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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 entre junio y diciembre de 2022, el
objetivo fue evaluar el efecto del extracto acuoso de Zingiber officinale en el
control de parasitosis en alevinos de Colossoma macropomum Yy Piaractus
brachypomus. Se colectaron y acondicionaron 268 alevinos en el laboratorio
de Parasitologia y Sanidad Acuicola en las instalaciones del centro de
Investigaciones de la Amazonia Peruana- IIAP. Para su efecto antiparasitario
se probo la eficacia de las concentraciones de 0, 25, 50 y 75 mg/ml de extracto
acuoso en pruebas in vitro y la tolerancia en pruebas in vivo con bafios de 30
minutos. Los resultados del estudio mostraron que el mayor porcentaje de
eficacia fue en el tratamiento 3 (75 mg/ml) en Colossoma macropomum con
89.55% de efectividad y Piaractus brachypomus con 90.72% de efectividad.
En relacion a la carga parasitaria se redujo a un 90% para Colossoma
macropomum Yy 80% para Piaractus brachypomus después de la exposicion
al extracto acuoso de Zingiber officinale, asimismo, las pruebas de tolerancia
en Colossoma macropomum la CL50 fue de 78.57 mg/ml y en Piaractus
brachypomus fue 79.17 mg/ml. Por otro lado, se determind que el extracto
acuoso no altera los parametros fisicos y quimicos del agua y se mantienen
en sus rangos aceptables para las especies en estudio. Se concluye que el
fitoterapéutico usado para controlar la parasitosis en Colossoma
macropomum y Piaractus brachypomus demuestra tener efecto
antiparasitario lo que se le atribuye al tiempo de exposicién y la concentracién
del producto.

Palabras claves: monogenoideos, fitoterapéutico, pruebas in vivo e in vitro,

eficacia, dosis letal media.
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ABSTRACT

The present research was carried out between June and December 2022, and
its objective was to evaluate the effect of aqueous extract of Zingiber officinale
in the control of parasitosis in Colossoma macropomum and Piaractus
brachypomus fry. A total of 268 fry were collected and conditioned in the
laboratory of Parasitology and Aquaculture Health at the Peruvian Amazon
Research Center - IIAP. For its antiparasitic effect, the efficacy of
concentrations of 0, 25, 50 and 75 mg/ml of aqueous extract was tested in in
vitro tests and tolerance in in vivo tests with 30-minute baths. The results of
the study showed that the highest percentage of efficacy was in treatment 3
(75 mg/ml) in Colossoma macropomum with 89.55% effectiveness and
Piaractus brachypomus with 90.72% effectiveness. In relation to the parasite
load was reduced to 90% for Colossoma macropomum and 80% for Piaractus
brachypomus after exposure to the aqueous extract of Zingiber officinale, also,
the tolerance tests in Colossoma macropomum the LC50 was 78.57 mg/ml
and in Piaractus brachypomus it was 79.17 mg/ml. On the other hand, it was
determined that the aqueous extract does not alter the physical and chemical
parameters of the water and they are maintained in acceptable ranges for the
species under study. It is concluded that the phytotherapeutic used to control
parasitosis in Colossoma macropomum and Piaractus brachypomus shows an
antiparasitic effect, which is attributed to the exposure time and concentration

of the product.

Keywords: monogenoids, phytotherapeutic, in vivo and in vitro tests, efficacy,

median lethal dose.
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INTRODUCCION

La regidbn amazonica posee grandes beneficios para el progreso de la
acuicultura, especialmente por sus multiples zonas de agua dulce y especies

riberefias que tienen potencial para el consumo humano o como ornamental

(1),

En el afio 2020 la produccién acuicola en la regién Loreto se incremento el
150.5 % con respecto al 2019 @, La acuicultura presenta ser una actividad
rentable, es una de las actividades que genera muchos ingresos, actualmente
realizan policultivos de gamitana o paco con boquichico y otras especies ©), el
productor acuicola enfrenta una seria de problemas sanitarios causadas por
pardsitos para dichas especies, dentro de estos parasitos que se presentan
uno de los mas problematicos son los monogenoideos, es el grupo de
metazoarios que causan mas dafios en peces criados en cautiverio, por ser

parasitos situados en las branquias, siendo esta parte un érgano vital .

Estos parasitos presentan un ciclo de vida directo, y rapidamente aumentan
sus numeros, lo cual puede producir una infestacion severa y provocando
hasta la muerte de los peces' suele ser perjudiciales en los cultivos, capaz de
causar alta mortandad y pérdidas monetarias en la produccién de los

piscicultores ) (11),

Los monogenoideos son un extenso grupo de parasitos de peces con
alrededor de 720 géneros registrados. Estos parasitos se caracterizan por
presentar una estructura de fijacion, localizada en la parte posterior de su
cuerpo, conocida como “haptor”. El dafio que los monogenoideos pueden

causar a los peces depende del parasito encontrado, el area de infeccidén y el



namero de pardsitos presente. Ocasionando cuadros de infeccion
preocupantes como, hiperplasia celular, mayor mucosidad, unién de los
filamentos branquiales, entre otros dafios perjudiciales ® por dicha razén se
manifiestan pérdidas econémicas en los productores ¥, ante este problema
de parasitismo existen ciertos productos quimicos para tratar monogenoideos,
(formalina ©), verde de malaquita, azul de metileno)®(), entre otros farmacos
otros)®®0O) sin embargo, estos productos pueden ser nocivos para el
ambiente por sus residuos quimicos, para el hombre y para los peces
(triclorfon, praziquantel, levamisol, albendazol, mebendazol, entre, ademas

que pueden presentar resistencia a farmacos que se usan en acuicultura®®0),

Consumir la carne de cualquier pescado contaminado con antibi6ticos tiene la
capacidad de alterar la flora intestinal residente en los seres humanos,
originando ciertas infecciones como la Salmonelosis, que puede pueden ser
resistentes a los antibidticos 2, posteriormente puede causar fenémenos
toxico-alérgicos de dificil diagndstico por la ausencia de antecedentes de toma

de antibidticos 13,

En la actualidad, el uso de plantas medicinales como fitoterapéuticos para
peces estd en auge debido a su alta adquisicién, poca toxicidad y su
efectividad en el control de patégenos como parasitos, hongos y bacterias que
afectan la piscicultura. Sin embargo, en la region Loreto son escasas las
investigaciones que describan el uso de productos fitoterapéuticos como
tratamientos y control para endoparasitos en peces, en especifico parasitos
de la clase Monogenea; proviniendo mas investigacion de Brasil y otros paises
(19), Por ello surge la necesidad de buscar otras alternativas amigables con el

ambiente, sean de facil acceso, de bajo costo y principalmente se promueva



lo que ya se conoce empiricamente en la medicina humana como el uso de
plantas para prevenir y combatir enfermedades 3, por lo cual es importante
promover el uso de plantas medicinales que tengan efectos antiparasitarios

para tratar infestaciones provocadas por monogenoideos.

Este estudio tuvo como objetivo principal evaluar el efecto de Zingiber
officinale para el control de monogenoideos branquiales en Colossoma
macropomum Yy Piaractus brachypomus. Asimismo, los objetivos especificos
fueron, a) determinar el tiempo de accion de Zingiber officinale “kion” en
tratamientos in vitro, b) determinar la tolerancia de las concentraciones de
Zingiber officinale “kion”, c) determinar la dosis efectiva de Zingiber officinale
“kién” en tratamientos in vivo y d) calcular los principales indices parasitarios
antes y después del uso de diferentes dosis y e) determinar si el uso del “kion”
en las diferentes dosificaciones altera los parametros fisicos y quimicos del

agua.



1.1.

CAPITULO I; MARCO TEORICO

Antecedentes

En Israel en el afio 2015, se desarroll6 una investigacion sobre la
eficacia del Zingiber officinale “jengibre” contra el parasito monogeneo
Gyrodactylus turnbullien en Poecilia reticulata “guppy”. Realizaron
ensayos in vitro, en dichos ensayos probaron extractos etandlicos y
acuosos preparados a partir de jengibre liofilizado. Concluyeron que el
aumento en la concentracion del extracto se asocié con una reduccion
del tiempo hasta la inmovilizacion del parasito, siendo el extracto
etandlico mas eficiente; a 75 y 200 ppt de extracto acuoso de jengibre
los parasitos murieron a 65,6 £ 2,8 y 1,8 £ 0,2 min, respectivamente,
mientras que a 5 y 40 ppt de extracto etandlico los parasitos murieron
a 26,1 £ 0,7y 4,9 £ 0,3 min, respectivamente. Demostraron que el
extracto de jengibre ofrece un tratamiento alternativo eficaz contra la

infeccion monogénica en peces 14,

En Brasil en el aflo 2015, investigaron los efectos antihelminticos en
pruebas in vivo e in vitro que posee el aceite esencial de Lippia alba
‘jluanilama” hacia los monogenoideos Anacanthorus spathulatus,
Notozothecium janauachensis y Mymarothecium boegeri de
Colossoma macropomum. Las concentraciones de 1280 mg/l y 2560
mg/l demostraron actividad del 100% después de 20 minutos de
exposicion in vitro. Los autores indican que este aceite esencial de
Lippia alba tiene alta eficacia en sus ensayos in vitro contra dichos
monogenoideos e in vivo contra el protozoo Ichthyophthirius. multifiliis.
Sin embargo, las concentraciones que eliminan estos ectoparasitos son

toxicas para los huéspedes 19,

El 2016 en Brasil, realizaron un estudio sobre la actividad
antiparasitaria en ensayos in vivo e in vitro del aceite esencial de Lippia
sidoides “orégano” aplicado en Colossoma macropomum contra
monogenoideos Anacanthorus spathulatus, Notozothecium

janauachensis y Mymarothecium boegeri las concentraciones que
4



usaron fueron 320 mg/l y 160 mg/l las cuales demoraron ser 100%
efectivos contra estos monogenoideos mencionados, sin embargo, en
este estudio no fue totalmente efectivos contra Ichthyophthirius
multifiliis. 10 mg/mly 20 mg/l de este aceite esencial de Lippia sidoides
demostré tener un efecto anestésico en los peces. Los autores
concluyeron que el aceite de Lippia sidoides en su prueba in vitro
demostro tener funcion antiparasitaria y sus bajas concentraciones han

manifestado efectos téxicos (16,

Asimismo, en S&o Paulo, en el afio 2016, estudiaron a Melaleuca
alternifolia “arbol del t¢” y Mentha piperita “menta” y la oleorresina (OR)
de Copaifera duckei “copaiba” para determinar su actividad
antihelmintica in vitro contra los parasitos monogénicos del pacu
Piaractus mesopotamicus. El tratamiento in vivo que hicieron en bafios
fue de 10 y 50 mg/l de Copaifera duckei durante 10 min disminuyeron
alrededor 45 % en los peces que estaban en tratamiento con dosis de
50 mg/l. Los autores revelan los cambios branquiales y hepéticas en
los peces, recomendando bafios cortos durante sus tratamientos.
Finalmente indican que Copaifera. duckei puede ser un tratamiento

alternativo para combatir los parasitos monogenoideos 7).

Por otro lado, el 2017 en Brasil, en una investigacion sobre los efectos
histopatoldgicos, antiparasitarios y hematopatolégicos en pruebas in
vitro e in vivo del aceite esencial de Lippia origanoides “orégano” en
Colossoma macropomum. Reportaron 100% de efectividad usando
concentraciones de 320 y 160 mg/lI" ! en sus pruebas in vivo, por lo
contrario, en sus pruebas in vitro no reportaron reducciones en la
abundancia de parasitos. Finalmente, concluyeron que este aceite de
Lippia origanoides en sus ensayos in vitro resulto poca efectividad de
dosis hacia los parasitos monogenoideanos de Colossoma

macropomum (18),



En Brasil el 2019, en una investigacion evaluaron la eficacia de Mentha
piperita “menta” en el cuerpo y branquias de Colossoma macropomum
en experimentos in vivo infectados por el dinoflagelado Piscinoodinium
pillularey, posteriormente, fueron dispersados en tanques y sometidos
a 5 tratamientos diferentes: control, control + alcohol etilico y tres
concentraciones de aceite esencial de Mentha piperita (10, 20 y 40 mg
I 1) por 3 dias. Finalmente, demostraron que este aceite esencial
presenta efectividades de 63,22% y 42,97% (utilizando 20 mg/I'1) y del
79,91% y 54,56% (40 mg/I"* p < 0,05) de trombocitos en comparacion
a las concentraciones de 20 y 40 mg/l-* con los peces de control. Por
ultimo, concluyen que 20 mg/lI"! de aceite esencial redujo la carga
parasitaria de Piscinoodium pillularey sin causar cambios fisiol6gicos

significativos en Colossoma macropomum @9),

El 2019 en Perq, realizaron un estudio de la accion antihelmintica
donde utilizaron cuatro dosificaciones (250, 500, 750 y 1000 ul/l) de
latex de Ficus insipida “ojé” sobre monogéneos de Colossoma
macropomum. De las concentraciones dichas, donde obtuvieron mayor
accion fue en las concentraciones de 750 y 1000 pl/l de latex de Ficus
insipida, la inmovilizacion de los monogenoideos ocurrié después de 1
h y 30 min en comparacion de las demas concentraciones que la
inmovilizacion de los monogenoideos se dio a pasado las 4 horas de
exposicion aproximadamente. Los autores recomiendan el uso de 1000
pl/l para efectuar bafios terapéuticos hacia monogenoideos de

Colossoma macropomum (9,

En Brasil en el afio 2019, varios autores estudiaron la eficacia del aceite
esencial de Lippia grata “romerillo de monte” hacia los monogéneos de
Colossoma macropomum, donde experimentaron a Lippia grata con
dos controles (agua del Imgar de cultivo y con el agua del Imgar de
cultivo + alcohol etilico al 70%). Posteriormente, demostraron el 100 %
de inmovilizacion en ensayos in vitro exponiéndoles a 700 y 350 mg/I

después de 30 min de someterlos a ese ensayo. Los ejemplares de



1.2.

Colossoma macropomum toleraron 700 mg/l de aceite esencial.
Asimismo, concluyeron que la dosis de 700 mg/l demostraron una
eficacia del 95.1% contra los monogenoideos, indicando a la
concentracion de 700 mg/l de Lippia grata es una concentracion segura
y eficaz para tratar a Colossoma macropomum afectados por

monogenoideos @1,

En Iquitos el 2021, se realizd una investigacion sobre efecto toxico y
antihelmintico del extracto acuoso y aceite esencial de hojas de
Mansoa alliacea “ajos sacha” en alevinos de Colossoma macropomum,
registrando mayor eficacia sobre los monogenoideos (Anacanthorus
spathulatus, Notozothecium janauachensis y Mymarothecium
tantaliani) 90 ml/l del EA (63.85%) y 55 mg/l del AE (46.34%) en bafios
de 24 horas de exposicion. Los fitoterapéuticos que se evaluaron
obtuvieron resultados antiparasitarios en los alevinos de Colossoma
macropomum, dependiendo de la concentracion y del tiempo de

exposicion @2,

Bases tedricas

1.2.1. Descripcién de Colossoma macropomum “gamitana” y Piaractus

brachypomus “paco”

La “gamitana” presenta cuerpo de forma romboidal, alcanza hasta un
metro. Presenta cabeza grande; con huesos pre-opercular y opercular
de borde fibroso (huesos operculares angostos con manchas negras).
En los adultos el cuerpo y aletas de color oscuro uniforme (negro). El
‘paco” presenta cuerpo hondo y denso, con un opérculo poco
desarrollado, mientras que en los juveniles presentan cuerpo plateado,
con una mancha en el medio del cuerpo. Los adultos no tienen ocelos
y la mitad superior de su cuerpo es naranja y la mitad superior es

grisacea con aletas amarillentas ).



1.2.2.

Distribucion

Ambas especies presentan la misma distribucion geografica, habitat y
nicho ecoldgico 3. Son de ambientes de agua dulce en las cuencas
del Amazonas y el Orinoco de América del Sur tropical. También se
localizan en rios ricos en nutrientes y agua limpia, como Madeira,
Jurua, Putumayo y otros afluentes, asimismo, en rios particularmente
oscuros y bajas concentraciones en nutrientes como el rio Negro y rios
de aguas claras con diversos afluentes. Se encuentran solo en los 300
km inferiores (200 millas) y rara vez mas alla de los 150 km inferiores

(100 millas), son las especies mas comerciales en el mercado @4,

1.2.3. Comportamiento reproductivo

Las especies “paco” y “gamitana” comparten el mismo patron
reproductivo, reproduciéndose al inicio de la crecida del rio de octubre
a diciembre y pueden continuar hasta marzo 23, Estas especies migran

anualmente para realizar su reproduccion @4,

1.2.4. Habitos alimenticios

1.2.5.

Las especies “gamitana” y “paco” tienen habitos alimenticios
omnivoros, en estado larval son insectivoros, los juveniles se alimentan
de zooplancton (cladéceros, rotiferos y copépodos) y los adultos comen
frutas y semillas, estas especies han adecuado sus dientes

(moraliformes) a sus costumbres alimenticios 23,

Descripcién taxon6mica de Colossoma macropomum Yy Piaractus

brachypomus.
Reino: Animalia Animalia
Filo: Chordata Chordata
Clase: Actinopterygii Actinopterygii



Orden: Characiformes Characiformes
Familia: Serrasalmidae Serrasalmidae
Género: Colossoma Piaractus
Especie: Colossoma Piaractus

macropomum brachypomus
(Cuvier,1816) (Cuvier,1818)

Nombre “‘gamitana” “paco”

comun:

1.2.6. Reportes de plantas con fines fitoterapéuticos

1.2.7.

Existen reportes donde se hicieron algunos estudios de fitoterapéuticos
con efectos antiparasitarios con diferentes tratamientos contra
monogenoideos presentes en Colossoma macropomum, las plantas
que se utilizaron en 2015 fueron Lippia alba 4. En 2016 Lippia
sidoides, Melaleuca alternifolia y Mentha piperina 19, sin embargo, en
2017, se uso Lippia origanoides 7. En 2019 y 2021 utilizarén el latex
de Ficus insipida 9. Asimismo, en el 2021 en Iquitos, se us6 Mansoa

alliacea “ajos sacha”.

Reportes de monogenoideos presentes en C. macropomum y P.

brachypomus.

Se encuentran investigaciones sobre la existencia de monogenoideos
en branquias de C. macropomum, en 2015 se reporté a Anacanthorus
spathulatus, Notozothecium janauachensis y Mymarothecium boegeri
(16) en 2021, se registr6 a Mymarothecium tantaliani ?? infestando a
‘gamitana”. Por otro lado, también hay registros de monogenoideos

parasitando a “paco”, en 2009 y 2019 se report6 a Mymarothecium



viatorum, Anacanthorus penilabiatus ?”) y Anacanthorus spathulatus 8
(29)

1.2.8. Caracteristicas y distribucién de Zingiber officinale
Es una plantita herbacea rizomatosa, mide hasta de 1 m, tiene gran
apariencia y con hojas de forma lanceoladas, sus flores son irregulares,
el pétalo (modificado) de color morado claro con terminaciones
verdosas y espigas agrupadas 9. Su rizoma (la parte que mas se usa)
tiene un olor aroméatico caracteristico de esta planta y presenta sabor
picante. La parte superficial del rizoma tiene una coloracion marrén
medio amarillento y presenta finos surcos de forma alargado, esta parte

presenta fisura corta y amilacea Gb.

Es originaria de las regiones tropicales del sudeste asiatico, siendo
China e India los principales productores. Posteriormente, impact6 en
Europa y América cuando se le utilizd como planta medicinal ©2),
Asimismo, el “jengibre” o “kion” fue llevado al Peru durante el siglo XVIII,
se adapté y se cultiva actualmente en las diferentes regiones de

nuestro pais 2,

Descripcion taxondmica de Zingiber officinale

Reino: Plantae

Division: Angiospermas

Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales

Familia: Zingiberaceae
Género: Zingiber

Especie Zingiber officinale (Rosc., 1807)

10



Nombre conocido: Kion o jengibre (Peru), ajengibre (Cuba), jengibre
dulce (Puerto Rico), gingembre ((Antillas Francesas), Ingwer (aleman),

Gingembre (francés), Gengibre (portugués) @3,
1.2.9. Composicion quimica de Zingiber officinale

Su rizoma contiene un alto contenido de agua (80 a 90%) alto contenido
en fibra y almidon (5.4 a 16.2 %) 8, El extracto hidroalcohdlico de
Zingiber officinale “kion”, presenta un 50% de su composicion de
almiddn, del 1 al 3% de aceite esencial es el responsable de su sabor
caracteristico (d-camfeno, felandreno, zingibereno, cineol, citral, borneal,
gingerol y sesquiterpenos), ademas de azlcares, proteinas, vitaminas
del complejo B y vitamina C ®3), antocianinas, alcaloides, flavonoides,
aminoacidos, saponinas, taninos, azlcares reductores y fenoles G4,
Asimismo, mediante las técnicas de tamizaje fitoquimico, demostraron
gue también posee lactosa, aceites, glicosidos cardiotdnicos, triterpenos,

quinonas, resinas y mucilagos 6) @7,

Sus compuestos volatiles (aceites esenciales), son derivados por el
proceso de sublimacion de la emanaciéon del rizoma, son los
responsables de brindarle su olor, mientras que los componentes no
volatiles son los compuestos fendlicos, que le suministran el picante a

esta planta (38 (39),

1.2.10. Uso antiparasitario de Zingiber officinale

El extracto acuoso que se obtiene del rizoma de Z. officinale adquieren
significativas actividades antiparasitarias. La funcion que se le denomina
como antiparasitario, es por la respuesta de resistencia de los parasitos.
La accion antiprotozoaria del jengibre es profundamente asociada a su
accion antioxidante, afectando a los trofozoitos, ocasionando el
desintegrado de los protozoos. La influencia del extracto de jengibre
puede llegar a alterar el pH del medio donde se aplica, interrumpiendo con
el metabolismo y absorcion de los parasitos, o que puede ocasionar un

retraso en su movimiento y como consecuencia la muerte del parasito ©¢°)
(40) (41).
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Existen estudios que afirman que “jengibre” elimina los monogenoideos
en especies como “guppy”, disminuyendo la prevalencia e intensidad de
la infeccién de Gyrodactylus turnbulli, demostrando que es un tratamiento
eficaz y alternativo contra la infeccion por monogenoideos en los peces
(53), Asimismo, se reportd el uso de “jengibre” como antiparasitario contra
la infeccién provocada por Fasciola gigantica (trematodo), manifestando
disminucién en su movimiento ¢4,

Igualmente realizaron un estudio utilizando al “kidon” contra acantocéfalos
infectando a “gamitana”, suministrando su aceite esencial con las dietas
experimentales demostrando menor efecto antihelmintico contra

acantocéfalos ©9,

12



1.3. Definicién en términos basicos

Extracto acuoso: Producto sélido o viscoso obtenido por evaporacion de un

jugo o una solucién de materia vegetal o animal “3),

Antiparasitario: Medicamento utilizado para tratar infecciones causadas por

parasitos ¢4,

Concentracion letal: Es la concentracion obtenida estadisticamente de una
sustancia que produzca la muerte en el 50% de los animales expuestos a la
sustancia durante un periodo de tiempo determinado, siendo durante o

después de la exposicion ).

Monogenoideos: Son parasitos del filo platelmintos que pueden llegar a
ocasionar pérdidas econdémicas al parasitar a especies de peces de interés

comercial 49,

Fitoterapia: El uso terapéutico de productos a base de plantas con fines
terapéuticos para prevenir, aliviar o curar enfermedades, o para el

mantenimiento de una buena salud “7.

Terapéuticos: Tratamientos con la finalidad de curar una enfermedad o de

aliviar las molestias 9,

Ciclo de vida directa: Es cuando el parasito vive su vida completa

comprendida dentro del hospedero y se reproduce dentro de él “49).

Parasitos: Organismos que son fisioldgicamente dependientes de su

hospedero para sobrevivir, suele causarle algin dafio o enfermedad ©9.

Dosis letal media: Dosis de una sustancia o radiacién con efecto letal para la
mitad de un grupo de plantas o animales de prueba; utilizado como indicador
de la toxicidad aguda de una sustancia ¢,

Alevinos: Especimenes que alin no han alcanzado su madurez sexual 42,

13



CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1. Formulacion de la hipotesis

Zingiber officinale “kion” presenta un efecto antiparasitario en el control de
monogenoideos en alevinos de Colossoma macropomum “gamitana” y

Piaractus brachypomus “paco”
2.2. Variables y su operacionalizacion

Independiente
Extracto acuoso de Zingiber officinale “kion”
Dependiente

Efecto antiparasitario para el control de monogenoideos (Dosis efectiva)

Variable Definicion Tipo Indicador Esca | Categori | Valores Medios de
la de a de la verificacion
medi categori
cion a

Extracto acuoso | Sustancia Alta 30 ml/l Tratamiento

de extraida _ . . S

Jiiber mediante el Cuantitativa Dosis (ml/l) rC])z;:il establecidos

Hicinele skigy | licuado  de Media | 20mi |Y
“kién” con tratamiento

(|ndependiente) agua como control.
solvente. Baja 10 mi/l

Efecto Concentraci Alta > 66% Ficha de

antiparasitario on del . . base de

para control de producto que Il\ggrrt)z;l;gggosde Sa:?l datos.

. rovoca la itati : .
monogenoideos P Cuantitativa . > 33% | calculo de
: Dosis efectiva muerte de Eficacia de los Medi pero la eficacia
' los parasitos. tratamientos: edia < 66% de los

f — 0
(Dependiente) Ef= (Mcont — tratamientos
Mtrat / Mcont)
x100
Baja < 33%
Alta > 66%
Prevalencia
(%) = (Peces 0
parasitados/pe > 33%
ces totales) * Media pero
100 < 66%
Baja <33%
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Ficha de

base de
datos.
Alta > 100
) Célculo de
Intedn5|dad d los indices
media e o
. ., Moderad > 50 paraSItarIO§
infestacion a bero (Prevalencia
Im = Nro total , Intensidad
de paréasitos <100 !I:feecggc'ér?e
de una Baja Im<50 | on,
determinada Ordi : Abundancia
; - especie/Peces | npal media ~ de
Especies de | Parasitos parasitados. infestacion).
monogenoideos | que se
encuentran
en las | Cuantitativa
branquias Alta > 100
Abundancia
media de
infestacion Moderad | > 50
a pero
Am = Nro total
de parasitos <100
de una
determinada .
especie/Peces Baja <50
totales
Dosis letal | Concentraci | Cuantitativa DL50 = (y-b)/m | Ordi | Letal Mata al | Ficha de
media DL50 on del nal 50% de | base de
producto peces datos.
capaz de .
caEsar la Célculo del
muerte  del No Letal Mata a I\D/ll__SO ften
50% de la menos Elcrolso
poblacion en del 50% xcel.
estudio. de
peces
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA
3.1. Tipo y disefio

El disefio fue experimental transversal y del nivel descriptivo; se considera
experimental, porque se manipularon de manera intencional de las variables
de interés, transversal por que se analizaron las variables de interés en un
tiempo determinado y descriptivo porque considerd la evaluacion de las

variables en un tiempo determinado.
3.1.1. Lugar de ejecucién

La investigacion se desarrolld en el laboratorio de Parasitologia y Sanidad
Acuicola dentro del IAP. Ubicado en la carretera Iquitos-Nauta, a la altura del
km 4.5, distrito de San Juan Bautista, Maynas, regién Loreto, en las
coordenadas 3°49°01.81” S 73°19°15.54” O. (anexo 3)

3.2. Disefio muestral

Poblacion de estudio

Constituida por alevinos de Colossoma macropomun “gamitana” y Piaractus
brachypomus “paco”, obtenidos de los estanques del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana. Posteriormente fueron adecuados

en peceras para realizar los 3 tratamientos diferentes para el estudio.

Muestra

Se utilizaron un total de 268 peces, siendo 134 de Colossoma macropomum
y 134 de Piaractus brachypomus. Los peces fueron empleados en diferentes
pruebas, las cuales son descritas a continuacion:

Para las pruebas in vitro se utilizaron 04 individuos de Colossoma
macropomum y 04 de Piaractus brachypomus.

Para las pruebas de tolerancia se emplearon 40 individuos de Colossoma
macropomum y 40 de Piaractus brachypomus.

Para las pruebas in vivo se utilizaron 90 individuos de Colossoma

macropomum y 90 de Piaractus. brachypomus.
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Criterios de seleccion

Criterio de inclusion

Alevinos de Colossoma macropomum Yy Piaractus brachypomus con

branquias infestadas.

Criterio de exclusion

Alevinos que no presenta branquias infestadas.

3.3 Procedimiento, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.3.1 Procedimiento de recoleccion de datos.

a)

b)

Infestacion experimental

Los alevinos Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus se les
acondicion6 en un tanque de concreto (Anexo 4) y recibieron un manejo
inadecuado durante 10 dias, con la finalidad de causarles estrés en los
peces e inducir a la infestacion; por ello, se introdujo 200 “gamitanas” y
200 “pacos”. Los peces fueron alimentados una vez al dia Ad libitum
utilizando alimento balanceado. Se monitoreo la prevalencia de los
monogenoideos cada 3 dias, en total se dej6 20 dias. Hasta registrar el
100% de prevalencia y presencia de nimeros parasitos que se verifico
con la revision de las branquias bajo el estereoscopio, siendo indicador

para iniciar los experimentos.
Colectay acondicionamiento de los peces

Los alevinos de Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus
fueron trasladados de los tanques de concreto para acondicionarlos en
peceras de vidrios de 0.20 x 0.20 x 0.25 m (capacidad de 10 litros) del
laboratorio de Parasitologia y Sanidad acuicola del IAP.
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d)

Colecta de la raiz de Zingiber officinale “kién” y obtencién del

extracto acuoso.

Las muestras de Zingiber officinale “kion” fueron adquiridos del mercado
Belén. Se usoé la parte de la raiz (rizoma) frescos y sanos.

Preparacion del extracto de Zingiber officinale “kion” y obtenciéon

del extracto acuoso liofilizado.

Para la preparacion de Zingiber officinale “kién” se utilizé 100 gr de la
raiz (rizoma), el cual fue licuado en un litro de agua, asimismo, fue filtrada
con ayuda de papel filtro. Posteriormente, se obtuvo una solucién
“‘madre” obtenida de la dilucion de 100 g de “kién” en 1l de agua, anexo
5.

En la obtenciébn de extracto acuoso liofilizado se us6 el mismo
procedimiento explicado anteriormente (100 gr + 1l de agua), luego de
ello se procedid a colocar en envases debidamente rotulados por cada
envase se puso 50 ml, se lo llevé a congelacion (24 horas).
Posteriormente, se introdujo en la maquina liofilizadora (el proceso de
liofilizacion se realiza al vacio y a bajas temperaturas) por un periodo de
tres dias que dura el proceso. Finalmente se junté el producto, se puso
en una fiola y se diluy6é con ayuda de agua destilada (50 ml) hasta que

la solucion llegue a estar homogeneizada.
Determinacion de las dosis de “kion” a emplearse

Las dosis de 10 ml, 20 ml y 30 ml se seleccionaron previamente por

ensayos anteriores con las mismas especies.
Célculo de las concentraciones de las dosis empleadas.

Las concentraciones de “kion” que tuvieron las dosis de 10, 20, 30 ml/l.
fueron calculadas por la formula de soluciones (V1.Ci= V2. C2). En un
previo ensayo piloto que se realiz6 en el laboratorio, al liofilizar muestras

de “kién”, se saco el peso de lo que queda de la muestra (peso seco), se
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f)

9)

calcularon el peso obtenido de kion puro y se saco las concentraciones.
Por ello las concentraciones dadas en los ensayos fueron 25 mg/ml =10
ml/l, 50 mg/ ml = 20 ml/l y 75 mg/mI=30 ml (equivalentes a cada uno de
las dosis). (anexo 10).

Tolerancia a las concentraciones de “kion”

Para probar la tolerancia de los peces “‘gamitana” y “paco” a las
concentraciones 25 mg/ml, 50 mg/ ml'y 75 mg/ml y un control (O ml/l),
se utilizaron 4 peces por tratamiento (4 de “gamitana” y 4 de “paco”) un
total de 20 peces. Se aplicé el producto y se monitoreo por una hora
(los bafios fueron de 30 minutos). Se anotaron si hay cambios de
comportamiento. Se monitoreo por una hora ya que en el experimento
el tiempo de accion esta estipulada para bafios de 30 minutos. En esta
parte se evalu6 si el producto les dafia, mata o toleran las

concentraciones.
Célculo de la dosis letal media DL50

Para esta prueba se utilizaron 40 alevinos de “gamitana”, 40 alevinos
de “paco” para el ensayo con extracto acuoso. Asimismo, los peces
fueron acondicionados en peceras de 10 litros de capacidad. Se
evaluaron 4 tratamientos, cada tratamiento tenia su repeticion y fueron
distribuidas al azar. Las concentraciones se obtuvieron de los
resultados del test de prueba de tolerancia. Se controlé la supervivencia

de los peces luego de las 24 horas.

Asimismo, los valores de DL50 del fitoterapéutico se calcularon segun
Sprague (1973) ®%, con la prueba aritmética de la dosis letal media
aplicando la formula de x=(y-b)/m, utilizando un gréafico de dispersion
para establecer sus valores. En este tipo de analisis se grafica en las
ordenadas el porcentaje de mortalidad contra la concentracion del

toxico en las abscisas.
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)

h) Ensayos in vitro de la eficacia de los tratamientos

Se colocaron un arco branquial en cada placa petri, con los tratamientos
de 10 ml, 20 ml y 30 (3 placas petri por tratamiento) adicionalmente 3
placas del tratamiento testigo con concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/
ml y 75 mg/ml. A cada placa se le suministraron 10 ml de agua.
Posteriormente de la solucibn madre (extracto acuoso de “kion”) se
extrajo y se aplicaron a cada una de las placas con las concentraciones
acordadas. Se controlaron el tiempo de acciéon del extracto, de acuerdo

a la mortalidad de los parasitos con ayuda del estereoscopio.

Ensayos in vivo de la eficacia de los tratamientos

De la solucion “madre” (extracto acuoso de kion) se emplearon las dosis
establecidas que fueron: T1 =10 ml/l, T2 = 20 ml/l y T3 = 30 ml/l, con
concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ mly 75 mg/ml, en cada tratamiento
se contd con una réplica. Por ello, se colocaron en cada pecera (unidad
experimental) 10 peces por tratamiento, adicionalmente 10 peces mas
(para el tratamiento testigo o control) un total de 40 peces por especie.
Se aplico el producto una vez al dia durante 30 minutos por espacio de
3 dias, luego se sacrificé a todos los peces para realizar el conteo de los
parasitos para poder visualizar cuanto disminuyo la carga parasitaria (del
inicio del experimento) en comparacion a los posteriores 3 dias de aplicar

el tratamiento.

Disefio experimental in vivo

El experimento se realiz6 una sola vez. Se colocaron 10 peces por

pecera para ambos especimenes con las correspondientes

concentraciones de extracto acuoso de “kion” basado en 3 tratamientos

y un testigo. (gréafico 1y 2).
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Grafico 1. Disefio experimental in vivo para “gamitana

Grafico 2. Disefio experimental in vivo para “paco”

k) Disefio experimental del tratamiento in vitro

Se utilizaron 3 placas Petri para los tratamientos, con las
concentraciones de 25 mg/ml, 50 mg/ mly 75 mg/ml en 10 ml de agua.
Cada placa con un arco branquial, asimismo para el tratamiento testigo
(TO). En cada tratamiento se usoO 4 réplicas por tratamiento como se
puede ver en el esquema. En este ensayo se usé 8 peces (se aplicaron

para las dos especies en estudio). (Grafico 3y 4)

Grafico 3. Disefio experimental in vitro para “gamitana”
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Grafico 4. Disefio experimental in vitro para “paco”

) Registro de los parametros fisicos y quimicos.

Se registraron parametros fisicos, temperatura (°C) y parametros
quimicos, oxigeno (mg/ml) y pH (IU). Se registro por un periodo de tres
dias (duracion de la prueba in vivo) en el testigo (TO) y en los 3
tratamientos (T1, T2 Y T3). Para ello se utilizo el multiparametro (HANNA
HI98194) y todas las anotaciones se registraron en una ficha.

3.4. Técnicas de recoleccion de datos
3.4.1. Fijacion y analisis de branquias

Para fijar, se extrajeron los arcos branquiales de los pecesy se colocaron
en recipientes con agua caliente a 65° C, luego se agité vigorosamente
los frascos con la finalidad de desprender los parasitos y estirar sus
cuerpos (para visualizar mejor los 6rganos y sus estructuras). Se
conservaron las branquias utilizando formol al 5%. Este proceso se
realiz6 antes de ejecutar el experimento para determinar la carga
parasitaria inicial de monogenoideos y también se realiz6 al finalizar los

03 dias de experimentacion.

3.4.2. Preparacion de las laminas

Para aclarar a los monogenoideos, los parasitos se ubicaron en laminas

portaobjetos con una gota de solucion purificadora de Hoyer, cubriéndo
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con laminillas cubre objetos y dejandolas secar por 24 horas, luego ser

observaron al microscopio para su identificacion.

3.4.3. Identificacion y descripcion de monogenoideos

Para la identificacion, fue necesario visualizar las estructuras
esclerotizadas de las laminas clarificadas. Posteriormente, se
identificaron a las especies de monogenoideos por las caracteristicas
morfologicas. Por ello, se utilizaron articulos cientificos actualizados y
libros especializados, ademas de contar con el apoyo de expertos en

la identificacion de estos parasitos.

3.4.4. Registro fotografico de las especies de monogenoideos identificadas

Para poder identificar las estructuras externas e internas de cada
pardsito las fotografias fueron registradas en un software con conexion

del microscopio al computador.
3.4.5. Célculo de los indices parasitarios

Se calcularon fueron los siguientes: Prevalencia (%P), Intensidad (1),

Intensidad media (Im) y Abundancia media (Am).

Prevalencia (%P):
P=22X100
PE

Doénde:

PP = Numero de peces infectados por una determinada especie de

pardsito.
PE = Numero total de peces examinados

Intensidad (1), expresado como variacion numeérica (numero total de
parasitos encontrados).
Intensidad media de infestacién (Im):

Nspl
NPsp1l

Im =
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Donde:
Nspl = Numero de individuos de una determinada especie de parasito.

NPspl = Numero de peces infectados por una determinada especie de

parasito.

Abundancia media (Am)

__ NTP
" NPE

Dénde:
NTP = Numero total de parasitos de una determinada especie.

NPE = Numero total de peces examinados (parasitados y no

parasitados) de la muestra.

Para estimar la eficacia de los medicamentos mencionados en el

control de los monogenoideos se utilizé la siguiente formula.

Ef= (Mcont — Mtrat / Mcont) x100
Donde:
Ef. Eficacia del control (%)
Mtrat: Media del nimero de parasitos en los grupos tratados.
Mcont: Media del nUmero de parasitos en el tratamiento control.
3.5. Procesamiento y analisis de datos
Analisis estadistico

Para el procesamiento y analisis de la informacion se utilizé estadistica
descriptiva, y los datos se almacenaron en una hoja de calculo de Excel
para la identificacion de indices monogenoideos y parasitarios, asi como
para el calculo de la mediana de la dosis letal, también realizado en el

mismo Microsoft Excel version 10.

Para la verificacion de la distribucion normal o no de los datos se
utilizaron la prueba de normalidad de Shapiro Wilk. Posteriormente, se

utilizé el andlisis de varianza ANOVA-Test Tukey dado que los datos
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fueron considerados como paramétricos segun la prueba de normalidad

aplicada.

3.6. Aspectos éticos

Se han hecho las siguientes recomendaciones para sacrificar a los
alevinos: Con la ayuda de una aguja o estilete, se introdujo a la altura de
la zona de la cabeza (fontanela), realizando un ligero movimiento lateral

gue destruye el cerebro y provoca la muerte inmediata del pez.

Asimismo, el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana - II1AP
cuenta con la R. D. N° 132-2014-GRL-DIREPRO del Ministerio de la
Produccién, otorgandole la facultad de recolectar, investigar y producir
peces, asi como desarrollar trabajos en acuicultura el mismo que esta
actualizado con la R. D. N° 217-2016-GRL-DIREPRO.

El AP cuenta con habilitacion PTH-068-16-PEC-SANIPES para
trabajos acuicolas de acuerdo con las normas sanitarias. Con esta
normativa, los planes de investigacion vigentes se regiran por las normas
éticas establecidas a nivel institucional, nacional e internacional para

generar nuevos conocimientos.
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IV. RESULTADOS

4.1. Tiempo de accion de Zingiber officinale “kién” en tratamientos in

vitro.

En las pruebas de accion de “kion” para la muerte de los parasitos
(monogonoideos) presentes en Colossoma macropomum, el tiempo mas
corto lo tiene el T3 (75 mg/ml) con el tiempo de 24+3 minutos, el T2
(50mg/ml) se registré 37+3 minutos, Sin embargo, el tratamiento que mas
demoro en matar fue el T1 (25 mg/ ml) con el tiempo promedio de 55+13,
como se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Tiempo de accion en minutos del extracto de “kiéon” en
tratamientos in vitro para Colossoma macropomum “gamitana”

Tratamientos Repeticiones Conc. Tiempo Tiempo
(mg/ml) m::rte Promedio
(min) (min)
TO R1 730
(control con agua) R2 860 781158
R3 0 785
R4 748
R1 42
Tl R2 25 73 55+13
R3 55
R4 48
R1 40
R2 33
T2 R3 50 38 3743
R4 35
R1 23
R2 28
T3 R3 75 20 24+3
R4 25
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En las pruebas de accién de “kion” para la muerte de los parasitos
(monogonoideos) presentes en Piaractus brachypomus, el T3 (75 mg) se
registré el tiempo més corto con 266 minutos, el T2 (50 mg/ml) con 425
minutos, sin embargo, el tratamiento que mas demoro en matar fue el T1 (25
mg/ ml) un tiempo promedio de 61+7 minutos. (Tabla 2)

Tabla 2. Tiempo de accion en minutos del extracto de “kion” en tratamientos
in vitro para Piaractus brachypomus “paco”

Tratamientos Repeticiones Conc. Tiempo Tiempo
de .
Promedio
(mg/mi) muerte
(min) (min)
TO R1 650
(control con agua) R2 0 735 656158
R3 642
R4 596
R1 54
1] R2 25 70
R3 61 6117
R4 59
R1 45
R2 50 39
T2 R3 48 4245
R4 37
R1 33
R2 20
T3 R3 75 28 2616
R4 22
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4.2. Tolerancia a las concentraciones de “kiéon” en los alevinos de

Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus.

DL50 en Colossoma macropomum

Al realizar las pruebas de toxicidad o dosis letal media (DL50), se obtuvo un
DL50 = 78.57 mg /ml “kion”, tal y como es reflejado en el grafico 1. Con
respecto a las dosis empleadas, se registré una mortalidad del 40% de los
peces al tercer dia de tratamiento para el T3 (75mg/ml = 30ml/l), un 20% de
mortalidad para el T2 (50 mg/ml = 20ml/l) registrando también mortalidad al
tercer dia de tratamiento. Para el T1 (25 mg /ml = 10 ml/l) no se registraron
mortalidades. (tabla 3 y gréfico 5)

Tabla 3. Datos registrados para realizar la CL50 para Colossoma

macropomum.
DOSIS (mg /ml) Nro peces Mortalidad % mortalidad
75 10 4 40
50 10 2 20
25 10 0 0
0 10 0 0

Ensayos de toxicidad aguda
50

40 y=056x-6 @
° R?=0.8909"""
8 30 .
= e ® Ensayos de toxicidad
o 20 L@ aguda
-qo: 10 --------- Lineal (Ensayos de
= toxicidad aguda)

0 e

o 20 40 60 80

-10
Dosis mg/ml de"kion"

Gréfico 5. Relacion dosis-letalidad del extracto acuoso de
Zingiber officinale en alevinos de Colossoma macropomum.
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DL50 en Piaractus brachypomus

Al hacer las pruebas de toxicidad o dosis letal media (DL50), se obtuvo un
DL50 = 76.67 mg /ml “kién”, tal y como es reflejado en el grafico 2. Con
respecto a las dosis empleadas, se registré6 una mortalidad del 50% de los
peces al tercer dia de tratamiento para el T3 (75mg/ml = 30ml/l), un 30% de
mortalidad para el T2 (50mg/ml = 20ml/l) registrando también mortalidad al
tercer dia de tratamiento. Para el T1 (25mg/ml = 10 ml/l) no se registraron
mortalidades, registrandose en la tabla 4 y grafico 6.

Tabla 4.Datos registrados para realizar la CL50 para Piaractus

brachypomus.
DOSIS (mg/ml) | Nro de peces Mortalidad % mortalidad
75 10 4 40
50 10 3 30
25 10 0 0
0 10 0 0
Ensayos de toxicidad aguda
45
40 y=0.6x-4 @
35 R?=0.8824
30 o .
he] -
© 25 :
% 20 @® Ensayos de toxicidad
T aguda
o B° .
o T —— L Lineal (Ensayos de
X toxicidad aguda)
| °
o 20 40 60 80

-10

Dosis ug/ml de"kion"

Gréfico 6. Relacion dosis-letalidad del extracto acuoso de
Zingiber officinale en alevinos de Piaractus brachypomus.
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4.3. Dosis efectiva de Zingiber officinale “kién” para Colossoma

macropomum en tratamientos in vivo.

En las pruebas terapéuticas, la dosis mas eficaz fue para el T3 con 89.55%
en la eliminacion de los parasitos monogenoideos, y la menor eficacia fue

para el tratamiento 1 con 41.06 %, (Gréfico 7).

BT1(25mg/ml) ®T2(50mg/ ml) ®T3(75mg/ ml)

100
89.55

90
80 73.48
70
60
20 41.06
40
30
20
10
0

Tratamientos

Eficacia %

Gréfico 7. Tendencia de la eficacia del extracto acuoso Zingiber
officinale en los tratamientos de Colossoma macropomum.
En las pruebas terapéuticas para Piaractus brachypomus “paco”, la dosis
mas eficaz fue para el T3 con 90.72% y la menor eficacia fue para el

tratamiento 1 con 45.29%, como se muestra en el gréafico 8.

BT1(25mg/ml) mT2(50mg/ ml) m™mT3(75mg/ ml)

100

90.72

90
80 74.24

70

60
50 45.29

10
30
20
10

Eficacia %

Tratamientos

Gréfico 8. Tendencia de la eficacia del extracto acuoso Zingiber
officinale en los tratamientos de Piaractus brachypomus.
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4.4. Indices parasitarios

Al realizar bafios del extracto acuoso de Zingiber officinale “kién” por 30
minutos en periodos de 3 dias, disminuy6 los valores de los indices
parasitarios. Los monogenoideos que estaban presentes en Colossoma
macropomum, se registré una prevalencia del 100% en los tratamientos 1, 2
y el tratamiento control. De esta manera, el tratamiento 3 es quien registro
mejores resultados en la disminucion de los indices parasitarios, prevalencia
un 90%, intensidad media (7.7 monogenoideos/pez infestado) y abundancia
media (6.9 monogenoideos/pez analizado), lo que se visualiza en la tabla 5y
gréfico 9.

Tabla 5. indices parasitoldgicos de monogenoideos parasitos de alevinos de Colossoma
macropomum después de exposicidn del extracto acuoso de Zingiber officinale.

indices P. PE PP P% A IM AM
Tratamientos
Inicial
Inicio 10 10 100 716 71.6 71.6
Final
T0 10 10 100 660 66 66
T1 10 10 100 389 38.9 38.9
T2 10 10 100 175 17.5 17.5
T3 10 9 90 69 7.7 6.9

Leyenda: PE= peces examinados PP= peces parasitados P= prevalencia A= abundancia
Im= intensidad media AM= abundancia media.

En el grafico 9, se observa la abundancia de monogenoideos presentes en
Colossoma macropomum, asimismo la disminucion de parasitos de

acuerdo a los tratamientos que se realizaron.
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B Nro monogenoideos

69

TO T1 T2 T3

Gréfico 9. Abundancia del nimero de monogenoideos presentes en los alevinos de Colossoma
macropomum.

En Piaractus brachypomus al inicio de experimento los alevinos estaban
infectados con prevalencia de 100%. Del mismo modo, la exposicion al
extracto acuoso de “kidn” se redujo significativamente los valores de indices
parasitarios. Sin embargo, el tratamiento T3 es quien registré los mejores
resultados en la disminucion de los indices parasitarios, prevalencia un 80%,
intensidad media (8.4 monogenoideos/pez infestado) y abundancia media
(6.7 monogenoideos/pez analizado), lo que se puede observar en la tabla 6
y grafico 10).

Tabla 6. indices parasitolégicos de monogenoideos parasitos de alevinos de Piaractus
brachypomus después de exposicion del extracto acuoso de Zingiber officinale.

indices P. PE PP P% A IM AM
Tratamientos

Inicial

Inicio 10 10 100 759 75.9 75.9
Final

TO 10 10 100 722 72.2 72.2

T1 10 10 100 395 39.5 3.95

T2 10 10 100 186 18.6 18.6

T3 10 8 80 67 8.4 6.7

Leyenda: PE= peces examinados PP= peces parasitados P= prevalencia A= abundancia

Im= intensidad media AM= abundancia media.
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Asimismo, en el grafico 10, se observa la abundancia de monogenoideos
presentes en Piaractus brachypomus, asimismo la disminucién de

parasitos de acuerdo a los tratamientos que se realizaron.

H Nro de monogenoideos

67

T0 T1 T2 T3

Grafico 10. Abundancia del nimero de monogenoideos presentes en los alevinos de Piaractus
brachypomus.

4.5. Anadlisis estadistico: Andlisis de Varianza. Prueba de Tukey
a) Prueba para Colossoma macropomum

Al realizar el calculo de ANOVA-Test Tukey, se registraron valores
estadisticamente significativos (p < 0.01), indicando que existen
diferencias significativas entre el tratamiento testigo (TO) y los demas
tratamientos, existiendo un efecto en el uso de extracto de kion para el
control de monogenoideos branquiales en ejemplares de Colossoma
macropomum. Con respecto a la comparacion entre tratamientos, se
reporta que T2 y T3 son estadisticamente mas eficaces que T1 (p <0.01)
y que entre T2 y T3 no se reportaron diferencias estadisticamente
significativas (ns), asumiendo que ambos tratamientos tienen el mismo

efecto para el control de monogenoideos. (Tabla 7 y grafico 11)

Tabla 7. Comparacion del calculo de ANOVA-Test Tukey de los tratamientos en Colossoma

macropomum.

Tukey: (p)
Comparacion (TO -T1) <0.01
Comparacién (T0 -T2) <0.01
Comparacion (TO -T3) <0.01
Comparacion (T1-T2) <0.01
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Grafico 11. Registro de la abundancia media de los monogenoideos referente a su carga
parasitaria en Colossoma macropomum.

b) Prueba para Piaractus brachypomus

Al realizar el calculo de ANOVA-Test Tukey, se registraron valores
estadisticamente significativos (p < 0.01), indicando que existen diferencias
significativas entre el tratamiento testigo (TO) y los demas tratamientos,
existiendo un efecto en el uso de extracto de kion para el control de
monogenoideos branquiales en ejemplares de Piaractus brachypomus.
Con respecto a la comparacion entre tratamientos, se reporta que T2y T3
son estadisticamente mas eficaces que T1 (p < 0.01) y que entre T2y T3
no se reportaron diferencias estadisticamente significativas (ns),
asumiendo que ambos tratamientos tienen el mismo efecto para el control

de monogenoideos. (tabla 8 y gréafico 12)

Tabla 8. Comparacion del calculo de ANOVA-Test Tukey de los tratamientos en Piaractus
brachypomus.

Tukey: (p)
Comparacion (T0 -T1) <0.01

Comparacion (T0 -T2)

<0.01
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Gréfico 12. Registro de la abundancia media de los monogenoideos referente a su carga parasitaria en
Piaractus brachypomus.

4.6. Parametros fisicos y quimicos del agua para Colossoma

macropomum y Piaractus brachypomum
Medicion de temperatura

Las diferencias de temperatura del agua maxima y minima que se registré
durante los dias de ensayos, se mostraron de la siguiente manera: la
temperatura maxima para Colossoma macropomum fue de 26.5°C; en tanto,
el valor minimo que fue de 25°C. Asimismo, para Piaractus brachypomus su

valor maximo fue de 27 °C y como minimo llegé a medir 26 °C. (Gréafico 13).

Las mediciones de temperatura se presentan en rangos estables

demostrando ser niveles favorables para las ambas especies.
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Grafico 13. Registro de las medidas de temperatura (°C) en los tratamientos en Colossoma
macropomum y Piaractus brachypomus.

Medicién de pH

La concentracion de pH se registra en promedio minimo de 6.9 Ul y como
maximo 7.4 Ul, valores aceptables para la especie Colossoma
macropomum y para Piaractus brachypomus registraron valores de 6.5 Ul y

7.2 Ul como maximo. (Grafico 14).

El pH durante el periodo de estudio fue estable permitiendo que algunos
cambios en el aspecto fisiolégico de los especimenes estudiados no se

presenten de manera brusca.

pH
7.6
7.4
7.2
7
6.8
6.6
6.4
6.2
6
5.8
TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3  TO T1 T2 T3
DiA 1 DIA 2 DiA 3

B gamitana M paco

Gréfico 14. Registro de las medidas de pH (UI) en los tratamientos para Colossoma macropomum
y Piaractus brachypomus.
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Medicién de OD

Se registré en Colossoma macropomum, el pico mas alto registrado fue de
6.6 mg/l, mientras que el valor minimo registrado fue de 6.1 mg/l, de igual
manera, para Piaractus brachypomus el valor mas alto registrado fue de
6.6mg/l, mientras que el valor minimo registrado fue de 6.1 mg/l. (Gréfico
15).

Los valores de este parametro demostraron concentraciones optimas,

indicando una excelente calidad de agua para ambas especies.

OXIGENO DISUELTO
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Gréfico 15. Registro de las medidas de oxigeno disuelto (mg/L) en los
tratamientos en Colossoma macropomum y Piaractus brachypomus

Reporte de monogenoideos registrados

De las muestras previas en alevinos de Colossoma macropomum
“‘gamitana” se encontraron dos ectoparasitos monogenoideos y sus huevos
localizados en las branquias (Fotografia 1) dichos parasitos fueron,
Notozothecium janauachensis Belmont-Jégui, Domingues & Martins, 2004
(Fotografia 2) y Anacanthorus spathulatus Kritsky, Thacher & Kayton, 1979
(Fotografia 3). Asimismo, en Piaractus brachypomus “paco” se encontro a
Anacanthorus penilabiatus Boeger, Husak & Martins, 1995 (Fotografia 4) y

Anacanthorus spathulatus.
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Fotografia 1. Monogenoideos y sus huevos, adheridos en las branquias de alevinos
de Colossoma macropomum y de Piaractus brachypomus.

Fotografia 2. Monogenoideo Notozothecium janauachensis registrado parasitando a
Colossoma macropomum, complejo copulador (A), ancora dorsal (B), barra ventral y
ancora ventral (C), vista total del cuerpo (D).
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Fotografia 3. Monogenoideo Anacanthorus spathulatus registrado parasitando a
Colossoma macropomum Yy Piaractus brachypomus. Vista ventral del cuerpo (A),
complejo copulador (B) y vista ventral del complejo copulador (C) haptor con

presencia de ganchos (D).

Fotografia 4. Monogenoideo Anacanthorus penilabiatus registrado en
Piaractus. brachypomus. Vista ventral del complejo copulador (A), haptor con

ganchos(B).
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CAPITULO V: DISCUCION

Al registrar el tiempo de accién del extracto acuoso de Zingiber officinale en
esta investigacion, se probo tres tratamientos in vitro de 25 mg/ml, 50 mg/ml
y 75 mg/ml para “gamitana” y “paco” con resultados variados en de tiempo de
accion que corresponde a 55, 37, 24 y 61, 42 y 26 minutos respectivamente,
lo que difiere de lo obtenido en Poecilia reticulata “guppy” que uso
concentraciones de 75 ppt, 100 ppt, 150 ppt, y 200 ppt del extracto acuoso
etandlico de Zingiber officinale con tiempos que variaron en 26.1; 18.8; 14.6;
9.9 y 4,9 minutos 4, determinando que el tiempo de accién in vitro esta

influenciado por el tipo de extracto acuoso/etandlico y el tiempo de exposicion.

Estudios in vitro para la “carpa comun” Cyprinus carpio contra Dactylogyrus
Sp. con concentraciones mas altas, expusieron a los parasitos a
concentraciones de 10, 50, 100 y 250 mg/ml presentando valores de
mortalidad del 100% en 5 minutos en la concentracion de 250 mg/ml (medicion
mas alta) y en 9 minutos tras la exposicion a 100 mg/ml y 50 mg/ml. La
mortalidad acumulada fue del 58% en la concentracion de 10 mg/ml 1, lo que
difieren con la presente investigacion donde se usaron menores
concentraciones que van de 25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml para “gamitana”

y “paco” y cuyos tiempos son totalmente diferentes.

No existe muchos trabajos sobre DL50 de Zingiber officinale, siendo asi este
el primer registro, los valores de DL50 en este estudio resultaron ser en
alevinos de C. macropomum de DL50 = 78.57 mg/ml y para alevinos de P.
brachypomus fue DL50= 76.67 mg/ml nuestros resultados difieren a los
obtenidos utilizando el extracto acuoso de Mansoa alliacea cuya
concentracion letal media de CL50-96h de 188.43 ml/l para C. macropomum
(22), demostrando que ambos estudios los concentraciones no téxicos para C.

macropomum.

El uso fitoterapeutico de Mansoa alliacea en alevinos de P. brachypomus, no

lograron establecer la DL50-96h del extracto acuoso en dosificaciones de 40,
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60, 80, 120 y 160 ml/l, coincidiendo con nuestra investigaciéon que no fue
posible establecer toxicidad para el caso de P. brachypomus.

En la presente investigacion las concentraciones y el tiempo de exposicion a
los bafios fitoterapéuticos con Zingiber officinale para los peces en estudio C.
macropomum y P. brachypomus; se determiné que tercer tratamiento (T3) con
la concentracion de 75 mg/ml del extracto acuoso registro la mayor eficacia
para “gamitana” fue el 89.55%y para “paco” fue 90.72% en la eliminacion de
monogenoideos, en bafios terapéuticos de 30 minutos por el periodo de tres
dias para las dos especies, lo que difiere a la investigacion que utilizé otro
fitoterapéutico extracto acuoso de hojas de M. alliacea que registrd6 una
eficacia de 78.61, 89. 68 y 80.3% contra monogenoideos de Otocinclus affinis
en concentraciones de 1, 3y 5 ml/l, en un tiempo de exposicion de 24 horas

por el periodo de cinco dias ©9,

Usando extracto acuoso de hojas de M. alliacea con la especie P.
brachypomus se determiné una eficacia de 100% en la eliminacion del
monogeneideo Anacanthorus sp., a concentraciones de 40, 80, 120, y 160
ml/l, un tiempo de exposicion de seis dias, resultados que difieren con la
presente investigacion con extracto acuoso de Z. officinale a concentraciones

de 25, 50 y 75 mg/ml con una eficacia de 45.29, 74.24 y 90.72% de efectividad
(22),

Otro estudio utilizando el extracto acuoso de Mansoa alliacea registré mayor
eficacia en la eliminacién de monogenoideos, en la concentracion de 90 ml/l
con 63.85% de efectividad en bafos terapéuticos de 24 horas ? para el caso
de C. macropomum, lo que difiere con nuestra investigacion utilizando
extracto acuoso Z. officinale 75 mg/ml con 89.55% de efectividad en bafios
terapéuticos de 36 horas, siendo 24 horas el menor periodo en comparacion

con la presente investigacion.

En nuestra investigacion los indices parasitolégicos de los monogenoideos
expuestos al extracto acuoso de Zingiber officinale, en C. macropomum

“‘gamitana” al inicio registré una intensidad media de 71.6, mientras que al
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finalizar se redujo a una intensidad de 7.7, por otro lado, con P. brachypomus
“paco” al inicio registro una intensidad media de 75.9, posteriormente en la
etapa final se redujo a una intensidad de 8.4, lo que difiere al estudio con

Z 0

extracto acuoso etanodlico de “kidn” realizado con Poecilia reticulata “guppy”
cuyo resultados fueron de 0.3 de intensidad media al final de la
experimentacion, demostrando que el extracto etandlico de “kion” es mucho

mas eficaz que el extracto de “kién” con agua como disolvente (4,

La temperatura y los pardmetros quimicos como pH y oxigeno disuelto (OD)
registraron rangos 6ptimos para las dos especies en estudio de “paco” y la
“‘gamitana”, los trabajos realizados con extractos acuosos (kién y ajo sacha)

no consideraron registros de los parametros fisicos y quimicos.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

£4 7

El Zingiber officinale “kion” tiene un efecto antiparasitario en el control
de parasitosis en las dos especies estudiadas.

El menor tiempo de accion fue registrado en el T3 y el mayor tiempo de
accion se registro en el T1 para ambas especies.

Las tres dosis utilizadas (10, 20 y 30 ml/l) son efectivas en diferentes
periodos de tiempo para ambas especies estudiadas y no presentaron
tolerancia a estas concentraciones.

Los indices parasitarios registrados en los tratamientos se redujeron
significativamente empleando las diferentes dosificaciones de Zingiber
officinale “kién”.

Z ”

Las diferentes dosificaciones de Z. officinale “kibn” no alteran a los

parametros fisicos y quimicos del agua.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar bafios intermediarios para evitar estrés y

mortalidad en los peces en estudio durante los ensayos.

Realizar investigaciones de DL50 del extracto acuoso de Zingiber

officinale en otras especies de peces de consumo y ornamentales.

Realizar nuevos estudios para otros parasitos, empleando extractos

etandlicos, aceites esenciales o adherirlos en las dietas.

Se recomienda realizar estudios fitoquimicos para conocer los

componentes activos que le atribuyen como antiparasitario.

Se recomienda monitorear parametros de calidad de agua como nitrato,

nitritos y amoniaco.
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ANEXOS



Anexo 1. Ficha de recoleccion de datos de los registros de eficacia.

Ficha de registro de eficacia del extracto acuoso de Zingiber officinale
“Kion” como antiparasitario contra monogenoideos en alevinos de

Colossoma macropomum Yy Piaracitus brachypomus.

Fitoterapéutico: Especie:
Estadio: Peso: Talla:
Fecha de inicio: / / Fecha de término: / /
Hora de inicio: / / Hora de termino: / /
Tratamien Repeticion | N°de N° de N° de Tipo de Eficacia
to pez parasitos parasitos parasito (%)
al inico al final

Oftros apuntes:
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Anexo 2. Ficha de registro de calidad de agua para los ensayos con el

Experimento:

extracto de Zingiber officinale

Ficha de registro de calidad de agua

Fitoterapeutico:

Fecha/Hora

Tratamiento
/
Repeticion

Mediciones Observaciones

Temperatura | pH | Oxigeno

(°C) (Ul) | disuelto
(mg/l)

T1

T2

T3
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Anexo 3. Instalaciones del laboratorio de Parasitologia y Sanidad Acuicola-
AP

Anexo 4. Acondicionamiento de “paco” y “gamitana” para la infestacion
experimental.
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Anexo 5.Fase de preparacion del extracto.

1.Se selecciona 100 gr 2.Se adiciona un 1
de rizoma de “kién”, se litro de agua destilada
lava y corta en pequefios con 100 gramos de
trazos. “kién” en la licuadora.

4.Se obtiene la 3.Se licua por unos minutos,

solucion “madre”. posteriormente se cola el

extracto cuidadosamente.

5. De esta solucion “madre” se ha

obtenido las concentraciones
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Anexo 6. Acondicionamiento de los peces para los ensayos.
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Anexo 9. Metodologia de los ensayos antiparasitarios del extracto

Analisis de los parametros

del agua

Registro y toma de fotos de monogenoideos



Anexo 10. Mortalidades de los alevinos expuestos al extracto acuoso.

Tabla 9. Mortalidad de los alevinos de Colossoma macropomum,

DOSIS Muertes
(mg/ml) N° Dia 1 Dia 2 Dia 3
gamitanas
T3=75 10 0 0 4
T2=50 10 0 0 2
T1=25 10 0 0 0
0 10 0 0 0

Tabla 10. Mortalidad de los alevinos de Piaractus brachypomus,

Dosis Muertes
(mg/ml) N° de Dia 1 Dia 2 Dia 3
pacos
T3=75 10 0 0 4
T2=50 10 0 0 3
T1=25 10 0 0 0
0 10 0 0 0
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Anexo 11. Obtencioén de “kién” puro (seco)

Preparacion del extracto

Se us6 200 ml de la muestra, y se lo
(100 gr + 1L de agua).

puso en 4 recipi

s de 50 ml cada
uno.

La solucién obtenida se congelé a temperaturas de - 56 °C (24 horas), los

recipientes fueron llevados a la maquina liofilizadora, por de 72 horas a presién de
0.030 mbar (miIibatn temperatura a =50 °C.

200 ml - 500,0 mg |
100 ml = 250 mg

CiVi= G V2

100 ml = 250 mg
1ml>X

X=2,50 mg/ml

Se obtuvo 500 mg de

muestra en polvo de kion.

10 mil= 25 mg/ ml
20 ml= 50 mg/ ml

30 ml= 75 mg/ml

Leyenda = C1= 100 ml V1=250 ml C2=X
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