de vi-
drio con un volumen il de 0.1036 m®. Las bateas se
alimeniaron con un flujo de agua ubicado en forma per-
pendicular a ellas por uno de sus extremos pernvitiendo
asi Ia independencia de Tos tralamienios cn las mismas.

Los tratamicntos s aplicaron cada 36 horas du-
rantc un lapso de 36 dias, periodo en ¢l cual Ins ovas pre-
scuntaron los ojos visibles (ova con ojo). Los tratamientos
comenzaron a aplicarse 3 dias despuds de la fecundacion,
una vez realizado of “picking” (limpicza de huevos muer-
tos). Consisticron ¢n aplicar la solucidn respectiva en la
batca de incubacidn v cortar ¢l flujo del agua para reanu-
darlo al cabo de una hora.

Seis dias despuds de la aparicién del ojo sc rea-
lizo ¢l “shocking” (caida desde Im de allo) ¥ posterior-
menie sc procedié a contar v observar los hucvos mucr-
tos. Con avuda de uni lupa estercoscdpica sc determind
¢l porcentaje de ovas mucrtas infectadas con hifus, segin
la siguicnie proporcidn:

Hugvos con hifas x 100
Hucvos mucertos

% Mortalidad =
atribuida a hongos

Cuando In totalidad de las ovas sobrevivientes
cclosionaron. se contd los alevines con saco que presen-
taban delormaciones. Para cllo, sc tomd una mucsira
alcatoria de 200 alevines con saco. desde cada una de las
divisioncs, Scobservé a la lupa a presencia de individuos
deformes, tomando como parametros la curvatura dde fa co-
lumna vertebral v malfornmciones de la mandibula. Sc usa-
ron ¢stos pardmetros de deformidad debido a que son fa-
citmente distingibles )

Considerando que la expericncia fue realizada de
acuerdo a un disciio completamente aleatorizado a un fac-
tor. balanccado (Ostle. 1970) | sc clectud un Andlisis de
Devianza para un modelo experimental a un factor, enipledn-
dosc para cllo. el software GUL (Modelos Lincales Gene--
ralizados).
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RESULTADOS

La mortalidad total hasta la ctapa de ova con ojo.
flucthocntre 12,93 v 29.92% cn los (ratamicnios con verde
malaquita v cloruro de sodio. En las ovas tratadas con
acido acético a 300 ppm. sc aprecia una mortalidad media
de 16.96 %. cu cambio para los trafanicatos a 100 ppmy
300 ppm las mortalidades medias observadas presentan
una pequehia diferencia. alcanzando valores de 20,99 %y
21.64 % respectivamente. Al hacer ol andlisis estadistico,
sc pudo determinar que ninguna de las funciones de enla-
ce propucsias permitié un ajuste satisfactorio de los mo-
delos; a pesar de esto. pudicron scr usadas para hacer
comparaciones entre tratimientos, El dcido acético a con-
cenlraciones de 100 ppm vy 300 ppm no presenta dife-
rencias significativas en la proporcion de mortalidad. lo
quc hace a ambos tratamicntos estadisticamente iguales
cntresi (D=277.54: X7, = 9,487 con = 0.03 vy g.1=4). Adc-
mids se pucde decir que el {ratamicnio con verde malaquita
fuc ¢l mis cficaz. va que obtuvo ky menor mortalidad total
sceuido lucgo por ¢l tratamicnto de dcido acético a 300
ppm. Finalmente ¢l clorure de sodio. presentd la mavor

mortatidad total del periodo.

Encuanito al porcentaje de ovas muertas que pre-
sentaban hifas en su superficic. se pudo apreciar que los
trtamicntos con verde malaquita, dcido acético a 500 ppm
y sal comdn, sigucn Ia misma tendencia que la mortalidad
total, presentando valores promcedios de 6,76 %. 11,72 %y
22,43 %, respectivamente. Los tratamicntos con dcido acé-
tico a 100 ppm v 300 ppm ¢n cambio, no registran csla
tendencia (Tabla 1),

Aligual que cn cf andlisis cstadistico antes reali-
zado. s¢ pudo determinar que ninguna de las funciones
de enlace propucstas permitié un ajuste satisfactorio de
fos modclos. A pesar de cllo, pudieron scr usadas para
comparaciongs culre tratmmicntos (D=322.83; X uw=
9487 cona= 005y gl=14),

El tratamicnto con verde malaguila obluvo la
menor proporcién de ovas muertas por hongos, ademds sc
observéd que ¢l dcido acético a concentraciones de 100
ppin y 300 ppm oo presentd diferencias significativasenla
proporcion de ovas mucrtas por hongos, 1o que hace a
ambos tratamicntos estadisticamente iguales. Finalimenic
sc observé que la sal comin, presenid la mayor propor-

Tabla 1.
Porcentaje de mortalidad obteaidas en ¢l total de fos tratumicntos empleados

Tratamicnto Replica YeMortalidad a YoMortalidad YeMortalidad
ovit con ojo atribuida a hongos| Total a eclosion

Verde 1 12.2 6.15 716

Malagquita 2 12.91 6.72 39.8

2.5 ppin 3 13.74 7.4 264
Prom, 1295077 6.76(+ 0.62) 439 ((£23.2h)

Sal | 41.86 32.717 544

Comiin 2 23.26 16.93 399

20 ofo0 3 2471 17.7 42.8
Prom 29.92(x 10.34) 2245 (£ 8.92) 43.7 (£7.67)

Acido I 21.86 16.74 718

Acdtico 2 20,93 17.35 54.3

100 ppm 3 20019 15.67 42.2
Prom 20.99(+ 0.83) 16.39(£ 0.85) 63.0 ((£14.88)

Acido ! 21.53 13.80 42.6

Acclico 2 21.51 16.03 42.8

300 ppm 3 21.86 14.75 42.6
Prom 2L 019 13.533(x 0.70) 42.6 ((x0.11)

Acido I 1438 9.02 30.0

Acético 2 18,89 1343 30.6

500 ppm 3 17.63 12.7 S0
Prom 16.96(+2.32) TL72(:2.36) 37.2 (k120D
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cion de ovas muertas por hongos del periodo (Fig. 1)
Con respecto a la presencia de alevines con saco
que presentaron deformidad de la mandibula v/o curvatu-

Figura 1.
Porcentaje de mortalidad paralos
distintos tratamicntos
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ra de lacolumnavericbral. ¢l verde malaguita presentd la
mavor proporcidn de individuos deformes. con un prome-
diode 13.5 %, Tambicén fuc posible apreciar que los restan-
tes tratamicnios obtuvicron porcentajes de deformidad muy
similares, no cxisticndo cntre cllos diferencias de miés de
un 1 %. El tratamicnto que arrojd la menor cantidad de
individuos deformes fuc el dcido acético a 300 ppm. conun
porcentaje promedio de 6,17 %. La difcrencia registrada
por ¢l verde malaquita con ¢l resto de os tratamientos,
supcra cl 90%. El andlisis cstadistico determiné que todas
las funciones de cnlace propucsias permitian un ajusic
satisfactorio dc los modclos (D=27,95: X* | = 9487 con
o= 005y g.=4). El tratamicnto de sal comim y los dedicido
acético a 100, 300 v 300 ppm, no presentaron difcrencias
significativas cn cuanto a deformidad (0t=0.03) por lo quc
pucden scr considerados cstadisticamente iguales entre
si, pero estadisticinmienic diferentes respecto al verde mala-
quita , que prescntd los mavores porcentajes de deformi-
dad (Tabla 2).

Si sc evaliian on conjunio las pérdidas por moria-
Lidad atribuida a hongos y porcentajes de deformidad. su-
mando los hucvos mucrtos a los sobrevivientes que gene-
ran alevines deformes, se puede estimar una pérdida por
cada 1000 atribuible a hongos de 20.3% para verde mala-
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quitay de 17.9% para dcido acctico a 300 ppm. csta difcren-
cio aunque favorable a dcido acdlico. no cs estadisticamente
significativa al 3%.

Tabla 2,
Namero de alevines con saco deforme por
tratamicnto en muestra de 200 aleviaes

Rep. | Def. en [Curvatu-|N° Total
Tratamiento Mandi- | ra en co- deformes
bula humna
Verde ! 17 B 28
Malaguila 2 16 1 27
2.5ppm 3 10 16 26
Sal ] 5 10 5
Connin 2 6 O 12
20 o/oo 3 3 8 13
Actido ] 3 I3
Acético 2 3 12 [5
{00 ppm 3 8 6 14
Acido | 7 7 4
Acdlico 2 6 9 {5
300 ppa 3 Y + 13
Acido i 9 2 i
Acético 2 1o 4 4
500 ppm 3 5 7 12
DISCUSION

Elempleo del verde malkaquita para minimizarla
infeccion fangica de ovas en las pisciculturas fuc uno de-
los mdétodo mids wtilizados a nivel mundia!, hasta que se
comprobd su poder teratogénico (Mever & Jorgensen. 1984
Schwaiger ef al., 1993). Ademis. ¢sie coloranic contamina
cl caudal de salida de cstos centros de cultivo sicndo po-
{encialmente toxico para la satud de fos animales (Bailey &
JefTroy. 1989 Marking ¢/ of., 1994). Debido a cstos efectos
¢l US Fish and Wildlife Scrvice v la Investigational New
Animal Drug (INAD) prohibicron el uso del verde malaqui-
ta para cl tralmniento de huevos en el afio 1991,

En Chile, no existe una clara regulacion sobre el
uso de substancias inhibidoras del crecimicnto fiingico cn
cstas factorias vy atn sc sigue cmpleando el verde de
malaquita.

Ef cfecto de los tratamientos en la deformidad de
alevines con saco, indica que a) crplear una dosis de ver-
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de malaguita de 2.3 ppm. ta proporcion de deforimes que se
obtuvo (13,5 %), cs mayor quc cn los restanics tratamicn-
t0s. no obstante entre cllos la diferencia ¢s minima. alcan-
zando valores entre 6 % v 7 %. Esto conlirma los resulta-
dos oblenidos por Edgeli ef af., (1993) para salmén Coho
{(Ouncorliynchus kisutehi) v Chinook (Oucorfiynchus
tshaveyischa), 105 cuales sosticnen que el verde malaguila
a | ppm ticne alta incidencia on fa deformidad de alevines
con saco ( 10 %), supcrando a tratamicntos con soluciones
salinas (9.3 %) v huevos sin tratar (10.3 %), Las difcrencias
en los porcentajes de deformidad registrados cn nucsira
investigacion y la dc estos Gltimos autores. podrian deber-
sc a los pardmctros de deformidad cstablecidos: Edgell ot
al. (1993). se basan cn deformidades estructurales no espe-
cificadas y problemas asocindos a coagulacion de la vema
v saco vitelino, micntras que nucstros resullados sc ba-
san solo cn deformidades estructurales (curvatura de co-
tunim y deformidad de mandibula),

Las scmcjanzas obscrvada entre los diferentes
tratamicntos de dcido acético v cloruro de sodio a 207
podrian deberse a que estos clomenios no  inciden on la
deformidad de alevines con saco v por lo tanto. podrian
asociarse a porcentajes normales de deformidad para in-
dividuos que en estado de ova verde no hayan sido some-
tidos a ningan {ratamicnto.

El verde malaquita confirma en nucstros re-
sultados lo sostenido por Mever & Jorgensen (1984) en
relacion a que ¢l uso de este clemento provoca cfeclos
mutagdénicos v teratogdnicos que pucden sor apreciados
por la presencia de alevines con anormalidades en co-
tumna, cabeza, aletas v cola, Autores como. Alderman
(1991). Schawaiger ef af., (1995). seiiatan que Las deformidi-
des s deben a que esle clemento actaa a nivel
cromosdmico.

Las mavores mortatidades totales atribuidas a
hongos. ocurricron cn los tratamicnios con cloruro de
sodio. no obstanic la sal comin. sal de mar y mevclas de
cloruro de sodio y cloruro de calcio se han sugerido para
controlar hongos durante la clapa de incubacion. ademils
cl clorure de sodio se ha utilizado ampliamente como
agente terapcutico v para reduciv o estrés de los peces en
cautiverio (Schrcier ef al., 1996).

Tavlor & Bailey (1979} sciinlan que introducicn-
do los hucvos de salmén rosudo (€. gorbuscha) cn agua
de mar duraunie 2 a 3 horas diarias s¢ pucde controlar
cfectivamentc Supralegnia diclina. Marking er af._(1994)
encontraron, cn huevos de salmén que soluciones salinas
de 20/ son tan clectivas on el control de hongos como 1
ppm de verde malaquita, similares resultados fucron re-
portados por Edgell er of.. (1993), quicnes al tratar hucvos
de salmon-Chinook (Oncorliynchas tshawytscha). con clo-
ruro de sodio a concentracionesde 159 17.5¢ vy 207
por G0 minutos v (res veees por sciu, registraron morta-

“miendan su uso como fungicida por

lidades de 20.7 % 17,1 Y%y 10.2 % respectivamenie, esic
wltimé poreentaje fue similar al que obtuvicren con verde
malaquita. que presentd mortalidades de 8.8 %, En nucsira
investigacion. la mortalidad observada al 20/ de cloruro
de sodio, fuc de 29.95 %. a pesar de conlar con un ticimpo
de duracion similar ¢ igual periodicidad en la aplicacion del
tratauniento: la diferencia entre los resuliados podrian de-
berse a las condiciones experimentales.

La clicacia del dcido acético sc asocia con su
accion antimicrobinna. que Fenncma (1993). considera
similar a la de otros acidos usados cn 1 preservacion de
alimentos, va que csta aumenta al disminuir ¢l pH. Ade-
mas sciiala, que la propiedad de inhibir la reproduccion.
¢l crecimicnto v opor tanto la actividad de los
microorganismos. sc debe a que este elemento puede ge-
nerar interferencias on las actividades enzimaticas y on
o membrana celular, Schmidt-Hebbel (1979). sosticne quc
a moléenla no disociada del dcido penctra la membrana
celular de los microorganismos v s¢ disocia dentro de fas
células. incrementando o acidez y produciendo niveles
toxicos. De los trutanientos con dcido acdtico emplea-
dos. ¢l quc presentd mcjores resultados, fuc a 300ppm.
Marking et.al. {1994). scialan que ¢l dcido acético a 300
ppm inhibe el crecimiento de hongos, a 400 ppm ¢s clecti-
vo para controlar su aparicion v sobre 1000 ppin son 16xi-
cos para los hucvos, no obstante, ¢slos autores no reco-
la acidificacion del
medio.

Basiandonosen Fenncma ( 1993) y Schimidi-Hebbel
(1979). consideramos que ¢sta reduccion del pH eaplicaria
I efectividad del deido acético a 300 ppm: en cambio las
mienores, resullaron ser estadisticamenic iguales. Nues-
tras difcrencias en los resultados. pucden debersc a las
condicioncs experimentales en que sc realizaron los cstu-
dios: {a mvestigacidn de Marking ef.af. . (1994). scclectud
atemperaturade 12°C, cu baicas verticales de incubacion
y Mujos de agua constantes.  inoculando los hucvos con
hongos. En cambio en nucstro cstudio, sc utilizaron ba-
teas horizontales, Nujos de agua variables y temperaturas
catre 1°Cy 8°C.

Es posible concluir quc ¢l dcido acético en con-
centracioncs de 300 ppm pucde scr utilizado como susti-
tuto al verde malaquita para controlar infecciones
micéiicas cn ovas.
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