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INTRODUCCION

La acuacultera como fuente productora de alimentos para el consumo humano en el mundo
actualmente recibe un gran impulso. Esto se debe a que en sus dos facetas tanto intensiva y
extensiva proporciona alternativas viables en apoyo a la produccién de alimentos a costos
relativamente bajos. En ambos casos 1a calidad de los ejemplares cultivados queda sujeta en
gran medida a la sanidad que el sistema de cultivo presenta. En el caso de un cultivo de
peces se requiere el control de enfermedades tales como: deficiencias nutricionales,
infecciones por virus, bacterias y hongoé, presencia de pardsitos, o la accién de
ectoparasitos. Cada una de los agentes antes mencionadas representa riesgos diferentes para
el cultivo y por o mismo su importancia queda en funcién de cada caso en particular. Las
micosis como enfermedades de peces se conocen desde el afio 1882 por Huxley y se
presentan como infecciones que pueden ser superficiales o sistémicas, las primeras son
causadas por hongos acufticos los cuales son sapréfitos y su forma de infeccién es mas
bien oportunista, en cambio en ¢l caso de la ictiofoniasis, 1a mds importante micosis
sistémica el agente causal Ichthyophonus hoferi es un parésito obligado, aunque es posible

cultivarlo in vitro.

El hongo Ichthyophonus hoferi Plehn & Mulsow, 1911, es el agente etiolégico de la
ictiofoniasis, se presenta en peces marinos, euryalinos y dulceacuicolas Post (1983) lo
reporta en 73 especies de hospederos susceptibles para esta enfermedad, manifestdndose
por la presencia de lesiones superficiales de tipo granulomatoso, principalmente en la
regién lateroventral del pez, lo cual confiere este ¢l efecto de papel de lija al tacto, adémas
de nado errdtico y tambaleante. En 6rganos internos como lamelas branquiales, rifion,

higado, cerebro, etc, causa disfuncién, adémas de nado errftico y tambaleante, ya que es



una enfermedad con cardcter sistémico, que se adquiere por via oral al ingerir restos de

peces con el hongo.

Los primeros datos sobre I. hoferi surgen en 1893, cuando Bruno Hofer reporta la
enfermedad del "tambaleo”. Posteriormente en 1911, Plehn & Mulsow describier6n el
agente causal, sucediendose desde entonces inumerables descripciones que abarcarén
distintas fases de desarrollo y controversias en relacién con su taxonomfa (Neresheimer &
Clodi 1914, Sproston 1944, Sprague 1965, Schaperclaiis 1954 y Sinderman & Scatergood
1954). Debido a que 1. hoferi presenta un complejo ciclo biol6gico con desarrollo de
micelio cenocitico, esporangios, formas ameboides, plasmodios y formas de transicion
entre su reproduccién filamentosa, plasmodial y parenquimatosa, ubicdndolo
indistintamente en los ficomicetos (Van Duijn.1967), Zygomicetos (Reichenbach-Klinke
1982) y Entomophthorales (Sproston 1944 y Okamoto et @l. 1987). Formas similares a este
hongo han sido descritas por Reichenbach-Klinke en anfibios (1973).

El caricter sistémico de la ictiofoniasis, su capacidad para permanecer latente por largos
periGdos y el comportamiento eurixénico del hongo, justifican su importancia en sanidad
acufcola, pues incluso ha sido reportado como causante de epizootias en peces de cultivo y

silvestres de la costa este de los Estados Unidos de Nortcamérica con una mortalidad del
25.0 % (Wolkel975).

En nuestro pafs, I. hoferi no se considera dentro de los riesgos a asegurar(Boletin de
Acuacultora 1987); incluso no existen reportes de su presencia en peces silvestres o sujetos
a cultivo. probablemente debido a la falta de investigadores en sanidad piscicola , la cual
cobra cada dia mas auge con el incremento de las granjas acufcolas. Asi como tambien
debido a las ventajas biogeogréficas que ofrece nuestro territorio al situarse en una zona de

transicién nedrtica-neotropical lo cual también facilita la adaptacién de los organismos



patégenos de clima frio a huespedes de clima tropical (Beaver, 1986), lo que es muy
posible que suceda en el caso particular de I hoferi. Dichas adaptaciones de patbgenos se
ven fomentadas por el escaso y algunas veces hasta nulo control sanitario e el traslado de
peces de las granjas acufcolas dentro del territorio mexicano, e incluso en la introduccién
de peces silvestres a los centros de produccién. Es muy importante establecer que no existe
adn tratamiento alguno para el control de la ictiofoniasis, en los casos positivos se
recomienda la destruccién por incineracién de los peces infectados adn sean estos

asintomdticos, ya que estos pueden permanecer por largos periédos en calidad de

portadores.

Bajo este panorama hemos trazado como objetivos determinar la presencia de 1. hoferi en
peces cultivados de las granjas piscicolas del noreste de México, describir sus formas de

desarrollo en condiciones de cultivo y comprobar el caracter patdgeno del hongo aislado.



ANTECEDENTES

En 1893 Bruno Hofer al estudiar una pueva enfermedad en salménidos encuentra dentro de
la mayorfa de los 6rganos muestreados, principalmente en el corazén, rifion y higado, unos
quistes pequefios de color blanquecino de como cabeza de alfiler. Especificamente en
"trucha café" Salmo trutta y "trucha brook" Salvelinus fontinalis , ambas cultivadas en
Alemania, ademds de la platija Platichthys flesus, que presentaban nado errdtico
(basculante) .Por lo cual le denomind "enfermedad del tambaleo™ ("Tanmelkrankheit") por
a los problemas de la locomocién que en los peces puede ocasionar y a la forma que
presenta al inicio de la evolucién de los quistes los cuales dejan escapar una masa
citopldsmica. Sin establecer nombre alguno para el agente causal, a el que solo describe

como una gregarina en su manual de enfermedades de peces Handbuch Der

Taumelkrankheit.(Hofer 1904).

Caullery y Mesnil (1905) describen una enfermedad similar a la reportada por Hofer, pero
atribuyeron esta etiologfa a un pardsito de el estémago y ciegos piléricos del pez Motella
mustella L. , protozoario que pertenece a el grupo de los haplosporidios./chthyosporidium
gasterophilum. de el cual se apunta su morfologfa este pardsito posteriormente se ha

reconocido como sinénimo de I hoferi.

Plehn y Mulsow (1911). En Alemania, describen en forma detallada la relacién existente
entre 1a enfermedad y la naturaleza micética del agente etiolégico de la ictiofoniasis en

trucha arco iris Salmo gardnieri .



Neresheimer y Clodi (1914). describen la presencia de Ichthyophonus hoferi en higado y
corazén especialmente en peces de agua dulce. Elios aportan una importante contribucién
al conocimiento del pardsito tendiente a elucidar su evolucién., Después de haber disectado
y separado los 6rganos de una gran cantidad de truchas infectadas, observaron la
germinacién de quistes dentro del estomago, la cual se efectué por liberacién de un
plasmodio que se fragmenta después, o por emisién de filamentos, asi como Plehn y
Mulsow lo habian sefialado en 1911, uno y otro proceso conducen a la formacién de
pequefias esferas plurinucleadas de 10 a 20 um de diametro que se aplican contra la mucosa
de 1a regi6n pilérica y penetran al interior de ella. También encuentran que entre 24 y 72
horas después de recibir la infeccién por via oral, los cuerpos ameboides en migracién
atraviesan la membrana mucosa y la submucosa de el estémago, para ganar los vasos
sangufneos y linféticos. Pero mas tarde de 36 a 72 horas encontraron en vasos sanguineos
como, unos corpuscilos redondos de S a 10 um muy parecidos a los leucocitos,
considerandolos como I hoferi, los estadios mas jovenes que ¢llos observan dentro de los
tejidos (6-20 um de diametro) tienen de 5-12 nicleos. El crecimiento del hongo se sucede

después rapidamente, a los 14 dias, algunos quistes llegan a medir 100 um de diametro.

Daniel (1933). Reporta en arenques (Clupea harengus ) un nuevo tipo de germinacién
filamentosa dentro del cual el citoplasma interior del filamento se divide en masas
globulosas (quistes secundarios o esporas ?), generalmente multinucleados, pero en
ocasiones también uni o binucleados semejantes a quistes de tamafio uniforme capaces de
reproducirse por multiplicacién de miicleos. Posteriormente describe la anatomfa de las
lesiones en forma macroscépica y microscopica producidas por el mismo hongo 1. hoferi .
Asi como la invasién de los drganos por el pardsito y la reaccién de los tejidos por la
presencia de quistes, lo cual concuerda con lo reportado en salménidos por Plehn and
Mulsow(1911). En los arenques los nédulos que resultan de los depdsitos de esferas en las

capas conectivas que rodean a el pardsito, terminan por necrosarse 0 por formar pequefios



abcesos, los més superficiales pueden abrir al exterior y permitir la liberacién de quistes
responsables de formacién de ulceraciones y de manchas negras sobre la piel de los peces.

Sproston (1944) en Inglaterra, observé la presencia de hifas, conidioforos ramificados,
conidios, endoconidios, y clamidosporas de Ichthyophonus hoferi en macarela(Scomber
sp.). Describiendo a la vez un mas complejo ciclo de vida, esie es el unico estudio en el
cual se presentan evidencias de reproduccién sexual, en forma de las fusiones hifales.
Ademiés, estima que las formas que el parésito puede presentar en su desarrollo se deben a
la naturaleza del hospedero, también lo ubica entre los Entomophtorales y establece que su

nombre correcto es Ichthyosporidium hoferi ( Plehn y Mulsow).

Scatergood (1948) reporta la presencia de el hongo Ichthyosporidium hoferi en forma de
brotes epizooticos en arenques (Clupea harengus ) del Atldntico norte. Describiendo
adem4s una sencilla secuencia historica de estadios de vida, involucrando germinacion
miltiple de esporas de pared gruesa, invasién de tejidos del hospedero, formacién de
cuerpos hifales y germinacién secuencial de esas entidades, asi como tambien establece
periodos de siete a diez aiios entre cada epizootia, que ocurren con mayor frecuencia

cuando la temperatura del agua baja durante el invierno y la primavera.

Rucker y Gustafson (1953) reportan una epizootia causada por Ichthyophonus hoferi en
trucha arcoiris Salmo gardnieri, como un pat6geno introducido en piscifactorias del oeste
de los Estados Unidos de Norteamerica (Estado de Washington). Adem4s, establecen que

este hongo muy raramente se presenta en el cerebro de la trucha arcoiris.

Shaperclaiis en 1953, estima que existen dos formas de Ichthyophonus hoferi, una para
salménidos y otra para peces de acuario estableciendo diferencias para cada uno de ellas,

considerando tfpico de la primera forma : 1a ausencia de inclusiones negras en el parésito,



presencia de proliferaciones germinativas, intensa infecci6n de las branquias y mas rara vez
de la piel; en la segunda forma: inclusiones negras, desprendimiento de esférulas hijas, y

frecuentes lesiones ulcerativas en la piel.

Gustafson y Rucker (1956) publican un estudio sobre Ichthyophonus hoferi, su forma de
infeccién en peces, transmisién y rango de hospederos (especificidad). Asi mismo inducen
la enfermedad por tres procedimientos: inoculacién por via parcnteral, por via oral a través
de alimentos contaminados ¢ indirectamente por contactd con peces contaminados. Se
probaron nueve especies diferentes de peces, trucha arcoiris Salmo gardnieri, salmén
plateado Oncorhynchus kisutch, salmén sockeye Oncorhynchus nerka, Squawfish
Prychochelius oregonensis salmén chinook Oncorhynchus tschawytscha, cotoid Cotus
asper, pez dorado (goldfish)Carassius auratus, guppy Lebistes reticulatus, bagre de canal
Ictalurus puctatus. La trucha arcoiris fué la especie mas suceptible a la enfermedad, ya que
por los tres mecanismos se desarroll6 el estado de portador, en valores por encima de el

50%. Con resultados negativos para el bagre, el pez plateado, guppys y squawfish.

Dorier y Degrange (1961), publican un estudio completo acerca de la evolucién de
Ichthyosporidium hoferi en salmoénidos; en el integran su ciclo biolégico después de
confirmar los trabajos publicados por otros autores. En su propuesta incluyen tres formas de
reproduccién; filamentosa, plasmodial y parenquimatosa. De la primera establece dos
modos, una que se da en los sujetos vivos (in vivo ), semejante a la que ya antes habia
descrito Daniel (1934) en arenques, y otra én los peces muertos (post mortem); también
proponen que los quistes son rodeados de una cubierta externa, muy delgada y de
naturaleza quitinosa. Las inclusiones del citoplasma son constituidas por lfpidos y
glucégeno. Dentro de los micleos en reposo, la cromatina esta dispuesta en un anillo que
rodea la superficie del cariosoma indicando que la primer reaccién del organismo ante el

pardsito se manifiesta por una fagocitosis intensa que aparece pasadas las 48 horas, asi los



quistes pueden ser eliminados al medio ambiente por branquias y mucosa del aparato
digestivo.

Erickson (1965) reporta la infecciones epizooticas de trucha arcoiris (Salmo gardnieri )
causadas por Ichthyophonus hoferi en piscifactorias de Idaho menciona que en los Estados
Unidos de Norteamerica no se han tenido reportes anteriores sobre la curvatura de 1a espina
dorsal en truchas causadas por este hongo. Al realizar cortes de tejido cerebral y otras
viceras, observé una aparente relacién entre 1. hoferi y la curvatura de la espina dorsal. Las
esferas(cuerpos esféricos multinucleares) reemplazan mucho tejido cerebral cusando
presién y daiio sobre los nervios motores los cuales gobiernan la musculatura miomerica,
sin embargo, la ausencia de vertebras anormales en los estudios con rayos X indican que la
curvatura no es resultado de un problema del sistema esquelético. Otro aspecto de sn
trabajo establece que la infeccién por 1. hoferi afecta el desarrollo de los peces en su talla y
peso, experimentalmente seleccionaron 80 truchas arcoiris, todas de nueve pulgadas de
largo, de ellos 40 habian tenido contacto con el agente etiol6gico, posteriormente se
eligieron al azar diez peces del grupo de 80, que se anestesiaron, ¢ pesaron y se midieron,
estos 10 peces se alimentaron por 44 dias con alimento peletizado a razén de 1.9 % de su
peso corporal, y se sacrificaron. Al comparar las tallas y pesos entre los peces sanos y los

enfermos observé que los sanos superaban a los enfermos en talla y peso por un 50% como
minimo.

Hendricks (1972) publica un trabajo fundamentado en aspectos histolégicos,presentando
lesiones en el rifion y formas enquistadas asociadas a proceso inflamatorio, por la presencia
de I koferi en dos nuevas especies de peces marinos, Moxocephalus octodecemspinosus
("longhorn sculpin®) y Gadus morhua bacalao del golfo de Maine. U.S.A.



Okamoto ez al. (1985) realizan un estudio en el cual presentan una variedad de formas de
Ichthyophonus hoferi, las cuales incluyen ameboblastos, cuerpes amebiodes, cuerpos
plasmodiales, cuerpos esfericos uni y binucleados, cuerpos esféricos multinucieados de
pared delgada, cuerpos hifales esféricos multinucleados cultivadas in vitro , las cuales
coinciden muchas de ellas con el ciclo de vida propuesto por Dorier y Degrange (1961). En
este ciclo se reproduce el hongo en condiciones diversas de cultivo, variando el potencial
de hidr6geno del medio, asi como el medio de cultivo mismo (MEM-10 y TGC caldo
tioglicolato), el desarrollo de I. hoferi se logra en caldo tioglicolato, asi como en medio
minimo esencial enriquecidos ambos con suero fetal de temera al 1%. Ademi4s, presentaron
el inico trabajo existente sobre ultrestructura del agente causal de la ictiofoniasis. En el
plantearon una breve descripcién morfolGgica en la cual se observé la presencia de tres
capas distintas en la pared celular de los cuerpos esféricos de pared delgada, mientras que
las capas media y externa aparecen muy delgadas o ausentes en los cuerpos esféricos
multinucleados terminales. La estructura de la pared celular de los cuerpos esféricos
multinucleados es similar a la de las hifas tanto, los cuerpos esféricos de pared delgada

como los terminales hifales, desarrolian el ciclo de crecimiento ordinario cuando son

transferidos a un diferente medio de cultivo.

Okamoto et al/ (1987) inducen en forma experimental la infeccién de truchas arcoiris
Salmo gardnieri, con cuerpos esféricos multinucleados de pared delgada de Ichthyophonus
hoferi obtenidos de cultivos in vifro. Para lo cual utilizaron dos medios de cultivo
diferentes, caldo tioglicolato (TGC-1) y medio minimo esencial (MEM-10), ambos
enriquecidos con suero de ttero de bovino al 1% y al 10% respectivamente. Se incubaron a
20°C por 37 dfas, a un rango de PH de 7-9, en el primer medio se obtuvieron cuerpos
esféricos de pared delgada y en el segundo se logré obtener la forma micelial con cuerpos
esféricos terminales. Se inocularon oralmente, tres lotes con 20 alevines de trucha arcoiris

cada uno, el primero se alimenté con cuerpos esféricos multinucleados de pared delgada



suspendidos en solucin salina, el segindo con 1a forma micelial también en solucién salina
y ¢l lote control con solucién salina y alimento. En este trabajo se concluyé que los cuerpos
esféricos de pared delgada representan la forma mas infectiva del hongo, ya que los
alevines a los que se les administré estas formas fué el Gnico lote en el cual hubo
mortalidad hasta del 90% a los 24 dias post-infeccién y el 10% restante presentd el hongo.

Sitja y Alvarez, en 1990, reportaron la ictiofoniasis en el pez Dicentrarchus labrax .
establecen la prevalencia e intensidad de la infeccién. Al examinar 228 peces, de ellos 101
silvestres y 127 de cultivo por medio de preparaciones semipermanentes y técnicas
histolégicas. Los cuales presentaban una prevalencia del 14% para la poblaciéa de vida
silvestre y un 24% para los cultivados. En el caso de los peces silvestres se obsevaron
variaciones estacionales que siguen un patron bimodal con una maxima en Primavera,
Otofio (y un marcado pico en Noviembre); y un minimo (0%) en Verano. En el caso de los
peces cunltivados las variaciones estacionales son mas irregulares, pero si observamos la
distribucién bimodal su m4xima intensidad se presenta cuando la temperatura se encuentra
entre 11 y 16 OC y ¢l minimo ocurre a los 28 OC. Adémas, observan que la distribucién
anual de la mayor prevalencia de la infeccidn se presenta en los meses de Noviembre,

Diciembre, Enero y Febrero, disminuyendo a 0% durante Julio, Agosto.

Waterhouse (1973). incluye a Lhoferi en la lista de hongos que pertenecen a el orden
Entomophthorales, de 1a clase Zigomycetes, subdivision Zigomycotina, division Eumicota,
reino Fungi, sin mencionar familia. esta clasificacién taxonémica se fundamenta en
criterios morfolégicos,si bien I hoferi no se ajusta totalmente a las familias ya descritas para

este orden i presenta las caracteristicas morfol6gicas a nivel de orden.
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MATERIAL y METODOS

AREA DE ESTUDIO

Los peces para el presente estudio fuerén colectados al azar, en estanques rusticos de tres
centros Acuicolas del Noreste de México: Centro Acufcola "Vicente Guerrero” en el
municipio de Abasolo, Tamaulipas (24° 03' 30" Latitud Norte, 98° 32' 30" Longitud oeste),
Centro Acufcola "La Rosa" mpio. de Gral. Cepeda Coahuila (25° 26' 04" L.N.,107° 23'17"
L.0.) y Piscifactoria "Salinillas" Anahuac Nuevo Leon.(27° 26' 04" L.N.,100° 22'08" L.O.)

(Secretarfa de programacién y presupuesto, Direccién General de Geografia del Territorio
Nacional. 1981). (mapas 1y 2).

Colecta de Peces

La colecta de hospederos se llevo a cabo en forma aleatoria durante los meses de Febrero a
Diciembre de 1987. Se captur$ un ejemplar por mes de cada uno de los tres estanques
riisticos seleccionados al azar para cada piscifactoria lo cual implica especies diferentes en
cada localidad. De acuerdo a los 11 meses en gue se efectio el muestreo, fueron analizados
33 peces de cada localidad. En la piscifactoria "Vicente Guemrero™ Abasolo Tamaulipas se
colecté robalo Micropterus salmoides; en el centro acufcola"La Rosa” Gral. Cepeda
Coahuila se colect6 mojarras del género Tilapia sp; en la piscifactorfa "Salinillas® Anahuac

Nuevo Leé6n se colecto bagre de canal Ictalurus punctatus.

11



LONGITUD

102 101 100 99 98 97
r T T T ] 1 jz”

27
6
25
24
{23

@-P. SALINILLAS
d22

O-C, A. VICENTE GUERRERO

LATITUD

PUNTO DE COLECTA MAPA - 2

12



104 103 102 Q) 100 99 98 97
LONGITUD I I I ' ! ' L

d22
LATITUD

MAPA-( CENTRO ACUICOLA "LA ROSA"

13



Los peces muestreados se trasladaron al laboratorio de Parasitologfa de la Facultad de
Ciencias Biol6gicas de la UANL, donde se les practicd diseccién bajo la metodologia
siguiente: fueron sacrificados por puncién craneal o por electroshock (Jimenez et al 1986)..
Posteriormente se procedi$ a separar laminas branquiales; por incisién ventral se disecaron
6rganos internos para su revisién macroscépica. Una vez separado cada 6rgano se dividié
en tres partes la primera para realizar montajes en fresco, la segunda para efectuar el cultivo
del hongo y la tercera porci6n se utilizé para ¢l estudio histolégico para lo cual se usaron
técnicas convencionales Los montajes en fresco se prepararon depositando una gota de
solucién de hidroxido de potasio al 4%, adémas de una pelicula delgada de tejido entre

portaobjetos y cubreobjetos. De esta forma se facilita 1a observacién del hongo al aclararse

el tejido por efecto del KOH (Koneman1988).

CULTIVOS

Los cultivos se realizaron inoculando ura porcién del tejido en botellas de cultivo con 20
ml de agar micocel enriquecido con suero fetal de ternera al 1% e incubando a2 9 9C de
temperatura (Post 1983). Adem4s se cultivo este hongo en medio de Peptona extracto de
levadura y glucosa, el cual es un medio adecuado para inducir la produccién de zoosporas
(Bailey et al 1990), lo anterior aunque no se ha reportado nos es ttil con fines taxon6émicos.
A partir de los cultivos positivos se prepararon microcultivos por la técnica recomendada
por Koneman y Roberts (1988). Esta consiste en depositar pequefios trozos de agar(1cm de
diametro) sobre un portaobjetos, el agar se inocul$ con el hongo cultivado y se coloca un
cubreobjetos en 1a parte superior incubandose a 18 OC por un perfodo de tres a cuatro dias

para conseguir el desarrollo tanto del micelio de sustrato (absortivo), como el aéreo

(reproductivo).
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HISTOLOGIA

La muestra para el proceso histolégico se fij6 en formol al 10% por scparado cada 6rgano
por 24 hrs posteriormente se deshidraté cada muestra utilizando series de alcoholes del
80%- al absoluto, xilol y se incluy6 este material en parafinas I, II, Il de 56°-58°C. Una
vez realizados los cortes por medio de microtomo se montaron sobre un portagbjetos, cada
uno de ellos se sometié a un proceso de desparafinizacién y se hidrataron en agua destilada,
enscguida se procedié a aplicar las tecnicas de tincién de hematoxilina y cosina(Luna

1968), ademds de a técnica de acido pery6dico de Schiff. (McManus 1948).

ULTRAESTRUCTURA

Para la realizacion de observaciones de ultraestructura se prepar6 un cultivo de 1. hoferi.
Este se inocul6 en un medio de caldo Saboraud enriquecido con suero fetal de ternera al
1%, incubandole a temperatura ambiente con agitacién continua a 120 rpm, con el objetivo
de obtener solamente la fase micelial del hongo (Emerson 1950). Posteriormente se fij6 en
glutaraldehido al 2.5% por 48 hrs.y como segunda fijaci6n en tetraoxido de osmio al 1%
por 3 horas, enseguida se infiltré en resina epoxi (oxido de propileno), de la cual se
practicaron cortes semifinos y finos tefiidos con acetato de uranilo y citrato de plomo
(Clinton 1988), se observaron para localizar los apices de las hifas, ya que estas presentan
una forma de crecimiento apical, sitio en donde se encuentra el complejo vesicular apical
que puede presentar alguno de los tres modelos propuestos por Grove y Bracker (1983)

para fines taxonémicos.
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BIOENSAYOS

Se realizé un bioensayo con el objetivo de probar la patogenicidad de los hongos aislados y
la posible infeccién de peces en forma indirecta, el modelo utilizado se fundamenta en el
publicado por Okamoto y cols.(1987), modificado de acuerdo con los objetivos del presente
trabajo y es el siguiente: se prepararén 5 lotes de 5 peces de la especie Ictalurus punctams
con una talla de dos pulgadas cada pez. Cada lote se colocé en acuarios separados, todos
previamente se mantuvieron en cuarentena por un lapso de 60 dias. Se inocularon por via
oral los lotes #1 y el #2 , el #1 con una suspencién con micelio solamente, el #2 se inoculé
con micelio mas esporangios. Los lotes #3 y #4 se inocularon a traves de alimento vivo
(vehiculo), para esto en €l laboratorio se estai)lecié un cultivo de Artemia salina, 1a cual se
puso en contacto ¢con suspenciones de micelio para alimentar a los peces del lote #3. De la
misma forma, pero utilizando micelio mas esporas se¢ aliment( el lote # 4, El quinto lote

quedé en calidad de testigo.
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RESULTADOS

PREVALENCIA Y DINAMICA ESTACIONAL

De acuerdo a los muestreos efectuados, I. hoferi fué aislado solo en el perfodo de tiempo
comprendido en los meses de Febrero, Marzo y Abril, esto fué en tres ejemplares de
mojarra Tilapia sp .capturadas en Gral. Cepeda, Coahuila y de siete robalos Micropterus
salmoides provenientes de Abasolo, Tamaulipas. En el municipio de Anghuac, Nuevo
Le6n el hongo no fué detectado durante el periodo de estudio en los 33 bagres de canal

(Ictalurus puncratus) estudiados.(grdfica 1).

En base al muestreo realizado, la prevalencia que se obtuvo para los peces de General
Cepeda, fué de 9.09 % (3/33) y 21.21% (7/33) para los peces de Abasolo, Tamaulipas.
(gréfica 2).

CULTIVO

El criterio que nos permite confirmar la presencia de Lhoferi en los peces analizados es, en
primer lugar, el crecimiento obtenido en el medio Micocel, que consiste en colonias de
color blanco, de consistencia mucotde (foto.1), las cuales mediante exdmen microscépico
en preparaciones himedas con azul de algoddén, presentan formas ameboides uni y
binucleadas (7.5 um, foto. 3). En las revisiones microscépicas posteriores estas formas
incrementan su tamafio y se tornan esféricas (11.3 um, foto 4) con el citoplasma

caracterizado por
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poseer un actimulo de formas multinucleadas (foto 5). Durante esta misma fase del cultivo,
se observé el filamentium (56.8 um de longitud, foto. 6) Ademds se observaron células
amorfas en proceso de germinacién (64.4 um de longitud, foto. 7) y una gran cantidad de
cuerpos esféricos multinucleados de pared gruesa (10.0-14.0 um de didmetro, (foto.8). Al
28° dfa de incubacitn el cultivo se torné pardo y de consistencia filamentosa (foto.2). En
esta fase, bajo exdmen microscépico se observaron esporangios en proceso de
diferenciacién citoplasmitica, desarrolldndose una gran cantidad de ameboblastos. Los
esporangios (25.0-60.0 um, fotos. 9-11) se presentaron unidos a hifas robustas de 10.0 a
12.0 um de grosor y una vez sepédradas del esporangioforo estos permanecen ¢Omo Cuerpos
esféricos multinucleados de pared delgada (foto.12). En esta fase también fué posible
detectar plasmodios con ameboblastos en su interior de 42.0 um de largo (foto.13). El
cultivo para la induccién de formacién de zoosporas result$ positivo ya que se desarrolld

micelio, pero fué negativo para la formacién de esporas flageladas.

MICROCULTIVO

El cardcter cenocftico y €l crecimiento apical gue presenta el micelio de I. hoferi, fué
posible detectarlo en los microcultivos con cuatro dias de incubacién con medidas de 8 a 10

um de grosor, as{ como también la formacién de esporangios que van de 10 a 30 um de

diametro en el micelio aéreo (fotos.14 y 15).

HISTOLOGIA

En las preparaciones semipermanentes (en fresco) se observé frecuentemente en las
diferentes especies de hospederos que resultaron positivos, la presencia de estructuras

féngicas de forma ovoide con un extremo alargado que termina en una punta, esta ademds
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permite observar una doble membrana que la rodea, asi como una notoria melanizacién
(92um foto. 16).

.En los cortes histolégicos realizados a partir de los peces que resultaron positivos se
procesaron por las t€cnicas de tincién de hematoxilina y eosina, se dificulté la
identificaci6n de formas flingicas inmersas en el tejido las muestras procesadas que
procedian de branquias, higado, bazo y rifion, como parte de la metodologfa a seguir se
realiz6 adémas la técnica de tincién del 4cido peryédico de Schiff (PAS), en este caso se
procesaron muestras de branquias, higado y rifion (fotos. 17 18um,18 35um y 19 21um), el
contraste de coloracién que esta técnica proporciona entre las estructuras fungicas y el
tejido de cada érgano facilit6 la observacion de las céluias micéticas como en el caso de las
formas gemantes en el tejido conectivo de las branquias (foto. 20 47um), asi como también
las formas fingicas que presentan una alta vacuolizacién observadas entre los filamentos

branquiales tanto de robalo (Micropterus salmoides ) como de mojarra (Tilapia sp ).

ULTRAESTRUCTURA

En relacién a el estudio de ultraestructura se realizaron cortes y se observaren a diferentes
amplificaciones, a partir de un culiivo en fase micelial con 5 dias de incubacién a
temperatura ambiente y en agitacién continua a 120 rpm. En ellos se observé la presencia
de tres capas en la pared celular tanto en cortes transversales como en longitudinales, la
m4s interna se identific6 como el plasmalema (Pm .083um), adem4s se observé la fusién de
macrovesiculas con el mismo, mecanismo que le sirve a la célula para el incremento de la
pared como parte de el proceso de crecimiento (foto. 21), en este estudio ademds se
reconocieron estructuras como microvesiculas(Myv (.14um) las cuales probablemente sean
chitosomas en el dpice de la hifa, elementos de reticulo endoplasmico(ER hasta3.8um.) y

nicleos(N 0.85um) (foto. 22), se identificaron también organelos tales como
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mitocondrias(Mi 0.83um), asi como también un red de microfibrillas en el apice y
macrovesiculas(M 0.33um) fusionandose con el plasmalema(Pm) (foto. 23), en un corte
longitudinal de la hifa se observan algunos nicleos y la pared celular formadas por tres
capas (foto. 24 0.4lum). Es importante mencionar que en los cortes realizados no esta

presente el "Spitzenk8rper” que observan Grove y Bracker 1987 establecen como

caracteristicos pasa hongos de micelio septado.

BIOENSAYOS

En los bioensayos que se efectvaron siguiendo el modelo establecido en la metodologfa
(foto. 25 y 26), se utilizaron crias seleccionadas de bagre de canal (I. punctatus ) de dos
pulgadas de talla en promedio, sin que estos presentaron signos de enfermedad. El primer
lote (5 ejemplares) se inocul6 via oral con 1 ml de suspencién de micelio mas esporas de I,
hoferi, de este lote solo dos peces presentaron alteraciones después de tres semanas, uno
desarroll§ lesiones superficiales en su aleta dorsal (fotos. 27 y 28) y el otro se comport§ con
nado en espiral. El segundo lote se inoculé via oral con 1 ml de una suspencién de micelio
exclusivamente, después de cinco semanas los peces del ensayo no mostraron cambios. El
tercer lote de peces se alimenté con 30 ejemplares vivos de A. salina los cuales
previamente se pusieron en contacto con una suspencién de micelio mas esporas de 1.
hoferi por um lapso de treinta minutos previos a la inoculacidn, en este caso también
pasadas cinco semanas se suspendio la observacién al no presentar cambios los peces. En ¢l
cuarto lote untilizando A. salina en condiciones similares a el tercer lote pero con una
suspencién de micelio unicamente los resultados fuerén similares. Como testigo del

bioensayo se manejo un lote para el control el cual se mantuvo sin que les peces mostraran

alglin cambio durante 1a duracién del mismo.
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A partir de los peces que presentaron alteraciones se confirmd la presencia de I. haferi ya
que este se aisl6 en cultivo, ademds, que por medio de técnicas histoqufmicas (tincién de
PAS) se observé diferentes formas del hongo en cortes de rifion (foto. 30 60um y 31 22um)

y del pez con nado en espiral, por medio de improntas de cerebro se observaron celulas

fiingicas con gemacién multiple (foto 29 8um).
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DISCUSION

PREVALENCIA Y DINAMICA ESTACIONAL

Se presenta el primer trabajo relacionado con enfermedades mic6ticas en peces de México
y en especial se establece la presencia de 1. hoferi en las tres piscifactorfas muestreadas del
noreste del pais, donde no existen antecedentes sobre la presencia de este hongo, por lo que
es importante su identificacién al no contar con medios para su control sanitario,
especialmente cuando se trata del traslado de peces y se disemina a otros centros acuicolas,
De acuerdo a nuestros resultados, 1a prevalencia asciende a 9.09% para la Tilapia y 21.21%
para Micropterus salmoides y de 0% para Ictalurus punctatus pero afin Son necesarias mas

contribuciones al respecto para determinar su distribuci6n en el resto del pafs y por lo tanto

su verdadera importancia sanitaria.

En el estudio publicado por Sitja y Alvarez en 1990, ellos toman como muestra un total de
127 peces cultivados de una sola especie (Dicentrarchus labrax ), de los cuales un 24% de
prevalencia para [ hoferi . La estacionalidad depende de 1a temperatura, entre 11 y 16 ° C de
temperatura s¢ observaron los valores maximos y a los 28 ° C los mfnimos. En nuestro
trabajo se revisaron 99 peces en total divididos en 3 especies diferentes M. salmoides,
Tilapia sp, y I. punctatus para una prevalencia de 21.21%, 9.09%, y 0%, respectivamente,
para un total acumulado de 30.30 %. En relacién a la estacionalidad en nuestro estudio los
meses en 1os cuales obtuvimos resultados positivos fueron: en orden decreciente Enero (6),

Febrero (3) y Marzo (1), en los cuales la temperaturadel agua se ubico entre los 16 y los
18 oC.
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CULTIVOS:

En relacién a la temperatura y perfodo de incubacién de los cultivos in vitro, Roberts
(1981) establece 10 ©C como la temperatura 6ptima y de 7-10 dias para obtener el
crecimienio en medio de agar glucosa Saboraud enriquecido con suero de bovino al 1%. En
nuestro trabajo el crecimiento lo obtuvimos en dos etapas: una a Is 10 dias y la segunda a
los 28 dias a 9 °C de temperatura en medio de agar selectivo para hongos patégenos
enriquecido con suero fetal de ternera al 1%, Estas modificaciones se realizaron a fin de
ampliar el conocimiento sobre el cultivo de este hongo. La temperatura de 9 ©C resulto ser
apropiada, mientras que €l suero fetal de ternera, por su contenido en concentracién y
diversidad hormonal (Hy Clone Lab.,Inc. 1988) es un inductor de transformacién
morfolégica en hongos (Gamez 1991), ademds el uso de un medio de cultivo selectivo con
cloramfenicol y cicloheximida elimina bacterias contaminantes y hongos saproéfitos,
respectivamente (Bioxon 1991). observamos que 1. hoferi presenta micelio cenocftico y

formaci6n de esporangios, esto se logré por medio de un microcultive, técnica de la cual no
existe antecedentes registrados en micologfa de peces.

Okamoto (1986) utiliza el medio minimo esencial (MEM 10) enriquecido con suero fetal de
ternera al 10 % para inducir diversas formas de 1. hoferi in vitro ala vez que modifica el
PH, con lo cual concordamos en nuestro trabajo y 2 la vez observamos que el medio de
cultivo no es determinante para las transformaciones fiingicas como lo es el suero fetal de
ternera ya, que nosotros utilizamos medio de Micocel con el mismo resultado. La induccién
de las diferentes formas fiingicas en las dos etapas de cultivo son reguladas por el PH y las
hormonas esteroidales, &mbos factores contenidos en el suero fetal de ternera, el primero se
modifica de acuerdo con €l crecimiente del hongo como consecuencia del agotamienio del

medio de cultivo y el segundo participa como inductor de transformacién
morfoldgica(Gdmez 1991).
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La merfstica de todas las formas observadas (citadas a continuacién entre paréntesis )
concuerda con los datos aportados en este aspecto por Dorier & Degrange (1961), el cual
tomamos como referencia comparativa. Estos autores observan los embriones ameboides de
6.7-8.5um (7.5um,foto. 2); formas esféricas uninucleadas 6 "quistes jovenes” con 8.5-
13.3um (11.3um, foto. 3) de didmetro; hifas cortas irregulares estriadas a las cuales Post
(1983) reficre como filamentium, ambas referencias sin aportar medidas (56.8um de largo,
foto. 5); estructuras de germinacién plasmodial (las cuales en la foto. & se citan como
estructura celular amorfa de 64.4um) de pared gruesa, con un proceso de diferenciacién
citopldsmica en su interior para la formacién de endosporas y las formas esféricas
multinucleadas de 10.0-14.0um (12.0-17.0um, foto, 7) de didmetro. Los esporangios
observados en la segunda etapa, con didmetro de 26.0-60.0 y hasta 75.8um en el punto de
mayor diferenciacién citopldsmica en diferentes grados de desarrollo (foto. 9 y 10), se

describen por Dorier & Degrange (1961) como la germinacién filamentosa post mortem ,

sin mencionar meristica.

HISTOLOGIA

Segtin Roberts (1981) la fase de "reposo” o fase de espora es la que se observa con mas
frecuencia. La espora en general ticne forma esférica u oval, con un didmetro de 10-250um
y presenta una doble pared, con resultado positivo a la tincién de PAS. En cortes
histoldgicos se observan las esporas en germinacién con un alargamiento citopldsmico
limitado por la membrana interior de la espora. Wolke (1975) menciona que el citoplasma
de la espora esta muchas veces vacuolizado y contiene numerosos micleos. En nuestro
trabajo, tanto en los tejidos procedentes de los peces muestreados, como también en los de
los peces del bioensayo observamos estructuras de forma ovoide, las cuales responden

positivamente a la tincién de PAS ya que adquieren un color carmin, y ademés muestran
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una pared doble. Con relacién a 1a merfstica de estas formas presenta rangos muy amplios
ya que las observamos hasta en 300x. Nuestras observaciones incluyen cortes de rifion e
higado, en cortes de branquias observamos formas fiingicas con una gran vacuolizacién en
tejido conectivo. En las improntas realizadas con tejido cerebral de los peces con signos de
enfermedad resultados del biocensayo observamos esporas ‘en proceso de germinacién
multiple con la limitada por la membrana interna de la célula. Las formas fiingicas
observadas por nosotros no difieren de las reportadas por los autores mencionados. Las

lesiones que observamos en el rifion de robalo son similares a las reportadas por Hendricks
1972

ULTRAESTRUCTURA

El trabajo publicado por Okamoto et al en 1985, incluye informacién sobre ultraesiructura
de L hoferi, en el se establece la presencia de 3 capas bien definidas que componen la pared
celular en los cuerpos esféricos de pared delgada, mientras que en los cuerpos esféricos
multinucleares terminales las capas media o externa aparecen muy delgadas o ausentes.
Ademds, menciona que la estructura de la pared celular de los cuerpos esféricos
multinucleados es similar a la de las hifas. En nuestros resultados observamos tampién la
pared celular integrada por 3 capas, tanto en cortes transversales, asi como en los
longitudinales de las hifas, la capa mas interna se reconoce como plasmalema (Cole 1986).
Ademds se observan mitocondrias y una red de microfibrillas en el dpice de la hifa, es

notoria la ausencia de ¢l "Spitzenktrper” descrito por Grove y Bracker en 1987 en

Deuteromicetos, Ascomicetos y Basidiomicetos.
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BIOENSAYOS

En relacién a este punto es importante establecer que solo existe un trabajo publicado por
Okamoto et al, en el cual se induce la enfermedad en condiciones de cultivo, este data de
1987. En el se realiz6 la infeccion por via oral de trucha arcoiris Salmo gardnieri con un
cultivo de 1. hoferi. Ellos determinaron que la forma infectiva de este hongo son los cuerpos
esféricos multinucleados de pared delgada al observar un 100% de infeccién y un 90% de
mortalidad a los 25 dias postinfeccién a una temperatura de 16 9C. Adem4s observaron
signos de enfermedad tales como obscurecimiento de la piel, perforacién en la superficie
del cuerpo, y nédulos blancos en algunos ¢rganos intemos. En nuestro experimento los
peces mostraron nado en espiral, asi como también, lesiones superficiales, formas fungicas

en improntas de cerebro, y en rifion.
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CONCLUSION

CULTIVOS

De acuerdo 2 las formas observadas, su merfstica, los aspectos fisiol6gicos del hongo, su
temperatura optima de desarrollo, el periodo de tiempo de incubacién, sus requerimientos
nutricionales y el origen de las muestras, las formas aisladas se identifican como
Ichthyophonus hoferi rteportandose por primera ocasién en peces dulceacuicolas del
noreste de México. Con esto se amplfa su distribucién, pues el 4émbito geografico conocido
comprende la regién del Atldntico norte, en aguas alrededor de Japén, Golfo de México y
Sudafrica (Sitja & Alvarez en 1990).

ULTRAESTRUCTURA

En relaci6n con la ultraestructura del hongo se confirma el crecimiento apical previamente
observado en el microcultivo, ya que se observan evidencias de la fusién de macrovesiculas
con &l plasmalema fenomeno descrito por Cole en 1986. Se confirma también el cardcter
cenocftico de las hifas atraves de este estudio, considerando la ausencia del "SpitzenkSrper”
en nuestras fotograffas y tomando como marco de referencia los trabajos de Grove y
Bracker 1987 podemos establecer que 1. hoferi no pertenece a las clases Basidiomicetes,
Ascomicetes o Deuteromicetes. Por lo tanto, queda abierta la posibilidad de que este hongo
se ubique dentro de la clase de los Zigomicetos o en la divisién Mastigomycota, pero esta
dltima posibilidad queda descartada debido a que I hoferi no presenta produccién de
zoosporas (esporas flageladas) en su ciclo de vida (Dorier y Degrange, 1961. Okamoto ef

al, 1985) y lo confirmamos cuando lo cultivamos en medio de P Y G. con resultados
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negativos, este medio es adecuado para induccién de zoosporas. Por otra parte confirmamos
la presencia de una pared celular integrada por tres capas, en la fase micelial (Okamoto es
al 1985).

HISTOLOGIA

Los cortes histolégicos procesados por la técnica de tincién de hematoxilina y eosina, no
resultaron ser muy Gtiles para la identificacién de 1. hoferi debido a la morfologia y
dimensiones que este presenta. En cambio al utilizar la tincién de PAS (dcido peryodico de
Schiff) se logré identificar con facilidad a este hongo mas que nada por la contrastante
coloracién que esta técnica proporciona tanto'a los tejidos (café) como al hongo (carmin)
que los invade, s¢ observé formas del hongo con una alta vacuolizacién lo cual es
caracterfstico de las formas ameboides, estas anteriormente fueron observadas por Okamoto
et al en 1987, adem4s observamos lesiones en rifion de M salmoides estas son muy

similares a las descritas en rifion de bacalao por Hendricks en 1972. (foto. 18).

BIOENSAYO

A traves del bioensayo planteado en la metodologfa se confirma €l cardcter patgeno de la
cepa aislada inicialmente, los peces que desarrollaron signos de enfermedad fueron
alimentados por via oral con "esporas”, estructuras derivadas de la etapa micelial, las cuales
fueron llamadas por Okamoto et al en 1987 "cuerpos esféricos de pared delgada. En este
trabajo se establece a estas como la forma infectiva, mientras que los peces alimentados con
micelio unicamente , no mostraron cambios. Con relacién a el uso de Artemia salina como
organismo transmisor de la enfermedad, aunque nuestros resultados fueron negativos, serfa
recomendable que se perfeccionara ¢l modelo de trabajo antes de descartar en forma

definitiva esta posibilidad.
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Por otra parte los peces (bagres) usados en el bioensayo, ademés de desarrollar signos de la
enfermedad, presentaron cultivos positivos en los cuales se logré recuperar la cepa
inoculada experimentalmente (Lhoferi ) y en los cortes histolégicos practicados a los

6rganos de estos peces se confirma la presencia de este hongo, el cual se desarrolla en
cerebro y rifion.

Por 1o anterior se confirma la presencia de I hoferi en robalos (M.salmoides ) y mojarras
(Tilapia sp.) cultivadas en piscifactorfas del noreste de México, reafirmando a su vez que /.
hoferi es un zigomiceto en apoyo a el criterio de Waterhouse (1973) y Okamoto et al

(1987) que lo nbican como tal en el orden de los Entomophthorales.
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RESUMEN

Nuestro estudio comprende el aislamiento de L. hoferi en robalos M. salmoides, mojarras
Tilapia sp., y bagres de canal I. punctatus. cultivados en forma intensiva en el noreste de
México. Lo anterior se llevé a cabo con un muestreo que tuvo 11 meses de duracién de
Febrero a Diciembre de 1987 en piscifactorfas de los estados de Coahuila, Nuevo leén, y
Tamaulipas. Se determiné una prevalencia acumulada para las tres especies de un 30.30 %
de infeccion. Se realizé el aislamiento por medio de cultivos in vitro con medios
quimicamente definidos. En estos cultivos se logré observar 8 formas diferentes del hongo.
En forma paralela se efectu6 el estudio histopatolégico en el cnal se demostré la presencia
del hongo en rifion y branquias tanto de robalos como en tilapias, mas no asi en bagres ya
que estos fueron negativos, para esto se utilizaron las técnicas de hematoxilina eosina y
4cido peryédico de Schif. Se inocularon peces con el objetivo de demostrar 1a capacidad del
hongo aislado para causar infeccidn, solo en 2 de los 5 que se inocularon en forma oral con
micelio y esporas se observaron signos de enfermedad como nado en espiral, A estos peces
se les disect6, de sus organos se aislo por cultivo el agente etiolégico, y se confirmé su
presencia por técnicas histolégicas en rifion y cerebro. Ademds se realiz6 el estudio de
ultraestructura de I hoferi en el se confirm6 la presencia de 3 capas que componen la pared
celular, la fusién de vesiculas a el plasmalema, y la ausencia de el "Spitzenkdrper” en el

complejo vesicular apical de las hifas el cual es caracteristico de¢ hongos con micelio

septado.
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