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1.RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia y seguridad de Bronopol* en ova
verde de Salmoén del Atlantico Salmo salar) en un periodo de incubacion de 90 a 170
Unidades Térmicas Acumuladas.

El ensayo que tuvo una duracion de 14 dias, se realiz6 en la piscicultura Rio Sur ubicada en la
X Region, comuna de Puerto Varas. Para ello se seleccionaron aeatoriamente ovas de igual
cepa (stock genético) de diferentes estanques con igual fecha de desove y de aproximadamente
90 Unidades Térmicas Acumuladas; los que se dividieron en 2 grupos, uno de ellos mantenido
como control sin tratamiento y el otro sometido a tratamiento con Bronopol.

El grupo sometido a tratamiento recibié bafios con Bronopol por 30 minutos los dias 1, 3,5y
7 del estudio en dosis de 50 ppm en un sistema abierto, de flujo continuo sin recirculacion de

agua.

Con € fin de cdificar @ grado de fungosis y mortalidad de ovas, se hizo una evaluacion visual
semanal de los 6 estanques destinados al ensayo, en los cuaes para los grupos tratamiento y
control se obtuvo una calificacion de fungosis leve, a igual que para mortalidad, que solo en
el control fue moderada, por |0 que no se observaron diferencias notables a simple vista. Para
determinar esta cantidad, se realiz6 un conteo directo, para obtener de esta forma porcentajes
representativos de cada grupo.

En los resultados porcentuales se determiné que, € grupo sometido a tratamiento con
Bronopol presentd una mortalidad total de 0,223% y un 0,095% por fungosis en comparacion
con € 0,321% y 0,180% obtenidos respectivamente en el grupo control. Estos resultados
fueron analizados estadisticamente obteniéndose diferencias significativas entre ambos
grupos.

Al finalizar e estudio se concluyo que Bronopol es eficaz y seguro para ser utilizado en €
control de cuadros de fungosis durante un periodo de ova verde .

Palabras claves : Ova, Bronopol, fungosis, incubacion, salmon
* Pycezed , elaborado por Vericore Limited



2. SUMMARY

The present research objectives were to evaluate efficacy and safety of Bronopol* on Atlantic
salmon green eggs (Salmo salar) from 90 to 170 degree days of incubation period.

The test which took 14 days, was developed at the Rio Sur Hatchery located in the X Region,
near to Puerto Varas. Similar genetic stock eggs from different tanks, with the same spawning
date and approximately 90 degree days were randomly selected. These were divided in 2
groups, one control group without any treatment and other was under treatment whit
Bronopol.

The treatment group received baths with Bronopol by 30 minutes the days 1,3,5 and 7 of the
trial at 50 ppm dose in a continuos flow open system (no water recirculation).

To qualify the fungus level and mortality of eggs, a weekly visua evauation of the tanks was
made, in which both treatment and control groups a low fungus qualification was observed.
Also for mortality, that only in the control was moderated. No evident differences were
established at smple sight. To quantify this, a direct count was done obtaining in this way
representative percentages of each group.

The results determinate that the Bronopol treatment group presented a total mortality of
0.223% and 0.095% by fungus, comparing them whit the 0.321% and 0.180% obtained
respectively in the control group. Those results were dtatistically analysed obtaining
significant differences between both groups.

At the end of the research was concluded that Bronopol is effective and safe to be used on
control of fungal infection during the period of green eggs incubation.

Keywords: Eggs, Bronopol, fungal, incubation, salmon
*Pyceze®, produced by Vericore Limited.



3. INTRODUCCION

La industria acuicola se inicid en Chile en la década de los 60, con los cultivos de ostras 'y de
mitilidos. En los afios 80 comenzd e despegue de la industria salmonera 'y desde entonces no
se ha detenido, a punto que hoy Chile se empina como & segundo productor mundial de
salménidos (Fundacion Chile, 2000).

El explosivo crecimiento que ha mostrado este sector durante esta Ultima década no hubiera
sido posible si € pais no ostentara las condiciones naturales propicias con disponibilidad de
amplias zonas costeras, lacustres y fluviales sin contaminacion, el adecuado ambiente de una
politica econdmica orientada a un fuerte proceso exportador, la existencia de un contingente
técnico y profesional capaz de responder las variadas demandas del sector, mano de obra
caificada y de bajo costo, existencia de insumos y equipos de fabricacion nacional
(Fundacién Chile, 1993).

La salmonicultura sigue siendo e sustento base de la acuicultura en €l pais, ya que por
conceptos de exportacion e sector acuicola produjo durante € 2001, la cantidad de 314.983
toneladas (US$ 1.048.601.000) correspondiendo a la industria del salmén  300.304 toneladas
(US$ 964.000.000). En cuanto a mercado de destino, Japén ocupa el primer lugar con el 52%
del volumen enviado, € segundo lugar lo ocupa EE.UU con un 29%, seguido de la
Comunidad Econdémica Europea con un 7.3% y por ultimo Latinoamérica con un 5.4%
(Fundacion Chile, 2002).

La samonicultura en particular se desarrolla en un complgo ecosistema de mar interior,
configurando archipiélagos, canales, fiordos, principaimente desde Puerto Montt al Sur.
Estudios de la FAO preparatorios de la conferencia sobre medio ambiente y desarrollo
sustentable, identifican la problemética de los mares interiores y entre las politicas se
contempla la de mangjar estos ecosistemas en una forma integral, que esté a servicio del
hombre para su desarrollo actual y futuro (1).

(1)Proyecto D92S1005.1992
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En Chile existe una amplia gama de empresas dedicadas a cultivo del samoén, las que
presentan diferentes niveles organizacionales de acuerdo con su volimen de produccion. Por
lo general, todas poseen més de un centro de cultivo en aguas interiores o en el mar y cultivan
mas de una especie (Fundacion Chile, 2000).

La temética medioambiental en la salmonicultura ha sido relevante desde los comienzos de
esta actividad. En efecto, desde sus primeros afios los cultivos de salmén han estado al
permanente escrutinio de la autoridad, la que se ha reservado las acciones para resguardo
ambiental. Los salmones son una especie introducida en € pais y por otro lado, los mismos
procesos involucrados como la alimentacion, sacrificio y aspectos sanitarios, tienen un
impacto en e medio ambiente. Incluso, no en pocas ocasiones la salmonicultura ha sido
sefialada como incompatible para € resguardo ambiental. Los productores no desconocen €l
impacto que su actividad produce en € ambiente, pero asi también son los principales
interesados en proteger el entorno en el cual se desarrollan sus cultivos, ya que éstosrequieren
imprescindiblemente de aguas puras, libres de todo tipo de contaminacion (Fundacién Chile,
2000).

Actualmente la acuicultura nacional cuenta con un Reglamento Ambiental para la Acuicultura
(RAMA). Aspectos importantes de este Reglamento son por gemplo que no pueden existir
condiciones anaerdbicas en fondos lacustres, meritimos y fluviales. También hace referencia a
los centros de cultivos en que se debe mantener una limpieza del &rea y los terrenos aedafios
de todo residuo sdlido generado por esta actividad. También d RAMA hace mencién a la
obligacion de los centros de cultivo de tener un plan de contingencia, es decir de medidas a
tomar en €l caso de ocurrir acciones que causen dafios ambientales, como por eemplo:
mortalidad y escapes de peces, asi como también pérdidas accidentales de alimentos
(Fundacion Chile, 2002).

La produccion de salmoénidos se ve afectada por una amplia variedad de enfermedades, las

cuales son producidas por bacterias, virus y protozoos (Coll, 1991). En el pais debido a la
importacion de ovas se han introducido varias enfermedades exdticas que afectan
principalmente a las especies saimonideas y que eventualmente pueden traspasarse a la
ictiofauna local (Claudey col., 2000).

De las enfermedades virades que representan un peligro de transmision por medio de
reproductores portadores a través de las ovas (reporte obligatorio a la Oficina Internacional de
Epizootias, OIE) existen algunas clasificadas como enfermedades exdticas, dentro las cuales
estan la necrosis hematopoyética epizodtica (E.H.N), necrosis hematopoyética infecciosa
(1.H.N), herpesvirus del onchorynchus masou (O.M.V), septicemia hemorrégicavira (V.H.S),
anemia infecciosa del salmon (1.SA) y la enfermedad del pancreas (P.D). De las
enfermedades que no representan un peligro de transmision entre ovas se encuentran la
furunculosis, vibriosis y enfermedad proliferativarena (PKD) (Fundacion Chile, 2000).
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Sin embargo existen otras enfermedades que se han introducido a pais no solo a través de la
importacion de ovas, sino que a través de la introduccion directa de especies de salmonideos
genos a estos habitats. De édtas, las enfermedades bacterianas aparecen como las més
ofensivas a los salmonideos y eventualmente a la ictiofauna nativa. Las enfermedades més
comunes que se diagnostican son: BKD, flavobacteriosis viscera (RTFS), favobacteriosis
externa, enfermedad entérica de la boca roja (ERM), piscirikettsiosis (SRS), anemia marina
(nucleospora salmonis) y vibriosis (Claude y col., 2000).

Dentro de las patologias que afectan a los salmoénidos estan |las enfermedades parasitarias, que
son frecuentes y a menudo representan un factor limitante de produccion (Heen y col.,1993).
Estas se manifiestan cuando las condiciones del medio ambiente permiten la proliferacion del
pardsito (Kinkelin y col., 1985), como por gemplo temperaturas elevadas y el estrés
favorecen la invasion fungica (Roberts, 2001). Otros factores que influyen en e desarrollo de
las micosis son la virulencia de las cepas (Kinkelin y col.,1985).

Los hongos miembros de los Tadfitos, que se distinguen principalmente por la completa
ausencia de clorofila, son responsables de un nimero de enfermedades serias y de importancia
econdmica en los peces teledsteos. Los Eumicota, también llamados hongos verdaderos, tienen
varias subdivisiones. De estas los Mastigomicotina es €l grupo gque posee la mayor cantidad de
patdgenos frecuentes. Dentro de esta subdivision, € grupo de los Oomicetes es el que posee la
mayor importancia dentro de los patdégenos de peces. Pese a que existen 4 ordenes dentro de
este grupo, la mayoria de los hongos realmente patdgenos para |os peces pertenecen al orden
Saprolegniales (Parra, 1996).

Saprolegnia parasitica y Saprolegnia diciclina son las especies de hongos que revisten la
mayor importancia en cuanto a la patologia de peces en agua dulce (Roberts, 2001).
Saprolegnia comprende una diversidad de hongos acuaticos muy afines, que se hallan
constantemente en e agua dulce, especiadmente a temperaturas muy bgas (Roberts y
Shepherd,1980). Roberts (2001) utiliza €l término Saprolegniasis para describir la infeccion
fungica del complgio Saprolegnia parasitica-diciclinag, ésta afecta a |os peces y sus ovas (Post,
1983). Los saprolegniales se caracterizan por poseer micelios ramificados no septados
reconociéndose en el agua como masas de algodon (Roberts, 2001). La infeccion se difunde
por la liberacién de esporas moviles que salen del esporangio y pasan a agua (Roberts y
Shepherd,1980).

Dentro de los signos clinicos de saprolegniasis se observa en los peces masas de algodon,
especialmente alrededor de la cabeza, |a aleta adiposa y aleta caudal. (Hussein y col., 2001).
Tales lesiones comienzan generalmente como infecciones pequefias, focales que pueden
extenderse rapidamente por toda la superficie del cuerpo (Stoskopf, 1992). Las hifas también
penetran junto a mulsculo y vasos sanguineos (Hatai y Hoshiai, 1992), en la cua se han
descrito casos de trombosis, condicion normalmente asociada a la infeccion causada por
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Branchiomyces spp. (Roberts, 2001). Post (1983), describe también la presencia de masas
algodonosas de color café-grisaceas en ovas de peces, especialmente sobre ovas infértiles
(Schlotfeld y Alderman, 1995).

Segun Alvarez y col (1988) en los peces afectados por saprolegniasis ocurre deplecién del
nimero de leucocitos circulantes y heterofilia. También hace mencion a que céulas
endoteliales del bazo y rifion de truchas infectadas contenian vesiculas citoplasmaticas llenas
con un material posiblemente de origen fangico, lo cua sugiere alguna inmunodepresion en
truchas infectadas con Saprolegnia, lo que favoreceria € curso de esta enfermedad. Por su
parte para € caso de las ovas, Stoskopf (1992) afirma que la infeccién se inicia en ovas
infértiles 0 no viables, desde la cua se traspasa a ovas sanas pudiendo llegar a producirse una
pérdidatotal de €llas.

Para confirmar en laboratorio la presencia de Saprolegnia se puede hacer una preparacion de
un simple raspado de piel que a ser examinado microscopicamente con un aumento de 25x
mostrara claramente las hifas del hongo y sus esporas (Schlotfeld y Alderman,1995).

Existen productos tales como la formalina, que es muy usada para € tratamiento de
infecciones fungicas en ovas de peces (Rach y coal., 1997), esta a su vez ha demostrado ser
efectiva en estos casos (Waterstrat y Marking, 1995). Como agente antimicético actlia
desactivando las proteinas protoplasmaticas y las enzimas (Hallu, 1990), pero tiene €l
inconveniente de poseer una accidn irritante sobre las mucosas respiratorias del hombre y
también de los peces (Roberts y Shepherd,1980) y ademas se ha demostrado que soluciones de
formalina conteniendo paraformaldehido no son seguras para € control de fungosis, pues son
toxicas para las ovas de peces (Howey col., 1995).

L os ioddsforos también son muy usados para desinfeccién de equipos y como desinfectante de
superficies en trucha 'y ovas de salmon (Stoskopf, 1992), pero tiene €l inconveniente de que
puede llegar a ser tdxico a concentraciones de 75 mg de yodo activo/ L en bafios de 30
minutos, notandose un incremento en la mortalidad de ovas (Fowler y Banks, 1990). EI modo
de accion de los ioddsforos es por medio de la inactivacidon de las proteinas plasméticas del
hongo (Hallu, 1990).

La sa coman también se ha utilizado para € control de enfermedades fungicas. Los datos
obtenidos de una evaluacion clinica para medir la efectividad de la sal para controlar
enfermedades fungicas arrojaron que usando concentraciones de 15.000 ppm de sal no se
lograba eficacia en el control de infecciones fungicas, pero que a concentraciones de 30.000
ppm se lograba controlar la infeccion. Pero la gran cantidad de sal que se requiere para el
tratamiento de ovas més all4 de los 35 dias del periodo de incubacion ocasionaron un
incremento aparente de la mortalidad de ovas. Ademas que éstas 30.000 ppm de sal son de
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alguna forma poco practicas para ser usadas en un centro de cultivo (Waterstrat y Marking,
1995). La sal comun tiene una accién similar a los ioddsforos, es decir inactivan las proteinas
plasméticas (Hallu, 1990).

El oxalato de verde malaquita ha sido usado por décadas en pisciculturas para € tratamiento
de peces y sus ovas en contra de infecciones de Saprolegnia y en aevines contra protozoos
| chthyophthirius multifiliis. (2) Actla inactivando enzimas y provocando una desorganizacion
de la membrana celular (Hallu, 1990). Este pigmento se caracteriza por ser de cristales de
color verde con aspecto metdlico, es muy soluble en agua, pero tiene el inconveniente que es
altamente citotéxico en células de mamiferos de cultivo y también como un promotor de
tumores a bazo (Mahudawalay col.,1999; Rao,1995; Panandiker y col.,1993).

También se ha descrito que € Verde Malaquita tiene efectos secundarios deletéreos, como la
congestion sinusoidal y necrosis focal del higado, ademas produce dafio en € epitelio de las
laminillas y region interlaminilar de branquias asociado en algunos casos a necrosis celular
(lamelas) e infiltracion leucocitaria. Estas ateraciones se evidenciaron cuando se expuso a los
peces a 1.6 ppm por 40 minutos (bafio) a intervalos semanales. Las |esiones aparecen posterior
a la tercera semana de uso (Fundacién Chile, 1992). Otras investigaciones lo asocian a la
deformacion de aletas, cabeza y /o columna en truchas fry cuando éstas en estado de ovas
fueron tratadas con Verde Malaguita (Fundacion Chile, 1992).

El peréxido de hidrogeno se ha sefialado como un efectivo funguicida (Dawson y col., 1994;
Waterstrat y Marking, 1995; Howe y col.,1999). Actla provocando una inactivacion
enzimética (Hallu, 1990), pero requiere estudios toxicoldgicos y de eficacia para hacer valido
su uso (Pottinger,1999).

(2). Rakonen, Ry Koski, P. 2001. Roundtable 3. Post malachite green: Alternative strategies
for fungal infections and white spot disease.
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Pycezed es una solucién a 50% de Bronopol, e cua ha sido desarrollado para € tratamiento
y control de saprolegniasis en ovas de salmoénidos y peces. Bronopol es un halogenitro
alifético que posee un amplio espectro de actividad antifungica (Saprolegnia parasitica) y
antibacteriana (3), actuando sobre la pared celular y membranas (4) a nivel de enzimas tiol
deshidrogenasas (Pottinger, 1999).

Bronopol como efectivo agente antibacteriano es usado como preservante en shampoos,
cosmeéticos y productos para bafio (Bryce y col., 1978; Kumanovay col., 1989). También es
usado actualmente para € control de varias enfermedades de organismos acuaticos,
particularmente salmoénidos y sus ovas. Principalmente contra infecciones protozoarias,
flagelados (Ichthyobodo necatrix) o ciliados (Ichthyophthirius multifiliis); bacterias
(Flavaobacterium branchiophilum) y myxobacterias (Flavobacterium psychrophilum). También
se puede usar para desinfectar estanques de pecesy equipos (5).

Bronopol ha demostrado ser Gtil contra la infeccion de Saprolegnia en ovas de Trucha Arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) cuando fue administrado diariamente en bafios a concentraciones
entre 30-100 mg /L. Bronopol demuestra ser seguro y efectivo en reemplazo del verde
malaquita y formalina en la prevencién de infecciones fungicas en € area de la acuicultura
(Pottinger, 1999).

Paratal efecto se plantean dos hipétesis alternativas:

1. Bronopol es eficaz en el control de cuadros de fungosis en ova verde de Salmo salar
en el periodo del estudio comprendido de 90 a 170 U.T.A; en dosis de 50 mg de
ingrediente activo por litro de agua.

2. Bronopol es seguro para ser utilizado en ova verde de Salmo salar en €l periodo del
estudio comprendido de 90 a 170 U.T.A; en dosis de 50 mg de ingrediente activo por
litro de agua.

(3). Grant, A y cal., Novartis Anima Vaccines Ltd (2001).
(4) Informativo proporcionado por Aqua-Health (Chile) S.A. (2000).
(5) Braidwood, J. Vericore Limited (2000).
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El objetivo de este estudio es determinar |a eficacia de Bronopol contra cuadros de fungosisy
analizar mortalidad acumulada como una forma de evaluar su seguridad y determinar si es
factible el uso de Bronopol como medicacion antifungica en ovas de salmonidos en reemplazo
del verde malaguita durante la etapa de ova verde (es € estado de la ova, desde su
fertilizacion, hasta la presencia de ojos, acanzando aproximadamente 230 U.T.A).
Willoughby (1999).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL:

4.1.2 Biologico: Se utilizaron 319.502 ovas en estado verde en un periodo de incubacion de 90
al1l70 U.T.A delaespecie SAmon del Atlantico (Salmo salar).

4.1.3 Far macol 6gico: Bronopol a una concentraciéon de 50% en frasco de 1 litro.

4.1.4 Instrumentos: 6 estanques de incubacién con capacidad de 200 L cada uno, 7
canastillos por estangue, 4 contenedores de plastico de capacidad de 1 L, 4 bajadas de suero,
medidor digital de concentracion de Oxigeno y temperatura (Oxiguard ®), guantes y
mascarillas desechables, botas, linterna, tijeras, jeringas desechables, baldes, vasos
volumétricos, recipientes de plastico, pipetay crondmetro.

4.1.5 Agua: Se utilizd agua de vertiente, captada en su origen. Su temperatura promedio
medida en las unidades de incubacion era de 55° C y su porcentge de saturacion y
concentracion de oxigeno fue de 103,6 %y 13,1 mg/ L respectivamente.

4.2 METODOS:

El ensayo que tuvo una duracion de 14 dias, se redlizé con ovas a estado verde de Salmo
sdlar, las cudes estaban en un periodo de incubacion de 90 a 170 U.T.A. las que debian estar
sanas y visiblemente libres de infecciones por hongos.

De las 6 unidades de incubacion, se asignaron 2 unidades como control con un total de
101.581 ovas, las que no recibierontratamiento y 4 unidades con 217.921 ovas que recibieron
tratamiento con Bronopol posterior a la fertilizacion. Los estanques contenedores de ovas cada
uno de 200 L (Anexo 2) fueron aleatoriamente asignados a |os grupos de tratamiento y control.
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Previo al inicio del ensayo, se realizd un picking (dia 0), para efectuar una limpieza de los
estanques, removiéndose la totalidad de las ovas muertas y con fungosis (Anexo 1), la que era
abundante, pues anteriormente las unidades de incubacién eran surtidas por agua de rio, la que
fue cambiada por vertiente desde el dia cero en adelante.

Laadministracion del producto se realizdé mediante bafios de 30 minutos en dosis de 50 mg de
Bronopol por litro de agua. Parala aplicacion se utilizd en forma conjunta vasos volumétricos
y goteo realizadndose e calculo correspondiente para la dosis de Bronopol, tomando en cuenta
el volumen total del estanquey € flujo de agua que ingresaba a este.

Para el caso de la aplicacion con vasos volumétricos se consider la capacidad total de cada
estanque que tenian como promedio 200 L cada uno, por lo cual se utilizé una dosis practica
de 20 ml de Bronopol por estanque a que se agregdb 1 ml adicional, porque habia que
considerar €l volumen del balde en e que se diluy6é Bronopol que era de 10 L. Para este caso
se hicieron 10 aplicaciones de 1 litro cada una con € vaso volumétrico a cada estanque, 10s
dias1, 3,5y 7.

Para calcular la dosificacion de Bronopol por goteo se conect6 un tubo de PVC a la llave,
recolectando en un balde la cantidad de agua que fluia durante un lapso de tiempo de 1
minuto. El resultado de esto se multiplico por 30 para obtener de esta manera € volimen del
flujo total de agua utilizada en cada bario. El flujo de agua promedio de los estanques fue de 9
L/ min. lo que dio como resultado un flujo total de 270 L para cada uno de ellos, con una dosis
promedio de Bronopol de 27 ml. Esta dosis promedio se diluy6 en 500 ml de agua para lograr
una mejor homogenizacion. Posteriormente se depositdé en partes iguales en cuatro
contenedores de pléastico con capacidad de 1 L cada uno agitando €l contenido con una pipeta.
Luego se procedi6 a llenar los contenedores hasta su méxima capacidad y se procedié a su
aplicacion por goteo, segun lo calculado anteriormente (los valores sefialados anteriormente
corresponden a un promedio, pero la dosificacion de Bronopol se hizo por separado para cada
estanque). Anexo 3.

4.2.3Variablesamedir:

Como una forma de controlar € grado de fungosis y mortalidad en las ovas se rediz6 una
evaluacion visual semana del grado de infeccion por hongos y de mortalidad. Esta fue hecha
por una persona calificada de la piscicultura, que no tenia conocimiento de los estanques
destinados a ensayo. La presencia de filamentos largos en forma de motas de algodén en las
ovas fue utilizado como indicativo de la presencia de hongos. Las ovas que se infectaban
durante el ensayo eran mantenidas en los estanques de incubacién de manera de permitir que
continle e proceso de infeccion. Ademés para efecto de llevar un adecuado control del
ensayo se registré la temperatura y la concentracion de oxigeno del agua semanalmente,
mediante e uso de un instrumento digital (Oxiguarda ). Anexo 6.
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Para calificar la evolucion de la infeccién por hongos y € grado de mortalidad de las ovas de
cada unidad de incubacion se utilizaron las siguientes escalas de evaluacion visud,
confeccionadas por Novartis Chile SA. Esta clasificacion fue realizada para cada uno de los
canadtillos (anexos 4 y 5), para posteriormente asignar un promedio por estanque, con
aproximacion matemética al nimero entero.

Cuadro 1. Escala de Infeccion por Hongos y Clasificacién de Mortalidad,
aplicable a cada canastillo de las unidades de incubacién.

Calificacion Grado de infeccién Puntaje
(Extension de hongos)
Ausente 0% 0
Leve 1-5% 1
Moderado 6-10 % 2
Severo 11-50 % 3
Extremo 51-100 % 4

Calificacion| Clasificacion de mortalidad| Puntaje

Ausente 0% 0
Leve 1-5% 1
Moderado 6-10 % 2
Severo 11-50 % 3
Extremo 51-100 % 4

Una vez terminados los bafios con Bronopol se realizaron 2 picking (método de seleccion,
mediante el cual se separan ovas viables de las no viables por medio del uso de pinzas o por
sifongje) que tenian por objeto contar las ovas muertas y con fungosis presentes en cada
canastillo de los seis estanques destinados al estudio. Estas fueron depositados en envases
plasticos por separado, para posteriormente proceder a realizar €l conteo directo. De esta
forma se obtuvieron 2 conteos de ovas. El primero se hizo el dia 8 del ensayo (dia siguiente
del dltimo bafio con Bronopol) y € segundo fue en € dia 14 del ensayo (7 dias del dltimo
bafio con Bronopol).

Las ovas con presencia de masas agodonosas e hifas fueron consideradas con fungosis y
aquellas ovas con coloracion bipolar (anaranjada-blanca) y blancas se registraron como
mortalidad (Pottinger, 1999).
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4.2.4 Andlisis estadistico de los datos:

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el programa Epi-Info 6.04b (1997),
para determinar si existe diferencia significativa entre los grupos controles comparados con los

grupos de tratamiento. Se establecieron comparaciones mediante andlisis Chi-Cuadrado. Se
uso un nivel de significancia del 5%.



5.1. CALIFICACIONES DE FUNGOSIS Y MORTALIDAD POR ESTANQUE,
OBTENIDASMEDIANTE EVALUACION VISUAL, AL DIA 7 DEL ENSAYO.

En & cuadro 2, se presentan los puntgjes promedios de fungosis y mortalidad por estanques
obtenidos a partir de los canastillos correspondientes a cada unidad, al dia 7 del ensayo para €l

5. RESULTADOS

grupo tratamiento y control. Esta evaluacion determind las siguientes calificaciones:

Cuadro 2. Puntajes de fungosisy mortalidad promedio por estanques (dia7).

Grupo Tratamiento

Estanque | Puntagje de fungosis | Calificacion| Puntagje de mortalidad | Calificacion
56 1 Leve 1 Leve
57 1 Leve 1 Leve
58 0 Ausente 1 Leve
61 1 Leve 1 Leve
Promedio 1 Leve 1 Leve
Grupo Control
Estangue | Puntgje de fungosis | Calificacion| Puntaje de mortalidad | Calificacion
59 1 Leve 2 Moderado
60 1 Leve 2 Moderado
Promedio 1 Leve 2 M oderado

Tal como se aprecia, la calificacion de fungosis en ambos grupos a dia 7 del ensayo fue
smilar (leve) y para mortalidad fue diferente (moderada para el grupo control y leve para €

grupo tratado). Anexo 4.
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5.2. CALIFICACIONES DE FUNGOSIS Y MORTALIDAD POR ESTANQUE,
OBTENIDAS MEDIANTE EVALUACION VISUAL, AL DIA 14 DEL ENSAYO.

En el cuadro 3, se presentan los puntagjes promedios de fungosis y mortalidad por estanques
obtenidos a partir de los canastillos correspondientes a cada unidad, al dia 14 del ensayo para
el grupo tratamiento y control, los cuales presentaron las siguientes calificaciones.

Cuadro 3. Puntajes de fungosisy mortalidad promedio por estanques (dial4).

Grupo Tratamiento

Estanque | Puntagje de fungosis | Calificacion| Puntagje de mortalidad | Calificacion
56 0 Ausente 2 Moderado
57 0 Ausente 2 Moderado
58 1 Leve 2 Moderado
61 1 Leve 3 Severo

Promedio 1 Leve 1 Leve

Grupo Control

Estanque | Puntgje de fungosis | Calificacion| Puntaje de mortalidad | Calificacion
59 1 Leve 2 Moderado
60 1 Leve 2 Moderado

Promedio 1 Leve 2 M oderado

De este cuadro se puede apreciar que ambos grupos obtuvieron una calificacion de fungosis
leve, salvo los obtenidos de mortalidad, los que para €l control fueron moderados, en
comparacion al grupo tratamiento que fueron leves. (Anexo 5).
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5.3. NUMERO, PORCENTAJE DE MORTALIDAD Y FUNGOSIS DE OVA VERDE
POR ESTANQUE, OBTENIDOS POR CONTEO DIRECTO AL DiA 8 DEL ENSAYO.

En e cuadro 4 se muestra e nimero de ovas muertas y con fungosis obtenidas a partir de los
conteos, estos se obtuvieron al dia siguiente del Ultimo bafio con Bronopol (dia 8). El item del
numero de ovas con fungosis consideraba ovas vivas y muertas con presencia de hongos, en
cambio € item del nimero de ovas muertas consideraba sdlo ovas muertas, no incluyendo las
afectadas por hongos. Esto también esvdlido para el andlisis ddl dia 14 del ensayo.

Cuadro 4. Numero y porcentaje de mortalidad y fungosis de ova verde por estanque
obtenidos al dia 8 del ensayo.

GRUPO TRATAMIENTO

N° Estanque NCinicial de ovas N° ovas muertas % N° ovas con fungosis %
56 55.378 132 0.238 17 0.030
57 63.757 185 0.290 29 0.045
58 48.880 12 0.024 19 0.038
61 49.906 126 0.252 109 0.218

TOTAL 217.921 455 0.208 174 0.079

GRUPO CONTROL

N° Estanque NCinicial de ovas N° ovas muertas N° ovas con fungosis %
59 51.390 183 0.356 71 0.138
60 50.191 76 0.151 82 0.163

TOTAL 101.581 259 0.254 153 0.150

A la observaciéon del nUmero de ovas afectadas por hongos se puede apreciar que en e grupo
control, € porcentgje de fungosis (0.150%) y mortalidad (0.254%) fueron més atos, que
grupo tratamiento, en el cual se observa un 0.079% y 0.208%, respectivamente.
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5.4. NUMERO, PORCENTAJE DE MORTALIDAD Y FUNGOSIS DE OVA VERDE
POR ESTANQUE, OBTENIDOS POR CONTEO DIRECTO AL DIiA 14 DEL
ENSAYO.

Cuadro 5. Numero y porcentaje de mortalidad y fungosis de ova verde por estanques
obtenidos al dia 14 del ensayo.

GRUPO TRATAMIENTO

N° Estanque N°inicial de ovas N° ovas muertas % N° ovas con fungosis %
56 55.229 15 0.027 11 0.019
57 63.543 4 0.006 11 0.017
58 48.849 3 0.006 3 0.006
61 49.671 9 0.018 9 0.018
TOTAL 217.292 31 0.014 34 0.015

GRUPO CONTROL

N° Estanque NCinicial de ovas N° ovas muertas % N° ovas con fungosis %
59 51.136 31 0.060 12 0.023
60 50.033 37 0.073 18 0.035
TOTAL 101.169 68 0.067 30 0.029

Tal como se aprecia en € cuadro 5, los porcentgjes de ovas con fungosis (0.029%) y de
mortalidad (0.067%) son mayores en € grupo control, en relacion a grupo tratamiento
(0.015% y 0.014%; respectivamente).
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5.5. NUMERO, PORCENTAJE DE MORTALIDAD Y FUNGOSIS ACUMULADA DE
OVA VERDE POR ESTANQUE, DURANTE EL PERIODO TOTAL DEL ENSAYO.
En el cuadro 6, se presenta la sumatoria de mortalidad y fungosis obtenidas a dia 8 y 14 del

ensayo, expresada en nimeros 'y porcentgjes.

Cuadro 6. Numero y porcentaje de mortalidad y fungosis acumulada de ova verde por
estanques obtenidos al dia 14 del ensayo

GRUPO TRATAMIENTO

N° Estanque NCinicial de ovas N° ovas muertas % N° ovas con fungosis %
56 55.378 147 0.265 28 0.050
57 63.757 189 0.296 40 0.062
58 48.880 15 0.030 22 0.045
61 49.906 135 0.270 118 0.236

TOTAL 217.921 486 0.223 208 0.095

GRUPO CONTROL

N° Estanque NCinicial de ovas N° ovas muertas % N° ovas con fungosis %
59 51.390 214 0.416 83 0.161
60 50.191 113 0.225 100 0.199

TOTAL 101.581 327 0.321 183 0.180

En €& cuadro 6 se observa que bs porcentgjes de mortalidad (0.321%) y fungosis (0.180%)
acumulados fueron un poco mas atos que los del grupo tratamiento (0.095% y 0.223%;
respectivamente).
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5.6. EFICACIA ANTIFUNGICA DE BRONOPOL EN OVA VERDE DE Salmo salar
EN UN PERIODO DE INCUBACION DE 90 A 170 U.T.A, A UNA CONCENTRACION
DE 50 MG DE BRONOPOL POR LITRO, MEDIANTE TRATAMIENTOS CON
BANOS DE 30 MINUTOS.

Se analizaron los grupos tratamiento y control para comprobar eficacia antifungica de
Bronopol. Para este caso las variables fueron ovas libres de fungosis y ovas infectadas por
hongos. Se consideré ova libre de fungosis aquella ova viva o muerta con ausencia de
fungosis. Para tal efecto se analizaron los resultados obtenidos de los dos conteos (dia8 y 14
del ensayo).

Cuadro 7. Efecto de Bronopol sobre el nimero de ovas libresy con fungosis al dia 8 del
ensayo.

Dia8
Ova libre de fungosis | Ovasconfungosis | Total
Tratamiento 217.747 174 217.921
Control 101.428 153 101.581
Total 319.175 327 319.502

Porcentualment e en el grupo tratamiento, el total de ovas con fungosis (0.079%) fue mas bgjo,
en comparacion al mismo indice de las ovas del grupo control (0.150%) de los datos obtenidos
a dia8.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis estadistico para € dia 8, demostraron que
existieron diferencias significativas (p= 0.000) entre el grupo de ovas que recibio tratamiento
con Bronopol y € grupo control, por lo que se demuestra que Bronopol es eficaz para
controlar cuadros de fungosis (Anexo 7).

Cuadro 8. Efecto de Bronopol sobre el nimero de ovaslibresy con fungosis al dia 14 del
ensayo.

Dia 14
Ovallibre de fungosis | Ovascon fungosis | Total
Tratamiento 217.258 34 217.292
Control 101.139 30 101.169
Total 318.397 64 318.461

Porcentualmente en e grupo tratamiento el total de ovas con fungosis (0.015%) fue bgo, en
comparaciéon a mismo indice de las ovas del grupo control (0.029%) de los datos obtenidos al
dia14.
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Los resultados obtenidos a partir del andlisis estadistico para € dia 14, demostraron que
existieron diferencias significativas (p= 0.009) entre el grupo de ovas que recibié tratamiento
con Bronopol y e grupo control, por lo que se demuestra que Bronopol es eficaz para
controlar cuadros de fungosis (Anexo 7).

5.7. SEGURIDAD DE BRONOPOL EVALUADA POR MEDIO DE TOXICIDAD
AGUDA EN OVA VERDE DE Salmo salar EN UN PERIODO DE INCUBACION DE
90 A 170 U.T.A, A UNA CONCENTRACION DE 50 MG DE BRONOPOL POR
LITRO, MEDIANTE TRATAMIENTOS CON BANOS DE 30 MINUTOS.

Se andizaron los grupos tratamiento y control para comprobar seguridad de Bronopol
evaluadas por medio de toxicidad aguda (se comprob6 s € producto inducia mortalidad a
corto plazo en e grupo de ovas tratado). Para este caso las variables usadas fueron ovas vivas
y ovas muertas. En € cuadro 9 y 10 se presentan los datos obtenidos a dia 8 y 14 del ensayo,
respectivamente.

Cuadro 9. Seguridad de Bronopol sobre el nimero de ovas vivasy muertas al dia 8 del
ensayo.

Resultados obtenidos al dia 8 del ensayo
Ovas vivas Ovas muertas Tota
Tratamiento 217.466 455 217.921
Control 101.322 259 101.581
Totd 318.788 714 319.502

Porcentualmente en & grupo tratamiento e total de ovas muertas (0.208%) fue bao en
comparacion a mismo indice de las ovas del grupo control (0.254%) de los datos obtenidos al
dia8.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis estadistico para €l dia 8, demostraron que
existieron diferencias significativas (p= 0.010) entre el grupo de ovas que recibié tratamiento
con Bronopol y € grupo control, por 1o que se demuestra que Bronopol es seguro para ser
usado en € control de cuadros de fungosis (Anexo 7).

Cuadro 10. Seguridad de Bronopol sobre el nimero de ovasvivasy muertas al dia 14 del
ensayo.

Resultados obtenidos al dia 14 del ensayo

Ovas vivas Ovas muertas Tota
Tratamiento 217.261 31 217.292
Control 101.101 68 101.169
Totd 318.362 99 318.461
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Porcentualmente en el grupo tratamiento el total de ovas muertas (0.014%) fue mas bagjo, en
comparacién al mismo indice de las ovas del grupo control (0.067%) de los datos obtenidos al
dia 14.

Los resultados obtenidos a partir del andlisis estadistico para € dia 14, demostraron que
existieron diferencias significativas (p= 0.000) entre €l grupo de ovas que recibié tratamiento
con Bronopol y € grupo control, por 1o que £ demuestra que Bronopol es seguro para ser
usado en €l control de cuadros de fungosis (Anexo 7).
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6. DISCUSION

Por varias décadas la acuicultura habia confiado en el verde malaquita como tratamiento para
las infecciones fungicas en las pisciculturas. Actualmente €l uso del verde malaquita esta
prohibido en EE.UU (8), asi como también en el Reino Unido (9), por lo tanto se ha hecho
necesario buscar un producto quimico gque lo reemplace .

Este estudio, debido a la importancia que a llegado a tener para la economia naciona e tema
de la produccién de salménidos, centrd sus objetivos en evaluar un producto de accion
funguicida, e Bronopol, que relina caracteristicas de seguridad y €eficacia, condiciones ideales
de un buen desinfectante, que reemplace a los actuales productos farmacéuticos que se utilizan
en nuestro pais contra las fungosis, esto concuerda con lo que afirman Pottinger (1999), de que
un buen agente terapéutico contra hongos debe tener la efectividad del verde de malaquita en
combatir las infecciones micdticas de peces 'y sus ovas, pero a la vez debe ser seguro para €
operador, los peces 'y e medioambiente. Por su parte Pylkk6 y Eskelinen (8) afirman que un
buen método para combatir la infeccidén de Saprolegnia sp, debe ser seguro y ambientalmente
inocuo.

Al analizar los valores obtenidos de la apreciacién visual de fungosis y mortalidad de ovas con
los resultados obtenidos por conteo directo, se puede afirmar que existe congruencia, pues en
ambos casos se observa una baja incidencia de fungosis y mortalidad tanto en los controles
como en los tratados. El andlisis estadistico es Util en este caso para demostrar que si bien €
nivel de desafio fue bajo existieron diferencias significativas entre ambos grypos.

Al establecer una relacién entre ovas afectadas por fungosis y mortalidad, en los cuadros N° 7
y 8, se puede deducir que existe relacion entre ambas, pues las ovas muertas son colonizadas
por hongos (Bruno, 1996). Esto Ultimo se puede relacionar con los resultados obtenidos en
este ensayo, en el cua se aprecia una relacion directa entre mortalidad y fungosis; pues se
encontrd un porcentaje mayor de fungosis en los estanques que registraron mayor mortalidad.

(8). Rakonen, R y Koski, P, 2001.Roundtable 3. Post malachite green: Alternative strategies
for fungal infections and white spot disease.
(9) Defra, 2002. Use of Malachite Green to end.
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Al comparar los grupos tratados y controles de ambos periodos de tiempo (dia 1-8 y 9-14) se
puede evidenciar que los grupos del segundo periodo obtuvieron un menor porcentaje de
fungosis y mortalidad. Un factor determinante para esto fue que en ambos periodos se usd
agua de vertiente; que era obtenida desde su origen (napa subterranea) lo que trajo consigo una
mejor calidad de agua, pero con la diferencia que las ovas del primer periodo a pesar de recibir
agua de vertiente, tuvieron la influencia de una infestacion fungica mayor, favorecida por agua
de rio previo al ensayo, la que normalmente lleva una mayor carga de esporas y sedimentos, 10
gue favorecia un mayor porcentgje de fungosis y mortalidad. Otro factor a considerar fue la
realizacion del picking a dia cero; e cua contribuyé en alguna medida a la incidencia de
mortalidad en ambos grupos del primer periodo. Esto se debe a que la ova verde no debe
manipularse, porgque se vuelve muy sensible a los chogues mecanicos (Coll, 1991). Las ovas
del primer periodo sufrieron mayor manipulacion, pues habia mayor cantidad de ova no viable
gue remover, pues como se dijo anteriormente ellas previo a ensayo recibian agua de rio. Esta
manipulacién era necesario hacerla, asumiendo pérdidas porque para analizar correctamente el
efecto de Bronopol, |as ovas debian estar sanas y libres de infeccidn por hongos.

Cabe sefialar que la presion de infeccion por fungosis en este ensayo fue baja, por cuanto los
niveles de pérdidas de ovas por hongos a la apreciacion visual, asi también a conteo directo
en ambos grupos, tratados y controles fueron reducidas. Solamente por conteo directo se
obtienen valores que en términos productivos no representan una gran pérdida, sin embargo
estos indices al andlisis estadistico arrojaron diferencias significativas.

Un reducido desafio en este ensayo, con un bajo porcentgje de fungosis y mortalidad, se
pueden atribuir a varios factores: EI més importante tiene relacion con la captacion del agua
gue fue en € origen de una vertiente lo que estaria relacionado con una mejor calidad de ésta,
uso de un sistema abierto de flujo continuo sin recirculacién de agua, con rangos de
temperatura, concentracion y saturacion de oxigeno poco variables.

De los resultados obtenidos del andlisis estadistico en este estudio, en que se andizé la
eficaciay seguridad del Bronopol, se obtuvo que el producto es eficaz y seguro contra cuadros
de fungosis en ovas de salménidos lo que concuerda con los resultados de Pottinger (1999),
que para su estudio utilizé una poblacion de 108.000 ovas de Trucha Arcoiris (Oncorhynchus
mykiss), repartidas en 12 estanques de incubacion, dejando 2 grupos controles. EI médulo de
experimentacion recibia un flujo de 5 litros de agua, con 6 tratamientos diarios, aplicando
dosis por duplicado de 0, 5, 20, 30, 50 y 100 mg de Bronopol por litro, durante un lapso de 21
dias. A diferencia del presente ensayo en el cua se utiliz6 la especie Samoén del Atlantico
(Salmo salar), con una poblacién de ovas de 314.000 unidades. Se utilizaron 6 estanques en
total dejando igualmente 2 grupos controles.
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El promedio del flujo de agua fue de 9 litros por minuto, aplicando 4 tratamientos a una dosis
unica de 50 mg de Bronopol por litro, considerando un tiempo total del ensayo de 14 dias. En
ambos ensayos se obtuvo eficacia a concentraciones de Bronopol de 50 mg/ L de agua. A
diferencia del experimento de Pottinger (1999) quien contabilizd la cantidad de esporas y
concentracion de Bronopol presentes en los estanques de su ensayo, €l presente trabajo
consideré también una evaluacion semanal de fungosis, siendo la base de este trabgjo la
determinacion de porcentgjes de ovas infectadas por hongos y ovas muertas respecto del total
de las ovas de los estanques y la evauacion visual semanal de fungosis y mortalidad.

Otra diferencia encontrada con Pottinger (1999), fue que en su ensayo se detuvo € flujo de
agua por los 30 minutos que duraban los bafios, restableciéndose posteriormente. Esto podria
traer ventgjas en lo que se refiere a una mayor permanencia del producto en los estanques |o
gue traeria consigo una mejor respuesta antifungica. Cabe mencionar ademés que en el ensayo
de Pottinger se indujo experimentalmente la infeccion por hongos en los estanques (desafio
experimental), a diferencia de esta tesis en la cua la infeccién fue natural, bajo condiciones
reales de terreno (desafio natural), lo que determina una comparacion limitada entre ambos
ensayos

De acuerdo a los puntgjes de evaluacion visua de fungosis obtenidos por Pottinger (1999),
comparandolo con la presente tesis, se obtuvieron algunas similitudes. Al dia 7 en ambos
ensayos se observo que los grupos controles tuvieron puntuacion de 1.0, salvo los tratados que
fueron de 0 puntos para Pottinger y de 1.0 punto para la tesis. Para € dia 14 ambos grupos
tratados tuvieron puntuacion de 1.0, en cambio para los controles fue de 4.0 puntos para
Pottinger y de 1.0 para la presente tesis. Ta como se observa no se aprecian grandes
diferencias de puntajes entre ambos ensayos, siendo la evaluacion visua una herramienta muy
util en e establecimiento de un nivel de infestacion en el desarrollo de fungosis, en un proceso
de incubacion de ovas.

Para el caso de otro ensayo con Bronopol realizado en Finlandia por Pilkké y Eskelinen (10),
también se demostro eficacia de este producto, pero usando una concentracion mas alta de
Bronopol (100 mg/ L) en lugar de 50 mg/ L que fue usada para esta tesis y usando fotografia
digital paraobservar € crecimiento de hifas de Saprolegnia sp.

(10). Rakonen, R y Koski, P, 2001.Roundtable 3. Post malachite green: Alternative strategies
for fungal infections and white spot disease.
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A diferencia de los trabajos citados anteriormente en el presente ensayo no se usaron técnicas
de laboratorio para determinar fungosis tanto en la evaluacion visual como en el conteo. Esta
se determind por medio de un método sencillo como es la observacion (Pottinger,1999).

De los factores que llevarian a mejorar este ensayo se podrian considerar varios factores, tales
como: Lograr un mayor desafio del ensayo aumentando su duracion a 30 dias. Iniciar los
bafios con Bronopol con aproximadamente 10 U.T.A, pues en esta etapa habrian pocas ovas
muertas y con fungosis que extraer, evitando asi la manipulacién por picking a dia cero, pues
como se dijo anteriormente se produce un choque mecanico en las ovas, |0 que las afectaria,
interfiriendo esto en & proceso natural de incubacion.
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7. CONCLUSION

1. Bronopol, demostré ser eficaz para €l control de cuadros de fungosis en ova verde de
Samo sadar, cuando fue aplicado en la etapa de incubacién de 90 a 170 U.T.A en
dosisde 50 mg/ L.

2. Bronopol, demostré ser seguro para € control de cuadros de fungosis en ova verde de
Samo saar, cuando fue aplicado en la etapa de incubacion de 90 a 170 U.T.A en
dosisde50 mg/ L.



27

8. BIBLIOGRAFIA

ALVAREZ, F., B. RAZQUIN, A. VILLENA, P. LOPEZ FIERRO, A. ZAPATA.1988.
Alterations in the peripheral lymphoid organs and differential leukocyte counts in Saprolegnia
infected brown trouth Salmo trutta fario. Vet Inmunol Inmunopathol. 18 (2): 181-93

BRUNO, D., T. POPPE. 1996. A colour atlas of salmonid diseases. Academic Press. London.

BRYCE, D., B. CROSHAW, J. HALL, V. HOLLAND, B. LESSEL. 1978. The Activity
and Safety of the Antimicrobial Agent Bronopol (2-Bromo-2 nitropropan-1,2-diol. Journal of
the Society of Cosmetic Chemists. 29: 3-24, 31

CLAUDE, M., J. OPORTO, C. IBANEZ, L. BRIEVA, C. ESPINOSA, M. ARQUEROS.
2000. Laineficiencia de la salmonicultura en Chile. Ed Terram publicaciones. Santiago.

COLL, J. 1991. Acuicultura marina animal. Ed Mundi-Prensa. Madrid Espaiia.

DAWSON, V., J. RACH, T. SCHREIER. 1994. Hydrogen peroxide as a fungicide for fish
culture. Bulletin of the Aquaculture Association of Canada. 2: 54-56.

DIRECTORIO 2002. 2002. Compendio de la acuicultura y pesca de Chile. Techno Press
SA.

FOWLER, L., J. BANKS. 1990. lodosphoros toxicity to eggs, and fry of fal Chinook
salmon. Prog. Fish. Cult. 3: 176-8.

FUNDACION CHILE. 2002, Aquanoticias.65: 24

FUNDACION CHILE. 2002, Aquancticias. 70: 7,13y 83



28

FUNDACION CHILE.2000. Compendio y directorio de la acuicultura y pesca de Chile.
Editorial Antértica. Santiago.

FUNDACION CHILE. 1993. Compendio acuicola de Chile. Editorial Antértica. Santiago.

FUNDACION CHILE. 1992. Aqua noticias. 14: 39

HALLU, R. 1990. Curso de farmacologia. 2nd ed; Prensa Veterinaria Argentina. Bs. Aires.
Argentina.

HATAI, K., G. HOSHIAI. 1992. Mass mortality in cultured Coho Salmon ©ncorhyncus
kisutch) due to Saprolegnia parasitica coker. Journal Wildl Diseases. 28 (4): 532-6

HEEN, K., R. MONAHAN, F. UTTER. 1993. Salmon aquaculture. Halsted. NewY ork.

HOWE, G., L. MARKING, T. BILLS, T. SCHREIER. 1995. Efficacy and toxicity of
formalin solutions containing paraformaldehyde for fish and eggs treatments. Progressive Fish
Culturist. 57: 2, 147-152.

HOWE, G., W. GINGERICH, V. DAWSON, J. OLSON. 1999. Efficacy of hydrogen
peroxide for treating saprolegniasis in channel catfish. Journal of Aquatic Animal Health. 11.
3, 222-230

HUSSEIN, M., K. HATAI, T. NOMURA. 2001. Saprolegniasis in salmonids and their eggs
in Japan. Journal Wildl Diseases. 37 (1):204-7

KINKELIN, P., CH. MICHEL, P. CHITTINO.1985.Tratado de las enfermedades de los
peces. Ed. Acribia. S. A. Zaragoza. Espafia.

KUMANOVA, R., M. VASSILEVA, S. DOBREVA, S. MANOVA, L. KUPENOV. 1989.
Evaluating Bronopol. Manuf. Chem. 60: 36-37



29

MAHUDAWALA, D., A. REDKAR, A. WAGH, B. GLADSTONE, K. RAO. 1999.
Malignant transformation of Syrian hamster embryo ( SHE) cells in culture by malachite
green: an agent of environmental importance. Journal Exp Biol. 37 (9): 904-18

PARRA, 0.1996. Estudio de la toxicidad del Verde malaquita en Salmon del Atlantico
(Samo sadlar) y determinacion de una dosis inhibitoria minima sobre Saprolegnia sp. Tesis.
M.V; Universidad Austral de Chile. Facultad de Ciencias Veterinarias. Vadivia, Chile.

PANANDIKER, A., C. FERNANDES, T. RAO, K. RAO. 1993. Morphological
transformation of Syrian hamster embryo cells in primary culture by malachite green
correlates well with the evidence for formation of reactive free radicals. Cancer Lett. 74 (1-2):
31-6

POST,G.1983. Textbook of fish health. Ed. TFH publications, inc. Ltd.

POTTINGER, T. 1999. A Saprolegnia parasitica challenge system for Rainbow trout :
Assesment of Pyceze as an antifungal agent for both fish and ova. Diseases of Agquatic
Organisms. 36: 129-141

RACH, J., G. HOWE, T. SCHREIER. 1997. Safety of formalin treatments on warms and
coolwater fish eggs. Aquaculture.149 (3-4): 183-191

RAO, K. 1995. Inhibition of DNA synthesis in primary rat hepatocyte cultures by malachite
green: A new liver tumor promoter. Toxicol Lett. 81 (2-3): 107-13

ROBERTS, R. 2001.Fish pathology. 3° edicion. W.B. Saunders. Philadel phia.

ROBERTS, R., J. SHEPHERD.1980.Enfermedades de la trucha y e salmon. Editorial
Acribia. SA. Zaragoza. Espafia.

ROBERTS, R., J. SHEPHERD. 1997. Handbook of trout and salmon diseases. 3° ed;
Fishing News Books. London.

SCHLOTFELD, H., D. ALDERMAN. 1995. What should i do?. A practical guide for
freshwater diseases.



30

STICKNEY, R. 1991. Culture of saimonid fishes. CRS Press. Boca Ratén Ann Arbor. Boston
London.

STOSKOPF, M. 1992. Fish medicine. W.B. Saunders Company. Philadelphia.

WATERSTRAT, P.,, L. MARKING. 1995. Clinical evauation of formalin, hydrogen
peroxide, and sodium chloride for the treatment of Saprolegnia parasitica on fall Chinook
salmon eggs. Progressive fish culturist. 57: 287-291

WILLOUGHBY, S. 1999. Manua of samonid farming. 1° ed; Blackwell Science Ltd.
London.



Anexo 1

9. ANEXOS

CRONOGRAMA DEL ENSAYO

Fase experimental (periodo 1: dias 1-7)

Dias| Picking | Bafios Bronopol | Evaluacion fungosis’ mortalidad | Medicion de T O2
0 | XXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXX
1 XXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXX
2 XXXXXXXXXXXXXXX
3 XXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXX
4 XXXXXXXXXXXXXXX
5 XXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXX
6 XXXXXXXXXXXXXXX
7 XOOXXXXXXXX [ XXXXXXXXXXXHKXHXXHXXEXXIXXXXX [ XXXXXXXXXXXXXXX

Fase observacional (periodo 2: dias 8-14)

Dias| Picking | Bafios/ Bronopol | Evaluacion fungosis/ mortalidad | Medicion de T O2
8 | XXXXXX XXXXXXXXXXXXXX
9 XXXXXXXXXXXXXXK
10 XOXXXXXXXXXXXXX
11 XXXXXXXXXXXXXX
12 XXXXXXXXXXXXXXK
13 XXXXXXXXXXXXXX
14 | XXXXXX XXXXXXXXXHXXHXXEXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXK
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Anexo 2.
Croquis de estanques destinados a incubacion de ovas
[ ———
Estanque de incubacidn AJ]
de ovas (vista frootal).
o= Estangues
fl
Direcciin del Najo de agua
Cateria de desague
- ——

Sistema abierto de flujo continuo
Sin recirculacion de agua



Estanque de incubacién de ovas (L ateral).

Estangues

\ £70 €M

\ Direcciin del Mlujo de agun

Sistema abierto de flujo continuo
Sin recirculacién de agua.
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Anexo 3. Registro de aplicacion de Bronopol.

1° Bafio (dia 1)

Numero [Volimen| Dosisde Dosisde Dosis Flujo de Agua Dosis
de de Bronopol por | Bronopol para efectiva TminTL730mn Aplicada por
estanque | estanque | Estanque balde (10L) aplicada Goteo (cc)
(L) (cc) (cc) aestanque (cc)
56 191 19.1 1.0 20.1 10 300 30
57 191 19.1 1.0 20.1 12 360 36
58 205 205 1.0 215 9 270 27
61 205 20.5 1.0 215 7 210 21
Promedio| 198 19.8 cc 10cc 20.8 cc 95L 285 L 28.5cc
2° Barfio (dia 3)
NUmero [Volimen| Dosisde Dosisde Dosis Flujo de Agua Dosis
de de Bronopol por | Bronopol para efectiva TminTL730min Aplicada por
estanque | estanque | Estanque balde (10L) aplicada Goteo (cc)
(L) (cc) (cc) a estanque (cc)
56 191 19.1 1.0 20.1 9 270 27
57 191 19.1 1.0 20.1 11 330 33
58 205 205 1.0 215 9 270 27
61 205 20.5 1.0 215 9 270 27
Promedio| 198 19.8 cc 10cc 20.8 cc 9.5 270 27 cc
3° Bafo (dia 5)
NUmero [Volimen| Dosisde Dosisde Dosis Flujo de Agua Dosis
de de Bronopol por | Bronopol para efectiva Tmin TL7 30 min | Aplicada por
estanque | estanque | Estanque balde (10L) aplicada Goteo (cc)
(L) (cc) (cc) a estanque (cc)
56 191 19.1 1.0 20.1 8 240 24
57 191 191 1.0 20.1 9 270 27
58 205 20.5 1.0 215 7 210 21
61 205 205 1.0 215 8 240 24
Promedio| 198 19.8 cc 1.0cc 20.8 cc 8 240 24 cc
4° Bafio (dia 7)
NUmero [Volimen| Dosisde Dosisde Dosis Flujo de Agua Dosis
de de Bronopol por | Bronopol para efectiva Tmin TL7 30 min | Aplicada por
estanque | estanque | Estanque balde (10L) aplicada Goteo (cc)
(L) (cc) (cc) a estanque (cc)
56 191 19.1 1.0 20.1 9 270 27
57 191 19.1 1.0 20.1 9 270 27
58 205 20.5 1.0 215 9 270 27
61 205 205 1.0 215 9 270 27
Promedio| 198 19.8 cc 10cc 20.8 cc 9 270 27 cc




Anexo 4. Puntajes de fungosisy mortalidad de ova verde por estanque obtenidos
mediante evaluacion visual al dia 7 del ensayo.

Estanque 56
Canadtillo Fungosis Porcentaje Cdlificacion Mortalidad Porcentaje Cdlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
3 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
4 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
5 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
6 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
7 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
Promedio 1 Leve 1 Leve
Estanque 57
Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion M ortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 2 6-10% Moderado 1 1-5% Leve
2 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
5 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
6 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
7 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
Promedio 1 Leve 1 Leve
Estanque 58
Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
2 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
3 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
4 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
5 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
6 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
7 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
Promedio 0 Ausente 1 Leve
Estanque 61
Canadtillo Fungosis Porcentgje Calificacion Mortalidad Porcentgje Calificacion
1 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
2 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
3 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
4 2 1-5% Ausente 1 1-5% Leve
5 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
6 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
7 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
Promedio 1 Leve 1 Leve
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Estanque 59

Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
5 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
6 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
7 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado

Promedio 1 Leve 2 Moderado

Estanque 60

Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
5 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
6 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
7 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado

Promedio 1 Leve 2 Moderado




Anexo 5. Puntajes de fungosisy mortalidad de ova verde por estanque obtenidos
mediante evaluacion visual al dia 14 del ensayo.

Estanque 56
Canadtillo Fungosis Porcentgje Calificacion Mortalidad Porcentgje Calificacion
1 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
2 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
3 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
4 0 0% Ausente 3 11-50% Severo
5 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
6 0 0% Ausente 3 11-50% Severo
7 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
Promedio 0 Ausente 2 Moderado
Estanque 57
Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
3 1 1-5% Leve 4 Severo
4 1 1-5% Leve 2 6-10% M oderado
5 0 0% Ausente 3 11-50% Severo
6 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
7 0 0% Ausente 3 11-50% Severo
Promedio 0 Ausente 2 Moderado
Estanque 58
Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% M oderado
2 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
5 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
6 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
7 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
Promedio 1 Leve 2 Moderado
Estanque 61
Canastillo Fungosis Porcentge Cadlificacion Mortalidad Porcentaje Cdlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 1 1-5% Leve 4 51-100% Extremo
3 1 1-5% Leve 4 51-100% Extremo
4 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
5 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
6 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
7 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
Promedio 1 Leve 3 Severo
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Estanque 59
Canadtillo Fungosis Porcentaje Cdlificacién Mortalidad Porcentgje Cdlificacion
1 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
2 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
5 0 0% Ausente 2 6-10% Moderado
6 0 0% Ausente 3 11-50% Severo
7 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
Promedio 1 Leve 2 Moderado
Estanque 60
Canadtillo Fungosis Porcentgje Cadlificacion Mortalidad Porcentgje Cadlificacion
1 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
2 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
3 1 1-5% Leve 2 6-10% Moderado
4 1 1-5% Leve 3 11-50% Severo
5 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
6 0 0% Ausente 1 1-5% Leve
7 1 1-5% Leve 1 1-5% Leve
Promedio 1 Leve 2 Moderado
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Anexo 6. Registro diario de Temperatura, Concentracion y Saturacion de Oxigeno por
estanque durante el ensayo (Dia 1-14).

Registro dia 1-7
Estanques 56 57 58 61 59 60
Dias | T° 0, T° 0, T° 0, T° 0, T° 0, T° 0,
% | Mg/L % [ Mg/L % [ Mg/L % [ Mg/L % [Mg/L % [Mg/L
1 5.2[108| 135 | 55| 106| 134 | 5.7|110| 133 [5.1| 101| 138 | 53| 106| 13.8 [5.3[105] 133
2 54| 110] 12.6 | 5.7| 108| 136 | 5.6(102| 138 53] 107| 136 | 50| 105] 13.7 | 5.0[104] 135
3 53| 111 13 |54 105] 138 [54[105] 136 [ 55| 102| 136 | 51| 102| 138 [5.0[102] 138
4 |56[112] 12.8 [58[110| 133 [53[110] 136 [ 5.2] 103[ 13.7 | 52| 106 13.1 [ 52108 133
5 5.1|110] 133 |56/ 105| 13.7 | 5.8|110| 13.1 | 50| 106] 13.3 | 5.0| 108| 13.2 [ 5.1|101| 13.8
6 55[108| 13.2 |55/ 106| 13.3 | 55(109| 13.8 [4.8[103| 13.7 | 54| 104| 135 [ 5.3[103] 13.7
7 53| 112| 135 |54 107| 131 [ 56|108] 13.7 | 5.2| 104| 134 | 51| 109| 138 [5.2[107| 135
Promedio| 5.3 110] 13.1 [5.6] 107 135 [ 5.6/108] 136 | 5.2| 104| 136 [ 5.2[ 106] 136 | 52| 104] 136

Registro dia 8-14

56 57 58 61 59 60

Dias | T° 0, To 0, To 0, To 0, To 0, To 0,
% | Mg/L % [Mg/L % | Mg/L % | Mg/L % [Mg/L % | Mg/l

8 58] 107| 13.9 [58[{101] 12.1 [ 58)101| 13.1 | 56| 100| 124 [ 5.8 101| 126 [ 5.7]|101| 124

9 55| 103| 13.7 [ 5.4 100| 12.2 | 5.8]|101| 13.3 | 54| 101| 121 | 5.2 102| 128 | 5.6]|100| 12.1

10 5.7[106( 138 |51[102| 128 | 57|101| 13.7 | 59]101] 12.6 | 59]|106| 13.1 | 58]104| 13.6

11 58| 105( 136 | 58| 103| 123 | 6.3|100| 135 |5.4|101| 125 |53|101| 13.8 | 59|102| 12.8

12 54[105| 13.7 | 56(102| 12.7 | 57]101| 139 | 5.8]102| 12.3 [ 55]|100] 13.3 [ 6.2|103] 13.3

13 57]104( 13.8 [ 55(101| 123 | 6.1|101| 13.6 | 55| 103| 12.6 | 55( 101| 135 (54|101| 124

14 58] 105| 13.8 [5.7{101] 128 | 5.8)102| 13.7 | 5.7 102| 12.8 [ 5.8 104| 13.7 | 5.8]|101| 12.6

Promedio|5.7] 105| 13.8 | 56| 101| 125 [5.9|101| 135 | 5.6[/101] 125 | 5.6] 103| 13.3 | 5.7]|102| 12.7




Anexo 7.

VALORES OBTENIDOS AL APLICAR LA PRUEBA DE CHI-CUADRADO.

Cuadro 12. Vaores de Chi-cuadrados para eficacia a dia 8 del ensayo

Valoresde Chi-cuadrados| Valoresdep
No corregido 33.95 0.0000000
Correccion de Yates 33.26 0.0000000

Cuadro 13. Valores de Chi-cuadrados para eficacia a dia 14 del ensayo

Valoresde Chi-cuadrados| Valoresde p
No corregido 6.74 0.0094291
Correccion de Yates 6.06 0.0138229

Cuadro 14. Valores de Chi-cuadrados para seguridad a dia 8 del ensayo

Valores de Chi-cuadrados| Valoresde p
No corregido 6.63 0.0100503
Correccion de Yates 6.42 0.0112811

Cuadro 15. Valores de Chi-cuadrados para seguridad al dia 14 del ensayo

Valores de Chi-cuadrados| Valoresde p
No corregido 62.27 0.0000000
Correccion de Yates 60.58 0.0000000
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