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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos del aceite esencial (AE) de orégano
Origanum vulgare como suplemento alimenticio en la dieta de juveniles de s&balo cola roja
Brycon amazonicus sobre el desempefio productivo, estado de salud del pez y resistencia a
la enfermedad septicémica producida por Aeromonas hydrophila. Los peces,con un peso y
talla promedio inicial de 156.4 g + 18.4 y 21.9 cm + 0.8 respectivamente, fueron distribuidos
de manera aleatoria en doce tanques de concreto (10 peces por tanque). Alimentados con una
dieta comercial suplementada con 0%, 0.5%, 1.0% y 1.5%de aceite esencial de orégano
durante 35 dias. Al final de la experimentacion, se obtuvo en la dieta control (0%) una mejor
aceptacion del alimento balanceado, ademas un mejorfactor de condicion, por ende los
indices viscerosomatico y de grasa visceral fueron méasaltos. Al mismo tiempo, la dosis mas
alta (1.5%) fue significativamente mayor respecto al porcentaje de hematocrito y
concentracion de hemoglobina, sin embargo el recuento de linfocitos fue mayor en la dosis
mas baja (0.5%). Se presentaron diferencias significativas en la acumulacion de proteina en
el musculo, presentando la dosis 0.5%, lamas alta concentracion en comparacién a la dosis
1.5%. Todos los grupos suplementadoscon AE de orégano Origanum vulgare mostraron una
sobrevivencia reducida después deldesafio bacteriano con A. hydrophila en comparacion con
el grupo control, en mayor proporcion las dosis de 0.5% y 1.5%. Estos resultados indicaron
que el uso de AE de orégano Origanum vulgare podria mejorar los parametros hematologicos
en el cultivo desébalo cola roja Brycon amazonicus, en menores dosis y tiempos

experimentales mas prolongados.

Palabras clave: suplemento alimenticio, desempefio productivo, pardmetros hematolégicos,

sistema inmune, Aeronomas hydrophila.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effects of the essential oil (EO) of
oregano Origanum vulgare as a dietary supplement in the feeding of juvenile red-tailed shad
Brycon amazonicus on the productive performance, health status of the fish and resistance
to the septicemic disease produced by Aeromonas hydrophila. The fish, with an initial
average weight and length of 156.4 g = 18.4 cm and 21.9 + 0.8 respectively, were randomly
distributed in concrete tanks (10 fish per tank). They were fed a commercial diet
supplemented with 0%, 0.5%, 1.0%, and 1.5% oregano essential oil for35 days. At the end
of the experimentation, a better acceptance of the balanced feed in the control diet (0%) was
obtained, in addition to a better condition factor, therefore the viscerosomatic and visceral
fat indices were higher. At the same time, the highest dose (1.5%) was significantly higher
with respect to hematocrit percentage and hemoglobin concentration, however, the
lymphocyte count was higher at the lowest dose (0.5%). Significant differences were shown
in muscle protein accumulation, with the 0.5% dose having the highest concentration
compared to the 1.5% dose. All groups supplemented with EO of oregano Origanum vulgare
showed reduced survival after bacterial challengewith A. hydrophila compared to the control
group, in greater proportion doses of 0.5% and 1.5%. These results indicated that the use of
EO from oregano Origanum vulgare could improve hematological parameters in the culture

of red-tailed shad Brycon amazonicus, in lower doses and longer experimental times.

Keywords: food supplement, productive performance, hematological parameters, immune

system, Aeronomas hydrophila.



l. INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que se encuentra en constante desarrollo, hoy en dia la
tendencia actual promueve la incorporacion de practicas mas sostenibles y ecoldgicas, para
que se vea reflejado en la calidad de los productos del sector. A pesar de que esta actividad
es dominada a nivel mundial por paises asiaticos, se ha ido incrementando de manera gradual
en paises de las Américas (FAO, 2020). La Amazonia peruana cuenta con una amplia gama
de especies piscicolas con alto potencial para el cultivo (Alcantara, 1991), como por ejemplo
el Brycon amazonicus, que ha adquirido mayor interés debido a los atributos asociados a su
desempefio productivo en cautiverio como su excelente aceptacion de alimento balanceado,

rapido crecimiento y adaptabilidad (Zaniboni-Filho et al., 2006).

En el cultivo de Brycon amazonicus se ha registrado problemas principalmente por la
aplicacion de malas técnicas en el manejo y transporte, ya que es una especie muy susceptible
al estrés (Inoue et al., 2005). Esto provoca alteraciones en el equilibrio osmético,
inmunoldgico y fisiologico del pez (Hori et al., 2008); y promueve la proliferacion de
enfermedades bacterianas principalmente por agentes patdgenos, que permite el uso de
sustancias quimicas en los sistemas de cultivo, como antibi6ticos, que causan impactos
negativos en el medio ambiente asi como también en la salud del animal (Reverter et al.,
2014), ademas se ha registrado que el uso deliberado de estos compuestos favorece a la

resistencia en algunos microorganismos (Syahidah et al., 2015).

La basgueda de nuevas estrategias nutricionales se centra en disminuir el uso de antibiéticos
u otros compuestos quimicos, empleados para contrarrestar las enfermedades en el sistema
de cultivo, la finalidad es reemplazarlos por sustancias amigables con el medio ambiente, y
gue, a su vez, sirvan como promotores fisiologicos para mejorar la respuesta inmunoldgica y
crecimiento del pez (Sutili et al., 2017). Una opcién hoy en dia, son los compuestos
fitogénicos, en sus diferentes presentaciones como solidos, secos, 0 aceites esenciales

(Encarnagéo, 2016). La inclusion de aceites esenciales en las dietas de los peces ha registrado



un buen resultado ya que mejora el rendimiento animal en aspectos nutricionales,
mejora elapetito, y ademas actian como agentes antimicrobianos, antiinflamatorios y
antioxidantes (Chakraborty et al., 2014).El orégano, Origanum vulgare, fue
introducido al Peru por los espafioles en el siglo XV, desde entonces se ha producido
todo el afio y en mayor cantidad al sur del pais, principalmente en la zona de
Tacna (Chirinos et al., 2009). Su granadaptabilidad ha propiciado que se produzca
en suelos de todo tipo y ademas que pueda soportar temperaturas bajas (Klauer, 2009).
El uso del aceite esencial de orégano, Origanumvulgare, ha demostrado tener buenos
resultados en la produccion acuicola (Shafaghat, 2011),como mejorar el crecimiento y

la composicidn corporal de los peces (De Moraes et al., 2014).

El objetivo del presente trabajo fue, evaluar el efecto del aceite esencial de orégano
Origanum vulgare, incluido en la dieta balanceada del sabalo Brycon amazonicus

sobre el rendimiento productivo, hematol6gico y sistema inmune.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Acuicultura en la Amazonia Peruana

La acuicultura se desarrolla en la Amazonia peruana, y presenta una gran posibilidad de
crecimiento econdmico en el sector acuicola, tanto para la poblacion como para el comercio
(Berger, 2020). Esto no solo promueve a la seguridad alimentaria, sino que las familias
tengan un sustento econdmico para poder vivir. Los métodos empleados en esta actividad
vienen sufriendo cambios, con la finalidad de que resulten ser mas eficientes y contribuir a

alcanzar las metas de la acuicultura Amazonica (Nakagawa, 2017)

Una gran cantidad de especies de agua dulce son explotadas en este sector amazénico del
pais, por presentar caracteristicas como la calidad de su carne, rapido crecimiento, rusticidad,
etc. El cultivo intensivo de estas especies presenta aun algunas deficiencias por la falta de
infraestructura adecuada, lo que desencadena problemas sanitarios, ya sean por estrés,
manipulacion y/o manejo (Alcantara, 1991). Ademas, los conocimientos en aspectos
fisioldgicos de las especies constituyen la linea base del desarrollo de dietas alimenticias que

puedan incluir nuevos insumos mas eficientes.

2.2.  Sébalo cola roja - Brycon amazonicus

El género Brycon comprende un grupo de 43 especies, las que se destacan por su elevado
potencial zootécnico dentro del orden de Characiformes; en ella se encuentra el Brycon
amazonicus (Fig. 1), anteriormente Ilamado también Brycon cephalus y ser una sinonimia
actualmente. La distribucion de esta especie se encuentra en el norte de Sudamérica, en las
cuencas del Rio Amazonas y Rio Orinoco; generalmente en zonas fangosas y tierras bajas.
En



la cuenca del Rio amazonas, desde la region media superior — Pucallpa hasta el Rio Ucayali,

al este de Per(; ademas en la cuenca del Orinoco, se encuentra desde la zona mediabaja
(Lima, 2017).

Figura 1: Juvenil de sabalo cola roja — Brycon amazonicus

El cultivo de esta especie se da desde hace méas de dos décadas, y se sigue investigando sobre
las técnicas del cultivo ya que es una especie que tiene una alta rentabilidad. Las condiciones
de cultivo son similares a las usadas por otras especies nativas como gamitana (Zaniboni-
Filho et al., 2006; Cruz et al., 2000).

2.2.1. Morfologia

Presenta un cuerpo alargado y comprimido, su cabeza es pequefia, ancha y convexa de perfil.
Tiene una boca alargada, con dientes maxilares superiores trictspides y ademas dientes méas
pequefios en el maxilar inferior (Howes, 1982). Esta especie se distingue de las demas de su
género, por la posicién del quinto hueso infraorbital mas alto que ancho y ademas presenta
una coloracion ligeramente dorada en los lados y oscura en el dorso, presenta varias franjas
estrechas y longitudinales a lo largo de las superficies dorso laterales del cuerpo, puede medir
hasta 1 metro y llegar a 8 kilos (Lima, 2017), y en cautiverio puede alcanzar hasta 2 kilos en

un afo.

Son considerados alevinos y juveniles, los peces menores de un afio (Arias, 1996), con un
peso promedio menor a 1000 g en la especie de Brycon amazonicus (FONDEPES, 2017).

Son adultos, a partir de los dos afios de edad en donde los rasgos reproductivos fisicos son



visibles tanto en machos como hembras, tales como secrecion de semen y el abultamiento

del vientre, respectivamente (Burgos, 2018).

2.2.2. Alimentacién

Esta especie tiene habitos alimenticios omnivoros en el medio natural, es considerada como
una especie oportunista, de facil adaptacion e incluso puede soportar la ausencia de alimento
por periodos prolongados (Carvalho, 2001). Principalmente se alimenta de frutas y semillas
durante la temporada en la que se registran inundaciones (Lima, 2017; Goulding, 1980),
también consume con frecuencia hojas y flores de plantas superiores, cuya cantidad depende
de la disponibilidad y estacion climatica y en sus primeros estadios de crecimiento pueden
filtrar organismos y algas que crecen en el agua (Salinas, 2000). Sin embargo, en el caso del
cultivo en cautiverio, se suministra dietas balanceadas con bajos niveles de proteina (Lopez
et al., 2004).

Es indispensable conocer los requerimientos nutricionales de la especie, ya que esto permite
que se desarrolle de manera dptima en los sistemas de cultivo controlados. Varios trabajos
de investigacion coinciden en que la relaciéon entre los nutrientes dentro de una dieta
balanceada permiten que la especie pueda expresar su maximo potencial de crecimiento, lo
cual se traduce a un mejor beneficio para el productor (Lopez et al., 2004). Se ha registrado
que una dieta semipurificada con porcentaje de proteina de 21% y 3.2 Kcal/g de energia
digestible, evidencia una mejor performance respecto al crecimiento en esta especie (Salinas,
2000). Segun, Cyrino (1986), la sustitucién parcial o total de fuentes de proteina animal por
insumos de origen vegetal en dietas isoprotéicas de 35% de proteina bruta e isocal6ricas de
3200 Kcal ED/kg, registran un crecimiento semejante, es decir, independiente de la fuente
proteica. Existen varios estudios, en donde se registran los requerimientos de proteina bruta

para el género Brycon, que han registrado un éptimo crecimiento (Tabla 1).



Tabla 1: Requerimiento de proteina/energia digestible en género Brycon

Requerimiento

Especie Peso (g) Proteina bruta  Energia digestible Referencia
(%) (kcallg)
Brycon siebenthalae. 9.0-21.0 225 3.2 Lbpez et al, 2004
Brycon orbignyanus 525+0.14 30.0 3.26 Borba, 2006
Brycon henni 1.0-7.0 26 - Aguirre & Mufloz,
2015

Brycon cephalus 23.2+0.4 28 3.9 Uchba, 2004
Brycon erythropterum 10.0 - 33.7 33 3.3 Taboada, 2021
Brycon erythropterum 3.7+£0.10 35.92 3.7 Calderdn, 2019
Brycon cephalus 23+0.1 35.1 - Gomes, 2000
Brycon orbignyanus 8.4 +0.09 29 3.0 saé& Z;ZCSIOSSL

Fuente: Elaboracién propia.

El sabalo de cola roja, al ser una especie de aguas calidas puede usar como fuente de energia
altos niveles de carbohidratos en las dietas balanceadas suministradas (NRC, 1993). Una de
las principales fuentes de carbohidratos en las dietas es el almidon, este proviene de cereales
como el maiz, arroz, etc., teniendo en cuenta de que el sabalo cola roja los habitos
alimenticios de la especie, el contenido de carbohidratos en la dieta es alto. Estudios con
especies como el pacu sugieren un nivel de 46% de carbohidratos y 4% de lipidos (Abimorad
etal., 2008) y en cachama negra un 38% (Gunther et al., 1997), presentan mejores resultados

respecto al crecimiento y desempefio productivo, respectivamente.

Los niveles de fibra observados en las dietas de Brycon cephalus, no resultaron influir en la
performance de la especie, sin embargo, el porcentaje de proteina mejoré el crecimiento y
desarrollo de la especie, de tal manera que a mayor porcentaje de proteina, mejores fueron
los indices zootécnicos (Pereira, 1995). Por otro lado, dietas con 9% de fibra, resultaron
disminuir los niveles de grasa en el carne, sin afectar el desempefio productivo de la especie
(Zaniboni - Filho et al., 2006).



Santamaria (2014), sugiere que los requerimientos nutricionales en la etapa de alevinaje del
Brycon Siebenthalae (Tabla 2) presentan mayores niveles proteicos en etapas mas jovenes,

de tal manera que a lo largo del desarrollo de la especie este requerimiento va disminuyendo.

Tabla 2: Requerimientos nutricionales para alevino de la especie Brycon Siebenthalae

Requerimientos nutricionales Valores
Proteina bruta 25-30%
Relacion de proteina y energia 15.1 cal/g PB
Fibra 8 %
Grasa 8 %

Fuente: Santamaria, 2014. Elaboracion propia.

2.2.3. Sistemas de cultivo

Los pardmetros propuestos para el monocultivo de la especie son: densidad de siembra de 1-
1,5 individuos/m?, alimentacion con raciones comerciales para peces o mezclas de granos
que contengan 22-30% de proteina bruta y suplementacién alternativa con hojas y frutos
(Arias, 2006). En el caso de policultivos con especies como Colossoma macropomum y
Prochilodus mariae, el rendimiento mejora hasta un 20% tanto para la especie principal
como para las acompafiantes (Arias & Murillo, 2000). Por otro lado, las raciones diarias de
alimentos se establecen con el 3% de la biomasa, con frecuencia de dos veces al dia. Bajo
estas condiciones de cultivo las conversiones alimenticias se encuentran entre 1.5 y 2, en un
tiempo de cultivo de 4 a 6 meses, cosechando animales de 100 a 600 gr. (Bernal & Cala,
1997).

Respecto a la calidad de agua, en un medio natural, esta especie requiere de aguas calidas
dentro del rango de 26°C a 30°C, éstas deben contener oxigeno disuelto entre 4-7 mg/l, pH
entre 6-7 y dureza de 15-45 mg/l de CaCOs. En ambientes controlados la especie soporta
aguas calidas con un rango de temperatura de 23°C a 31°C, con dureza de hasta 80 mg/l de
CaCOs y pH no mayor a 7 (Arias, 2006).



Segun FONDEPES (2017), se recomiendan los valores de los parametros fisicos y quimicos

para el 6ptimo cultivo del sabalo cola roja Brycon amazonicus (Tabla 3).

Tabla 3: Parametros fisico — quimicos del agua para el cultivo de sdbalo cola roja Brycon
amazonicus

Parametros de calidad de agua Unidades Rango
Temperatura °C 26-31
Parametros fisicos Transparencia mm > 250
Pluviosidad cm 30-60
Oxigeno disuelto mg/I >3.0
Pardmetros quimicos pH unidades 6.0-8.0
Amonio (NH.) mg/I <0.02

Fuente: FONDEPES (2017). Elaboracién propia.

Asimismo, contar con una ficha técnica para el cultivo de sabalo cola roja (yama) Brycon
amazonicus (Tabla 4), sirven como base para evitar complicaciones a lo largo de su
desarrollo. Cualquier cambio en los pardmetros, tanto fisicos como quimicos, pueden
provocar alteraciones fisiologicas que conllevan a la disminucion o perdidas en la

produccion (Fernandez et al., 2010).

Tabla 4: Ficha técnica para el cultivo de yamu Brycon amazonicus

Pardmetros de calidad de agua Unidades Rango
Temperatura °C 24 -30
Parametros fisicos Dureza mg/l 60 — 150
pH unidades 6.5-8.5

Oxigeno disuelto mg/Il 5-7

Amonio mg/l 0-1

Parametros quimicos

Amoniaco mg/l 0.1-0.2
Nitrito mg/l 0-0.05

Fuente: AguaVerde Acuicultura (2011).



2.3. Produccién de sabalo en el Peru

El desarrollo de la produccion de sabalo cola roja en el Peru se sitla principalmente en las
regiones de Loreto, Piura y San Martin; en donde se cultiva de manera semi intensiva en
estanque de tierra, en la mayoria de estos de manera muy rustica. En el 2020, se registro el
mayor volumen de cosecha para esta especie en el mes de abril (Fig. 2), sin embargo, durante
el resto de meses no se registré un gran rango de oscilacion, variando entre 30 y 40 TM
(PRODUCE, 2020).
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Figura 2: Cosecha de sabalo cola roja Brycon amazonicus procedentes de la actividad
acuicola en el afio 2020 (PRODUCE, 2020).

2.4, Sistema inmune

El sistema inmunoldgico de los peces permite mantener las funciones minimas vitales para
que el individuo pueda desarrollarse con normalidad en el medio acuatico. Por ello es
importante mantener un buen estado de salud en los peces, ya que ante cualquier
circunstancia este podria verse afectado por factores internos y externos tales como la edad
y estado sanitario del pez, y los agentes del medio acuético; respectivamente. El efecto de la
alteracion de estos, se ve reflejado en la secrecion de hormonas principalmente
corticosteroides, del tipo glucocorticoides en donde se encuentra el cortisol (Olabuenaga,
2000)



El manejo sanitario en medio natural o controlado estd relacionado a los parametros
ambientales (la temperatura, materia organica, etc.), por lo que los agentes patégenos o
sustancias infecciosas producen alteraciones en la sangre de los organismos. El sistema de
defensa de los peces, se encuentra estrechamente relacionado con la abundancia de
leucocitos en la sangre, incluyendo linfocitos B y T, granulocitos, macro6fagos y trombocitos;
por lo que es importante conocer la férmula leucocitaria de la sangre de los peces (Wahli,
2002).

2.5. Hematologia en peces

La hematologia clinica en la investigacion animal resulta indispensable, ya que consiste en
establecer parametros hematoldgicos para condiciones normales y anormales, por lo que
deberian ser considerados como métodos de diagndstico de rutina en el cultivo de peces
(Tavares-Dias, 2010).

En peces, como otros vertebrados, la sangre es portadora de diversos tipos de células como
eritrocitos, leucocitos, monocitos, etc., que reflejan el estado fisioldgico especifico de un
organismo en un momento dado. Es decir, la proporcion y cantidad de estas células en la
sangre estan relacionadas al estadio funcional de los peces (lwashita et al., 2015). En
condiciones de estrés, enfermedades o falta de alimento, puede causar una variacion en el
patron caracteristico del pez, en cuanto al recuento de las principales células (Tavares-Dias,
2004).

Estos parametros, al ser tan variables por factores intra e interespecificos, como el sexo, la
edad, estadio sexual, genética, habitos alimenticios, etc. (Gonzales, 2019), resulta muy
complejo establecer un patron de comportamiento o fluctuacién de ellos. Sin embargo, se
han registrado similitudes en especies del género Brycon (Tabla 5) de la misma localidad de
distribucion (Oliveira et al., 2015).
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Tabla 5: Comportamiento normal de los parametros hematoldgicos del género Brycon

Etapa
p. ] Eritrocitos Hb (g/dL) Hct(%) VCM (fL) CHCM .
devida Especie Referencias
(10%/puL) (g/dL)
Tavares- Dias
_Brycon 28.0+3.3 220.0+16.4 24.0+16.4
Juvenil ] 1.27+0.99 6.6+0.6 etal,
Amazonicus
2008.
Brycon 20.1+ 534 % 194.5 Gonzales,
Adulto ) 2.9+0.6 37.8+49
amazonicus 3.3 4.9 54.5 2019.
. Brycon 2915+ 109+% 39.0+ 134.8 + Tavares-
Juvenil 28.8+45
cephalus 0.41 12 8.7 24.3 Dias, 1999.
) Brycon 13.7+ 45.0 + 1223+ Avrias et al.,
Juvenil 3.8+0.6 30.6 £5.6
siebenthalae 2.6 4.2 15.3 2003.

Hb: Hemoglobina, Hct: Hematocito, VCM: Volumen Corpuscular Medio, CHCM: Concentracion de

Hemoglobina Corpuscular Media. Elaboracion Propia.

2.5.1. Eritrograma

Consiste en la realizacion del conteo de eritrocitos, determinacion del hematocrito, tasa de
hemoglobina y el célculo de los indices hematimétricos como el volumen corpuscular medio
(VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM). Los eritrocitos son las células mas abundantes en la sangre de
los seres vivos, su principal funcion es el transporte de oxigeno en los 6rganos respiratorios
(Ranzani-Paiva et al., 2008).

2.5.2. Leucograma

Consiste en conteo relativo y absoluto de los diferentes tipos de leucocitos como por ejemplo
linfocitos, monocitos, neutrdfilos, heterofilos, baséfilos y eusindfilos, ademéas de los
trombocitos presentes en la sangre. Estas células se encuentran involucradas en el sistema
inmune de los peces (Fernandez et al., 2016) , y pueden formar centros melanomacrifagicos
en los tejidos de los teledsteos que se encuentran relacionados estado fisioldgico o

patoldgico, la edad, el estrés y la contaminacién ambiental (Lima, 2018).
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Los linfocitos son las principales células responsables de la respuesta inmune especifica del
pez, son los encargados de producir anticuerpos, ademas, tienen capacidad citolitica ante la
presencia de cualquier agente infeccioso (Campbell & Murru, 1990). Los monocitos son
macrofagos en los tejidos por naturaleza (Rozas et al., 2015), son capaces de ingerir y digerir
sustancias extrafas, asi como restos celulares de la respuesta inflamatoria u otros procesos
(Enane et al., 1993). Los neutréfilos y heterofilos son responsables de la respuesta
inflamatoria aguda es decir se encuentran en tejidos inflamados (Fernandez, 2016), la
diferencia entre estos es que los heterdfilos no presentan capacidad de fagocitaria de
microorganismos (Rozas et al., 2015). La presencia de basofilos en la sangre de peces aln
es material de estudio y controversia, pero se encuentra relacionado a procesos de fagocitosis
de microorganismos Yy reacciones alérgicas o inflamatorias (Rozas et al., 2015), se pueden
confundir con facilidad con los eusinofilos ya que presentan la misma funcién (Fernandez
et al., 2016). Finalmente los trombocitos, son células multifuncionales relacionadas con la
liberacion de sustancias eicosanoides, que contribuyen a la reduccion de procesos
inflamatorios agudos (Jagadeeswaran et al., 1999), también se encuentran presentes en

procesos de coagulacion sanguinea y fagocitaria (Doolittle & Surgenor, 1962).

2.5.3. Plasma sanguineo

El plasma estd compuesto de 90% agua, el 7% son proteinas como globulinas y albuminas,
y el 3% son diversos tipos de electrolitos como potasio, calcio, fosfato, etc. y metabolitos,
hormonas, etc. La identificacion de estos compuestos es importante como indicadores de

estrés en peces (Sanchez et al., 2017).

2.6. Probleméatica del uso de antimicrobianos

El uso de antibidticos en los sistemas de produccion intensivos aumenta la susceptibilidad
de alterar la calidad de agua, o peor ain promover cambios en el funcionamiento dietético
apropiado (Mog et al., 2020). El metabolismo de los peces no absorbe por completo este tipo
de medicamento, por lo que una parte de este se excreta al medio como heces u orina (Griboff
et al., 2020). Ademas, el uso indiscriminado de este tipo de compuestos como agentes de

prevencion a enfermedades desencadena la resistencia a los mismos (Guidi et al., 2017).
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Gran parte del sector acuicola mundial no cuenta con regulaciones sobre la aplicacion de
antibidticos, lo cual lo hace alin mas alarmante respecto a prevalecer una produccion
sostenible ambientalmente (Hedberg et al., 2018). Estudios previos demuestran que el uso
excesivo de los antibioticos acumulan residuos de sustancias quimicas en los tejidos de los
peces, estos al llegar al consumidor generan dafios perjudiciales en la flora intestinal de los
seres humanos, ademdas podrian afectar la efectividad ante enfermedades y generar

resistencia en los mismos peces (O'Neill, 2015).

2.7. Enfermedades bacterianas

El desarrollo de la acuicultura en condiciones naturales y controladas, desencadena una serie
de problemas como la aparicion de enfermedades, principalmente bacterianas por
organismos patdgenos en el medio (Penagos, 2009). La produccion intensiva, impacta con
mayor frecuencia el equilibrio ambiente-patégeno-hospedero, por lo que permite que las
enfermedades se expresen y generen la muerte de los individuos (Georgiadis et al., 2001).
Diversos estudios son destinados a la busqueda de soluciones que minimizan la presencia de
enfermedades a causa de estos patdgenos, lo que permite que los peces se desarrollen en
sistemas de cultivo inocuos, tanto para ellos mismos como para los consumidores (FAO,
2006).

Los patogenos bacterianos mas importantes son los gram negativos, como especies del
género Aeromonas (Aeromonas salmonicida y Aeromonas hydrophila), de la familia
Vibrionaceae (Vibrio anguillarum y Vibrio ordalii) y dentro de la familia
Enterobacteriaceae (Yersinia ruckeri y Edwardsiella ictaluri). Estos se producen
generalmente en agua de temperaturas calidas, en estaciones de primavera y verano (Munro,
1982).

2.8. Aeronomas hydrophila

2.8.1. Descripcion de la bacteria Aeromonas hydrophila

Las bacterias del género Aeromonas, se encuentran frecuentemente en el medio acuético

(rios, lagos, lagunas y mar), en algunas especies de peces y también en mamiferos, reptiles,
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anfibios y aves, generando enfermedades. Se dividen en dos grandes grupos, de acuerdo a la
temperatura Optima de su crecimiento y capacidad de movilidad; el primer grupo esta
formado por especies mesofilas de 35°C a 37°C, siendo la mas frecuente Aeromonas
hydrophila (Janda & Abbot, 2010) y el segundo grupo esta formado por especies psicrofilas
cuya temperatura éptima es de 15°C a 20°C (Vergara, 2008). Por otro lado, la proliferacion
de estas bacterias depende bastante de diversos factores como la estacion del afio, oxigeno
disponible, materia organica, cloro, pH y salinidad (Ribeiro et al., 2016; Harikrishnan et al.,
2009).

2.8.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 6: Clasificacion taxondmica de la bacteria Aeronomas hydrophila

Clasificacion taxonomica

Clase Gammaproteobacteria

Orden Aeromonadales
Familia Aeromonadaceae
Geénero Aeromonas
Especie Aeromonas hydrophila

Fuente: Popoff & Veron et al., 1976.

2.8.3. Signos clinicos

El vehiculo de transmision para enfermedades zoonéticas por la bacteria Aeromonas
hydrophila son los alimentos, los cuales provocan infecciones gastrointestinales. Se han
registrado estos problemas en el consumo de camarones y ostras. El poder patégeno vy el
grado de virulencia de esta bacteria se relaciona con factores externos como la calidad del
agua, dureza, temperatura, lesiones de los peces lo cual se traduce en una manifestacion

clinica de la enfermedad (Roberts, 2001).

Meik (2011), considera que esta bacteria se relaciona con muchas patologias en peces de
interés en acuicultura, como por ejemplo la A. salmonicida es la causante de la furunculosis
en diversos peces, la A. hydrophila y A. jandaei son causantes de la aeromoniasis, entre otras
enfermedades que son causantes de infecciones cutaneas, diseminadas y enteropatdgenos,
especialmente cuando el sistema inmunologico se encuentra afectado; siendo la mas comun
la Aeromonas hydrophila (Janda & Abbott, 2010).
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La enfermedad por este patdgeno se manifiesta al observar a los peces letargicos,
provocando una disminucion en el consumo de alimento y por ende, una elevada mortalidad.
Las ulceras hemorragicas en la piel, con mayor abundancia en la zona periocular; los edemas
en el cuerpo, descamacion y despigmentacion, son algunos signos clinicos que generan
cuadros septicémicos (Zepeda — Velazquez, 2015). Ademas, se produce putrefaccion de las
aletas y cola, lo comunmente llamado como una septicemia hemorrégica, la cual se
caracteriza por presentar lesiones externas como la caida de escamas, abscesos e hinchazon
de abdomen, acumulacidon de liquido ascético en la cavidad peritoneal, anemia, aumento de

tamafio del rifion e higado, y hemorragia en las branquias y ano (Roberts, 2001).

2.8.4. Prevencion y profilaxis empleada

El proceso de prevencion frente a este patdgeno es la eliminacién de los peces moribundos,
posterior a ello se debe estabilizar los pardmetros del agua para que no afecte a los
sobrevivientes. No se recomienda la utilizacion de antibi6ticos cuando la presencia de este
patdgeno no se presente manera severa, sin embargo en situaciones en donde se presenten
altas mortalidades y pérdida del consumo de alimentos, es recomendado aplicar

sulfonamidas potenciadas (Zepeda-Velazquez, 2015).

Para el caso de la Aeromonas hydrophila se ha registrado el uso de aceites esenciales
derivados de plantas medicinales como Gracilaria folifera y Sargassum longifolium, Cassia
alata, Psidium guajava, Callophyllum inphyllum, Phyllanthus acidus y Ocimium sanctum,
con resultados satisfactorios en peces y camarones (Janda & Abbott, 2010).

2.9. Inmunoestimulantes

Los inmunoestimulantes, son sustancias de origen natural o sintético que contribuyen a
mejorar el sistema inmune de cualquier individuo (Thepot et al., 2021), suelen ser utilizados
para el control de enfermedades, ya que mejoran el estado fisiologico de los peces e
incrementan su resistencia frente a agentes patdgenos (Vasquez-Pifieros, 2012). Esto resulta
una alternativa interesante frente a la utilizacion de farmacos, productos quimicos y

antibioticos (Harikrishnan et al., 2010). Los mas utilizados dentro de la industria acuicola
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son los B-glucanos, los lipopolisacéridos, prebidticos y probidticos (Encarnagédo, 2016).

2.9.1. Aditivos inmunoestimulantes

Los aditivos alimenticios que son utilizados en las dietas balanceadas de los peces son muy
diversos como prebioticos, probidticos y otros tipos de inmunoestimulantes, contribuyen a
mejorar las disponibilidad de ciertos nutrientes o eliminar ciertos antinutrientes (Encarnagao,
2016). Los prebioticos son polisacaridos complejos que se encargan de estimular el
crecimiento de bacterias en el tracto digestivo de los peces que resultan ser beneficiosas, de
tal manera que al ser reconocidos por las células epiteliales generan una respuesta
inmunitaria (Vallejos-Vidal et al., 2016). Por otro lado, los probi6ticos, son bacterias vivas
que colonizan los conductos gastrointestinales, lo cual también produce una respuesta
inmune (Dawood & Koshio, 2016). Ultimamente se ha tomado interés en los extractos
herbales, ya que estos demuestran mejorar y proteger la inmunidad innata de los peces frente

a diversos patdgenos, como Aeromonas hydrophila (Harikrishnan & Balasundaram, 2005).
2.10. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son sustancias que poseen una mezcla de varios componentes,
los cuales presentan caracteristicas aromaticas, volatiles y de alta densidad (oleosos); que se
encuentran practicamente en todos los vegetales (Tellez, 2017). Se pueden extraer de
distintas partes del vegetal, como; raices, tallos, hojas, flores y frutos (Duke, 2002), por el
metabolismo secundario de las plantas, lo cual no se relaciona directamente con los procesos
de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, formacion de
carbohidratos; estos Ultimos encargados del metabolismo primario (Flores, 2010). Presentan

un gran potencial dentro de los sistemas acuicolas, debido al efecto benéfico reportado en

los peces, como promotores del crecimiento, inmunomoduladores, antiparasitarios,
antimicrobianos, antibacterianos, anestésicos y estimulantes del apetito (Reverter et al.,
2014). Los aceites esenciales estan conformados por una compleja variedad de metabolitos
secundarios como son los terpenos y fenilpropenos (Vasquez., 2012). Los terpenos son los
compuestos que tienen cinco unidades de carbonos llamados isoprenos (Tellez, 2017), estos
le confieren las caracteristicas organolépticas a los AE como el aroma y sabor, una de las
propiedades mas sobresalientes de los terpenos es la facilidad de producir diversos

compuestos a partir de un sustrato simple como el fenil-di-fosfato (Dudareva et al., 2006),
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ademas, se pueden clasificar como monoterpeno, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos; y
terpenos en forma de alcoholes, cetonas, lactosas y ésteres (Acevedo et al., 2013;

Govindarajan et al., 2016).

Los principales componentes activos de los aceites esenciales son el carvacol, timol, y-
terpineno, p-cimeno, sabineno, a-tujeno, a-terpineno, linalol y eugenol, dependiendo de la
planta y pueden llegar hasta en un 85% del total (Silva & Fernandes, 2010). Generalmente
se le atribuye la mayor actividad antimicrobiana al carvacol o timol en especies de Thymus
y Origanum (Faleiro et al., 2003). Sin embargo la composicion quimica varia dependiendo

de la regién geografica y cosecha (Tellez, 2017).

Se ha determinado que los aceites esenciales presentan un mejor efecto en bacterias gram
(+) que gram (-), por la composicion de la membrana de estas, pero el carvacol, eugenol y
timol son capaces de desintegrar la membrada de algunas bacterias gram (-) como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium lo cual se relaciona con el caracter hidrofébico
de los aceites esenciales que permite perturbar la estructura de la membrana y por ende su
permeabilidad, logrando la fuga de iones y de otros contenido celulares vitales; lo cual
produce la muerte de dichas bacterias (Abdollahzadeh et al., 2014).

2.10.1. Uso de aceites esenciales en la acuicultura

El principal uso de los aceites esenciales, y que ha llevado a promover mas la investigacion,
es que sirven como antisépticos e inmunoestimulantes para el cultivo de animales. Dentro
de la acuicultura, presentan una serie de efectos beneficiosos para la nutricion y salud animal,
trabajando como promotores alternativos a los antibiéticos e incrementando el crecimiento
y rendimiento productivo de los animales (Sutili et al., 2017). Otros efectos como la
estimulacién del apetito, inmunomoduladores, antioxidantes, antibacteriales y anestésicos
han sido demostrado en estudios previos por distintos autores, lo cual registra efectos

bioldgicos significativos (De Oliveira et al., 2016).

Se ha estudiado que durante las primeras etapas de los peces, la colonizacién del tracto
gastrointestinal y el desarrollo del sistema inmunologico se encuentra influenciado por

factores endogenos, lo cual produce cambios en la comunidad bacteriana y puede afectar
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directamente al sistema inmunoldgico innato y otras funciones metabdlicas por lo que los
aceites esenciales han apoyado positivamente a contrarrestar este proceso (Rombout et al.,
2011).

2.11. Orégano - Origanum vulgare

2.11.1. Caracteristicas generales del orégano

El orégano, Origanum vulgare, se desarrolla muy bien en varios tipos de suelos que se
encuentren a una altura comprendida entre 2850 a 3400 m.s.n.m., sin embargo también se

ha encontrado a nivel del mar (Tellez, 2017).

Esta especie presenta una gran variabilidad influenciada por el medio en el que se desarrolla
y por las épocas del afio. Por lo general presenta tallos de hasta 80 cm, que son rectos, pilosos
y aromaticos las hojas son ovales, pecioladas, dentadas, o enteras; las flores son rosadas,
violaceas o blancas (Klauer, 2009). En algunos casos sirven como potencial alimento para
animales en herbazales secos (Wenk, 2003).

2.11.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 7: Clasificacion taxonomica del orégano Origanum vulgare

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Lamiidae
Superorden Lamianea
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Origanum
Especie Origanum vulgare
Nombre comin Orégano

Fuente: (letswaart, 1980).
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2.11.3. Aceite esencial del orégano

El aceite esencial del orégano presenta una gran cantidad de propiedades como
antimicrobiano, antiparasitario, antioxidante, actividad estrogenica e insecticida; sin
embargo, la mas resaltante es su capacidad antioxidante (Flores, 2010), que juega un papel
importante introducido en la dieta de peces para la prevencion de enfermedades producidas

por bacterias como por ejemplo E. coli (Burt, 2007).

Este aceite es usado con frecuencia, ya que hay registro en investigaciones cientificas que
demuestran que el orégano — Origanum vulgare presenta una capacidad antioxidante,

antifangica, antibacterial, analgésica, etc. (Duke, 2002).

La actividad antibacteriana del orégano se ha demostrado en algunas especies de bacterias
del género Bacillus, Proteus, Streptococcus, Pseudomonas, Staphylococcus y Enterobacter
(Alves de Azeredo et al., 2010). Sin embargo, también se destaca el efecto biocida en las
especies del género Candida (Brum et al., 2017).La composicion del AE de orégano es
principalmente carvacrol y timol, ademas de menores proporciones de: cimeno, terpineno,
canfeno, borneol y linalol, entre otros; éstos compuestos brindan las principales
caracteristicas fisico — quimicas al AE, como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8: Caracteristicas fisico — quimicas del AE de orégano Origanum vulgare

Parametros organolépticos VValores

Color Ligeramente amarillo
Olor Aromatico a orégano

Fisicos - - Soluble a tres volimenes de
Solubilidad en alcohol etilico

alcohol
Punto de congelacion 16.3 °C
Densidad relativa a 20° 0.982 g/ml
Quimicos indice de refraccion a 20° 1.554

Desviacion polarmétrica a 20° 1.18

Fuente: Empresa Inv. Arcadius E.I.R.L.
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I1l. METODOLOGIA

3.1.  Lugary duracion

El trabajo experimental se realizd en el Centro de Investigacion y Promocion Popular —
CENDIPP vy los analisis de las muestras se realizaron en el Laboratorio de Bromatologia y
Fisiologia - AQUAREC, ambos centros se encuentran dentro de las instalaciones delInstituto

de Investigaciones de la Amazonia Peruana - I11AP (Fig. 3) a la altura del kilometro
4.5 de la carretera Iquitos - Nauta, perteneciente al distrito de San Juan Bautista, Provincia

de Maynas, Regidn Loreto. La evaluacidn tuvo un periodo experimental de 42 dias, entre los

meses de mayo a julio del 2020.

Centro de Investigacion y Promocion Popular - CENDIPP
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Figura 3: Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP) — lquitos (Pert).
Google Earth.



3.2.  Animales de experimentacion

Se utilizaron 120 juveniles de sabalo cola roja Brycon amazonicus de un peso promedio de
167.8 + 15.5 gy 22.2 + 0.7 cm de longitud total promedio, procedentes del mismo centro —
AP (lquitos). Se distribuyeron aleatoriamente en tres tratamientos con tres repeticiones
cada uno, 10 individuos por tanque. Al realizar la biometria de los peces se utilizé Eugenol
a una concentracion de 27.35 uL/L de agua (Anexo 1), para evitar el estrés y facilitar el
transporte. Sin embargo, en el dltimo muestreo se utiliz6 Tricaina como anestésico a una
concentracion de 100 mg/L, para ello se realiz6 una prueba previa para la determinacion de

la dosis optima (Anexo 2).

3.3. Instalaciones

Los peces fueron distribuidos en 12 tanques de concreto, revestidos con loseta celeste de
1.87 m largo x 1.65 m ancho x 0.65 m altura, con una capacidad 600 litros de agua, ademas
cuentan con un sistema de aireacion por tubos suspendidos en la parte superior de los tanques
(Anexo 3). Cada tanque cuenta con un filtro mecanico compuesto de esponjas de alta
densidad para la filtracion, tubos de PVC para la conexion de la aireacion y plomos para
mantener sumergidos los filtros (Anexo 4). Los tanques tenian tapas de madera, hechas de

listones de 1”x 27, forrados con mallas de nylon verde de 1 mm, cada uno (Anexo 5).

3.4.  Aceite esencial de orégano Origanum vulgare

Para la presente experimentacion se utilizé un aceite esencial comercial 100% puro de
orégano Origanum vulgare de la marca Q’api del lote 006 — R.S. C6000115N — VCIVAC,
producido por Inv. Arcadius E.I.LR.L. (Anexo 6).

3.5. Alimentacion

Se utiliz6 el alimento comercial extrusado de crecimiento (Aquatech, Naltech, Lima, Pert),
las caracteristicas nutricionales se muestran en la Tabla 9, con un tamafio de particula de 6x6
mm. La alimentacion se realizd tres veces al dia (8:00, 12:00 y 16:00 horas) durante un
periodo de 35 dias, con una tasa de alimentacion de 3.5% de la biomasa. A los 30 minutos

de culminada la alimentacion se recolecté el alimento no consumido para evitar el deterioro
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de la calidad de agua.
Tabla 9: Composicion proximal de la dieta comercial utilizada en la experimentacion

G(éxime'\'rﬁozf Porcentaje minimo (%)
Proteina (min.) 28
Grasa (min.) 5
Fibra (méx.) 8
Ceniza (max.) 10
Humedad (méax.) 12

Fuente: Empresa Aquatech® (Naltech, Lima, Perd).

3.5.1. Elaboracion de soluciones de aceite esencial

Las soluciones se prepararon pesando la cantidad correspondiente de aceite esencial en vasos
precipitados para cada dosis (0%, 0.5%, 1.0% y 1.5%) respecto a la cantidad de alimento a
preparar. EI AE fue disuelto en alcohol etilico comercial de 96°, en una relacion
volumen/peso de 1:10, es decir por 100 g de alcohol por 1000 g de alimento a preparar (Tabla
10). La solucion se homogenizé hasta la disolucion completa del aceite en el alcohol y se

conservo sellada (parafilm) hasta su uso.

Tabla 10: Cantidades de AE de orégano, alcohol etilico de 96° y alimento balanceado para

la preparacion del alimento suplementado

Dosisde AE(%) Cantidad de AE(g)  Cantidad de alcohol etilico Cantidad de alimento
comercial de 96° (g) balanceado (g)
0 0 100 1000
0.5 5 100 1000
1.0 10 100 1000
1.5 15 100 1000

Fuente: Elaboracion propia.

3.5.2. Inclusién del aceite esencial en el alimento

La inclusion de las soluciones de AE de orégano Origanum vulgare en el alimento, se realizé
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por el método de aspersion mecanica utilizando pulverizadores manuales. El procedimiento
fue colocar el alimento pesado en bandejas de plastico de manera extendida, luego las
soluciones de AE se colocaron en los pulverizadores, y posteriormente fueron rociadas de
manera homogénea en el alimento, este procedimiento se realiz6 para cada una de las dosis
(Anexo 7). El alimento se dejo secar a temperatura ambiente (28 °C) durante 48 horas, y
posteriormente se almacend en envases herméticos rotulados a una temperatura de 2 °C. Se

detalla el procedimiento general en el siguiente flujograma (Fig. 4).

PESADO

SOLUCIONES EN
ASPERSORES

De la cantidad de alimento, del aceite esencial y el
alcohol para cada dosis respectivamente.

INCORPORACION Preparacidn de soluciones de AE en diferentes
concentracion y traspaso a aspersores manuales.

SECADO En el alimento, extendido previamente en bandejas
de plastico.
ENVASADO A temperatura ambiente (28°C) por un periodo de 48
horas.
ROTULADO En contenedores herméticos de plastico, con tapas.

ALMACENAMIENTO

Figura 4: Flujograma de proceso de inclusion de aceite esencial al alimento balanceado
comercial. Elaboracion propia.

3.6.  Disefo experimental

Se aliment6 a juveniles de sabalo Brycon amazonicus con una dieta comercial con inclusién
de aceite esencial comercial de orégano Origanum vulgare (Marca Q’api) en tres
concentraciones 0.5%, 1.0% y 1.5% y control 0% durante un periodo de 42 dias (Tabla 11).
Para la distribucion de las concentraciones en los tanques se utiliz6 un disefio completamente

aleatorio (DCA), con 10 juveniles de sabalo en cada tanque, cada concentracion y control se
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realizo por triplicado (Fig. 5).

Tabla 11: Nomenclatura utilizada para los tratamientos por dosis de aceite esencial

Dosis de aceite esencial(%6)

Tratamientos Tipo Repeticiones
T1 0 CONTROL T1R1, T1R2, T1R3
T2 0.5 DOSIS 0.5% T2R1, T2R2, T2R3
T3 1.0 DOSIS 1.0% T3R1, T3R2, T3R3
T4 15 DOSIS 1.5% T4R1, TAR2, TAR3

Fuente: Elaboracion propia.

m |

Figura 5: Distribucién de tratamientos y tanques al azar, en la zona de experimentacion.

3.7.  Monitoreo de calidad de agua

El agua utilizada durante la experimentacion proviene de la red de agua filtrada que abastece
todas las instalaciones del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana — IIAP. Los
parametros de calidad del agua fueron evaluados en cada uno de los tanques experimentales,
dos veces al dia (9:00 y 17:00 hrs.), cinco veces a la semana. En la tabla 12, se especifican
los equipos y la metodologia que se aplicaron para los diferentes parametros de calidad de
agua. El amonio (mg/L), amoniaco (mg/L) y nitritos (mg/L) se evaluaron dos veces por
semana, a las 15 hrs. (Anexo 8).
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Tabla 12: Parametros de calidad de agua

Parametros Unidades Equipo Metodologia HorarioLectura digital
Temperatura—C Rango:—=5-06-a55:060
Precision: £ 0.15 °C

Lectura digital

o

Fa
©

Rango: 0.00 a 50.00 mg/IPrecision:

Oxigeno Multipardmetro
mg/L . 0.00 a 30.00 mg/l > £0.10 mg/l
disuelto portatil Hanna 09:00 hrs.
30.00 a50.00 > + 3% de la lectura
Instruments didital y 17:00
(H1 98194) Lectura digita hrs.
Potencial de
hidrogeno  unidades Rango: 0.00 a 14.00 pHPrecision: + 0.02 pH Lectura digital
(PH)
Conductividad pS/cm Rango: 0 a 200 mS/cm
Precisién: £ 1% de la lectura Método Adaptado de ASTM Manual
Amonio (NH4) mg/L ofWater and Environmental Technology,
D1426 Método Nessler.
Amoniaco
(NH)) mg/L Fotémetro Hanna Rango: 0.00 a 3.00 mg/L
’ Instruments (HI Precision: £ 0.04 mg/L o + 4% de
83203) lectura 15 hrs.
Método Adaptado de EPA MétodoDiazotizacién 354.1
Nitritos (NOz) mg/L Rango: 0 a 0.600 mg/L

Precisién: £ 0.020 mg/L o + 4% delectura

Fuente: Manual de equipos Hanna Instruments. Elaboracion propia.

Se realizé la limpieza de los tanques cada tres dias, 30 minutos después de la segunda
alimentacion y lavado de filtros cada 6 dias. Ademas se realiz6 recambios parciales de agua
de 50% a 80%. Las paredes de los tanques se limpiaron con esponjas y/o escoba, sin realizar

movimientos bruscos del agua.
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3.8.  Determinacion de los pardmetros productivos

La evaluacion de los parametros productivos se realizo un dia después de culminar los 35
dias de la experimentacion, éstos fueron determinados mediante la comparacion del peso y
longitud total de los peces al inicio y luego de los 35 dias (Acar et al., 2015). Para facilitar
el manejo de los peces durante el muestreo, se utilizé Eugenol a una concentracion de 27.35
uL/L de agua. Estos una vez inmoviles (sedados) se pesaron (g), con una balanza digital de
precision - 0.1 g, y se midieron (cm) respecto a la longitud total, es decir desde el extremo
anterior de la mandibula hasta el extremo més largo de la aleta caudal (Laevastu, 1980) con

un ictiometro de 50 cm.

3.8.1. Biomasa

La biomasa es definida como el peso total de la materia viva en una superficie determinada,
es decir donde se realiza el cultivo (FONDEPES, 2004).

[ Biomasa (g) = Peso Promedio x N° de individuos ]

3.8.2. Ganancia de Peso Total (GPT)

La ganancia de peso de los individuos fue calculada mediante la diferencia entre el peso

promedio final e inicial (Paredes, 2020).

[ GPT (g) = Peso Promedio Final - Peso Promedio Inicial ]

3.8.3. Ganancia de Peso Diario (GPD)

La ganancia de peso diaria de los individuos fue calculada mediante la relacion entre la

ganancia de peso total y el nimero de dias de la experimentacién (Chirinos et al., 2022).

N° de dias de experimentacién

{ GPD (g/dia) = Ganancia de peso total ]
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3.8.4. Consumo de Alimento Diario (CAD)

El consumo de alimento diario se calculé como relacion entre la diferencia promedio del
peso de la racion diaria (3% de la biomasa para cada tratamiento por triplicado) y el peso del
alimento sobrante diario (ambos en expresado en gramos), y el nimero de dias de la

experimentacion.

N° de dias de experimentacion

[ CAD (g/dia) _ Prom.(Peso de racion diaria—Peso diario de alimento sobrante ) }

3.8.5. Indice de Conversion Alimenticia Aparente (ICAA)

El indice de Conversion Alimenticia Aparente se calculd mediante la relacion entre la
cantidad del alimento (kg) y el incremento de la biomasa (kg), este parametro expresa la
cantidad de alimento (kg) necesario para producir un kilogramo de carne de pez en el cultivo.
Este parametro determina la efectividad de los alimentos suministrados (Castell & Tiews,
1980).

incremento de la biomasa (kg)

Cantidad de alimento suministrado (k;
[ ICAA = e) }

3.8.6. Tasa de Crecimiento Especifico (TCE)

La tasa de crecimiento especifico expresa el crecimiento del pez (en términos del peso)
relacionado con el tipo de alimento suministrado (Jauncey, 1982), ademas es un indicador
de la respuesta a agentes bioticos o abioticos en el cultivo, influenciado principalmente por
la calidad del alimento (Tacon, 1987).

[ TCE (%) _ [(Ln Peso promedio final - Ln Peso promedio inicial) % 100 }

N° de dias de experimentacion
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3.8.7. Tasa de Crecimiento Relativo (TCR)

La Tasa de Crecimiento Relativo expresa la relacion entre la ganancia de peso de los

individuos con respecto al peso promedio inicial, se expresa en porcentaje (Huaman, 2016).

Peso promedio final - Peso promedio inicial
TCR (%) ——=2F P x 100

Peso promedio inicial

3.8.8. Factor de Condicion (K)

El factor de Condicion expresa el grado de bienestar o condicién somatica de una especie 0
poblacion respecto al medio donde se desarrolla en funcién a su nutricién. También es

llamado “Grado de Robustez”.

Peso promedio
K=—2P _ x 100
Longitud promedio

3.8.9. Coeficientes de Variacion de Peso (CVP)

El Coeficiente de Variacion de Peso se expresa como la relacion entre desviacién estandar
del peso promedio final y el peso promedio final, se expresa en porcentaje (Gardini &
Caceres, 2015).

[ CVP (%) _ Desviaciéon estandar del peso promedio final x 100 ]

Peso promedio final

3.8.10. Sobrevivencia (S)

Se expresa como la relacion entre el nimero de individuos que sobreviven al finalizar el
proceso experimental, con respecto al nimero de individuos con el que se inici6 el

experimento (Paredes, 2020).

N° de peces sembrados
S (%) = P x 100
N° de peces cosechados

3.8.11. indices morfofisioldgicos

El mecanismo de transformacion de la energia endégena de los érganos, generan los indices

morfofisioldgicos como el indice Hepatosomatico (IHS), indice Viscerosomatico (IVS) y el

28



indice de Grasa Visceral (IGV) en los seres vivos (Collins & Anderson 1995). Estos
proporcionan informacion directa del crecimiento, reproduccion y nutricion de los peces, es

decir, el estado de salud en un momento especifico (Cifuentes et al., 2012).

3.8.11.1. Indice Hepatosomatico (IHS)

Se expresa como la relacion entre el peso del higado respecto al peso del pez eviscerado

(expresado en porcentaje).

_ Peso del higado
[ IHS (%) ~ Peso del pez eviscerado x 100 }
3.8.11.2. Indice Viscerosomatico (1VS)

El indice Viscerosomatico (IVS) relaciona con el contenido visceral respecto al peso del pez
(en porcentaje), ademas, se sabe que este tiende a aumentar por el contenido de carbohidratos
y lipidos en la dieta (Aguirre et al., 2015). Resulta importante calcularlo ya que refleja el

valor del alimento suministrado a los peces (Malami et al., 2004).

[ VS (%) __ Peso delas visceras < 100 ]

Peso del pez

3.8.11.3. Indice de Grasa Visceral (IGV)

El indice de Grasa Visceral (IGV), esta relacionado con los niveles de lipidos en las dietas
de los peces. El exceso de estos niveles podria ser almacenado como grasa visceral y alterar
los niveles de colesterol y triglicéridos, y causar la disminucion del crecimiento de los
individuos (Campeche et al., 2018). Se expresa como la relacién entre peso de la grasa

visceral y el peso del pez, expresado en porcentaje.

Peso del pez

{ IGV (%) __ Peso de grasa visceral < 100 ]

3.9. Evaluacion de parametros fisiologicos

La evaluacién de los parametros fisioldgicos se realizo en tres etapas de la experimentacion:
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luego de los 35 dias de experimentacion y a los 7 dias después del desafio bacteriano. Para
cada uno de los muestreos se usaron tres peces por replica (en total 9 peces por tratamiento).

Previamente los peces fueron anestesiados con Eugenol a una concentracion de 27.35 puL/L
de agua (Gonzales, 2019). La toma de muestras se obtuvo mediante puncién de la arteria
caudal a nivel del arco hemal, con jeringas desechables de 3 ml y agujas de calibre 21G
humedecidas con anticoagulante EDTA al 10% (Anexo 9). Las muestras de sangre se
separaron en dos microtubos graduados de polipropileno - Eppendorf™, en un microtubo de
0.5 ml para la obtencion de plasma y el resto a un microtubo de 2.0 ml para el anélisis
hematoldgico (Salvador et al., 2014).

3.9.1. Parametros hematoldgicos

3.9.1.1. Numero de Eritrocitos (Eri)

Se determiné el nimero de eritrocitos presentes en un milimetro cubico de sangre, con la
ayuda de una cdmara de Neubauer y solucion Formol/Citrato - FC (Tavares-Dias & Moraes,
2004). En un microtubo de 2ml se mezclan 1990 pul de solucion con 10 ul de sangre (dilucién
1/200 de solucién FC), y finalmente se homogeniz6 la mezcla con un vortex. Para la lectura,
se extrajo 10ul de la mezcla y se coloco en la cdmara Neubauer para proceder a realizar el
conteo en un microscopio utilizando el aumento 100x. El conteo se realiz6 en los cuatro
cuadrantes grandes angulares: 1, 3, 7 y 9, tal como se muestra en la figura 6, ademas se debe
tomar en cuenta los eritrocitos adheridos en la linea horizontal superior y vertical exterior
(Ranzani-Paiva et al., 2013).

CZ_S 1011 P
=

1

Figura 6: Conteo de eritrocitos en Camara Neubauer — Métodos para el analisis
hematoldgico en peces (Ranzani-Paiva et al., 2013).
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El numero de eritrocitos se calculé de la siguiente manera:

[ N° de Eritrocitos / mm3 = células contadas x 200 x 10 x 5 ]

Donde:

200 : factor de dilucién
10 : correccion por la altura de cdmara
5 : nimero de sub cuadriculas contadas

3.9.1.2. Porcentaje de Hematocrito (% Ht)

Se determind el porcentaje de hematocrito mediante el llenado de un tubo capilar de
microhematocrito, en sus % partes, con sangre y luego se sell6 la entrada del capilar con
plastilina para evitar derrames de la muestra. Luego se colocaron los tubos cargados en una
microcentrifuga Hettich-210 a 10000 revoluciones por minuto (RPM) durante cinco
minutos. Finalmente se retiraron los capilares de la centrifuga y se realizé la lectura del
porcentaje de hematocrito con la ayuda de una regla graduada (Ranzani-Paiva et al., 2013),

representado en la figura 7.

Aire

3

1
'Sﬂihmhm A

Plasma

2

Globulos rojos
(Hematies)

W

0.5 Imm

Tapon de plastilina

Figura 7: Lectura de hematocrito en tubos capilares - Métodos para el analisishematologico
en peces (Ranzani-Paiva et al., 2013).
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3.9.1.3. Concentracion de hemoglobina

Se determind la concentracion de hemoglobina presente en la sangre de los peces segun el
método de la cianometahemoglobina (Laboratorios BIOLAB, UK) a 540 nm de longitud de
onda; con una micropipeta se extrajeron 10 pl de la muestra de sangre, se coloc6 en un tubo
de ensayo previamente cargado con 5 ml de solucion Drabkin, se enjuago la punta de la
micropipeta varias veces para expulsar toda la sangre (Ranzani-Paiva et al., 2013).
Finalmente se homogenizo y se coloco 80 ul de la mezcla en una cubeta para la lectura en

Espectrofotdmetro UV — Visible GENESYS 6 (Serie 335908) (Tabla 11).

Tabla 13: Ficha técnica de Espectrofotometro UV — Visible GENESYS 6 (Serie 335908)

Espectrofotometro UV — Visible Descripcion
Marca GENESYS 6
Serie 335908
Disefio Optico Detectores duales basados en rejillas de haz dividido
Ancho de banda espectral 1,8 nm
Fuente de lampara Xenon
Rango 190 — 1100nm
Longitud de onda Precision +10A
Repetibilidad +0,5nm
Fotométrico Rango 0.1-3.0A;0,3-125%T; + 9999C
Lectura Absorbancia, Transmitancia, Concentracion
Precision 0,5 % 0 0,005 A, lo que sea mayor, hasta 2 A

10 — 2000 nm/min
Velocidad de escaneo

Fuente: ©2006 Thermo Electron Corporation.

La determinacién de la concentracion de hemoglobina se calcul6 con la siguiente férmula
(Gonzales, 2019):

%O estandar

[ Hb (g/dl.) = (2™ » [Estandar] J
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Donde:

DO muestra : Absorbancia de la muestraDO estandar : Absorbancia del estandar
[Estandar] : Concentracion de hemoglobina del estandar

3.9.1.4. Indices hematimétricos

La determinacion de los indices hematimétricos: Volumen Corpuscular Media (VCM),
hemoglobina corpuscular media (HCM) y la Concentracion de Hemoglobina Corpuscular
Media (CHCM), fueron calculados mediante el método de Wintrobe (1934).

- Volumen Corpuscular Medio (VCM)

El Volumen Corpuscular Medio (VCM) se expresa como la relacion entre el porcentaje de
eritrocitos y el nimero de eritrocitos en sangre, esto representa el volumen de los eritrocitos

en la sangre.

N° de eritrocitos

[ VCM (ﬂ) __ % de hematocrito < 10 ]

- Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)

La Hemoglobina corpuscular media (HCM), se expresa como la relacion entre la
concentracion de hemoglobina y el nimero de eritrocitos en sangre, esto representa la
cantidad de hemoglobina existente en cada uno de los eritrocitos.

N° de eritrocitos

[ HCM (g/dl) - Hemoglobina x 10 }
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- Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

La Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) se expresa como larelacion
entre la concentracion de hemoglobina y el porcentaje de hematocrito, estorepresenta la

concentracion del pigmento hemaético en cada uno de los eritrocitos.

% de hematocrito

[ CHCM (g/dI) = omoglobina_y 1 ]

3.9.1.5. Namero de leucocitos (Leu)

Se determiné el nimero de leucocitos presentes en un milimetro cubico de sangre, con la
ayuda de una camara Neubauer y solucién Natt e Herrick (1952). El procedimiento fue
extraer una muestra de sangre, con una pipeta Thomma contadora de leucocitos hasta la
marca de 0.5 (Fig. 8), luego se enraza con solucién Natt e Herrick hasta la marca de 11, se
homogenizo la mezcla manualmente con movimientos ondulatorios. Finalmente se expulsé
una cuarta parte de la mezcla, y se colocd 10 pl de la mezcla en la camara Neubauer y se
realizo el conteo, de la misma manera que la descrita para el conteo de eritrocitos (Ranzani-
Paiva et al., 2013).

Figura 8: Pipeta Thomma para dilucion de sangre, empleada para el conteo de leucocitos -
Métodos para el analisis hematoldgico en peces (Ranzani-Paiva et al., 2013).
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El nimero de leucocitos se calculé de la siguiente manera:

[ N° de Leucocitos / mm3 = células contadas x 10 x 20 }

4

Donde:

10 : correccion por la altura de camara
20 : factor de dilucion
4 : nimero de cuadriculas contadas

3.9.2. Parametros inmunoldgicos

3.9.2.1. Férmula leucocitaria

Se realiz6 un frotis sanguineo aplicando la Coloracion Rosenfeld modificado (Tavares-Dias
et al., 2003). Se colocd 5 ul de sangre en el portaobjetos y se extendid la sangre con ayuda
de otro portaobjetos, luego se realizo el tefiido con la solucién Rosenfeld y se dejo secar por
un periodo de 24 horas. El frotis se observé al microscopio, donde se cont6 de 200 a méas
leucocitos de distintos tipos (neutrdéfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos, monocitos), luego
de clasificarlos se calcularon las proporciones de cada tipo de leucocitos en funcion a la
cantidad total, los resultados se expresaron en porcentaje de tipos celulares (Tavares-Dias et
al, 2006).

3.9.2.2. Plasma sanguineo

La obtencion del plasma sanguineo se realiz a partir de la sangre extraida, los microtubos
graduados de polipropileno - Eppendorf™ de 0.5 ml se colocaron en una centrifuga
(TOMOS-USA SCIENCE-TECH GROUP) a 5000 RPM. El plasma sanguineo fue separado
en tubos de 0.1 ml y congelados a -20°C hasta el anélisis posterior. A partir del plasma se
realizaron los ensayos bioquimicos, los cuales permiten cuantificar la concentracion de
albumina, proteina, triglicéridos, glucosa y colesterol de acuerdo a los métodos mencionados
en la Tabla 14. Las lecturas fueron realizadas en un Espectrofotometro UV — Visible
GENESYS 6 (Serie 335908) — Ficha técnica en la Tabla 13, dentro del periodo maximo de
60 minutos post preparacion de las muestras. La longitud de onda para cada uno de los
ensayos es diferente (Tabla 14), por lo que en cada lectura se procedio a cambiarla
(Anexo10).
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- Procedimientos de los ensayos bioquimicos

Para el analisis de los parametros se siguieron los procedimientos establecidos por el
fabricante: DiaSys Diagnostic Systems GmbH Alte Strasse 9/65558 Holzheim — Alemania.
Para los ensayos de albumina, triglicéridos, glucosa y colesterol FS*, se extrajeron 1000 pl
de reactivo y se colocaron en cada uno de los tubos de ensayo respectivamente para cada una
de las muestras de plasma sanguineo, ademas del estandar y el blanco (agua destilada).Se le
adicionaron 10 pl de muestra/estandar/agua destilada a cada uno de los tubos, luego sesell6
con parafilm y se homogenizé. Finalmente, las muestras se llevaron a bafio maria a 37°C por
un tiempo de 10 minutos y luego fueron colocadas en cubetas para su posterior lectura en el
espectrofotdmetro a la longitud de onda que le corresponde a cada anélisis. Parael analisis de
proteina total FS* se extrajeron 1000 ul de monoreactivo (4 partes de R1 con una parte de
R2) y se colocaron en tubos de ensayo para cada una de las muestras de plasmasanguineo,
ademés del estandar y el blanco (agua destilada). Se le adicionaron 20 ul de
muestra/estandar/agua destilada a cada uno de los tubos, luego se sellaron con parafilm y se
homogenizaron. Finalmente, las muestras se llevaron a bafio maria a 37°C por un tiempo de

5 minutos y fueron colocadas en cubetas para su posterior lectura en el espectrémetro

Tabla 14: Analisis de los ensayos bioquimicos

Longitud de onda

Ensayo (nm) Método Formula
Test colorimétrico
enzimatico utilizando | d i
ialicéri i 3 _ Triglicéridos [mg/dL] =-AMuestra x Conc.
Trlgllcerldos 500 glicerol-3- fosfato— , . _ Trigl [mg/dL]
FS oxidasa (GPO). Estd.
AlbuminaFS* Test fotometrico
umina 578 utilizando verde deAlbUmina [g/dL] = AMuestra x_Conc. Cal.
bromocresol Acal
Glucosa GOB Test fotométrico
" 500 enzimatico “GOD- Glucosa [mg/dL] = AMuestra ¥ Conc. Cal.
FS PAP” ACal.
Colesterol ES* Prueba enzimética
olestero 500 fotométrica “CHOD-Colesterol [mg/dL] = A Muestra x Conc. Estd.
A Estd/Cal.
PAP”
Proteina total Test fotométrico de
roteina tota 540 acuerdo al método deProteina total [g/dL] = AMuestra x Conc. Estd.
FS* A Estd/Cal.

Biuret

Fuente: DiaSys Diagnostic Systems GmbH Alte Strasse 9/65558 Holzheim — Alemania. Elaboracién propia.
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3.10. Determinacion de los parametros proximales del musculo de los peces

Para la determinacion de los pardmetros proximales, se sacrificaron a los peces que se les
realizd la extraccion de sangre luego de los 35 dias de experimentacion, es decir tres peces
de cada replica (en total 9 peces por tratamiento). Se calcularon los tenores de humedad,
cenizas en base himeda, grasas y proteina bruta en base seca; para ello se extrajeron muestras
unicamente del musculo de cada pez, luego se trituraron en un mortero y se distribuyo las
cantidades requeridas para cada uno de los analisis. El objetivo fue identificar los valores
nutricionales y composicién quimica de las especies que se consumen (lzquierdo et al.,
2000). Todos los analisis se realizaron por triplicado de acuerdo a las recomendaciones de
la A.0.A.C - Modificado (1984), en el laboratorio de Bromatologia y Fisiologia del Instituto

de Investigaciones de la Amazonia Peruana (11AP).

3.10.1. Humedad (HU)

El porcentaje de humedad se determiné por la pérdida de peso de pequefias cantidades de

material, cuando se someti6 a una temperatura de 105 ° C, hasta conseguir un peso constante.

3.10.2. Extracto Etéreo o grasa (EE)

El contenido de grasas se determind en el extractor de Soxleth, a través de la extraccion
continua con éter de petroleo, el resultado se obtiene por diferencia de peso luego de la

extraccién donde se volatiliza el solvente.

3.10.3. Proteina Bruta (PB)

Inicialmente se determiné el tenor de nitrogeno total por el método de Micro — Kjeldahl,
utilizando 6.25 como factor de conversion. De esta manera el tenor de proteina determinado

por cada andlisis fue:

PB = Tenor de N (%) x 6.25
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3.10.4. Cenizas o Material Mineral (MM)

El material mineral o cenizas se determiné quemando las muestras en la mufla a una

temperatura constante de 550 °© C por un periodo de tres horas.

3.11. Dosis Letal media (LD50)

La determinacion de los valores LD50 se realizd previamente al desafio bacteriano, este
proceso durd 36 horas mediante la inyeccion de cuatro rangos de dosis de A. hydrophila (108,
107, 108 y 10° UFC/pez) y un control con una solucién isoténica no toxica para las células -
PBS (Phosphate Buffered Saline), que ademas se utiliza para diluir sustancia utilizadas para
el cultivo de células (Serrano, 2018). La inoculacion se realizé via intraperitoneal a juveniles
sanos de Brycon amazonicus, que posteriormente fueron colocados en acuarios (6 peces por

tratamiento). Los resultados mostraron como LD50 a 1.68 x10” UFC/mL (Anexo 11).

3.12. Prueba de desafio bacteriano con Aeromonas hydrophila

Después de 35 dias de la prueba de alimentacion se realiz6 el desafio bacteriano, de acuerdo
al protocolo de Oliveira (2011), a cinco peces de cada replica (15 peces por tratamiento),
fueron en total 60 peces desafiados con la cepa de la bacteria Aeromonas hydrophila. Se
realizé la inoculacion via intraperitoneal con jeringas descartables de 2 ml y agujas de calibre
21G (en medio estéril) a una concentracion de 6x107 UFC/ml. Se utiliz6 una cepa comercial
Kwik Stik plus (ATCC 35654™) de Microbiologics Inc.

Se evalué la mortalidad y los signos clinicos de la enfermedad durante 7 dias (Dias et al.,
2019), durante este tiempo se evito el estrés por manipulacion de los individuos. Posterior a
este periodo, se realizo la toma de muestras de sangre de cada uno de los peces, para
determinar los parametros hematologicos e inmunologicos descritos en el punto 3.9.1. y

3.9.2., respectivamente.
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3.12.1. Soluciones bacterianas

La cepa de la bacteria Aeromonas hydrophila (ATCC 35654™), se activo de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Anexo 12). Se extrajeron indculos de la bacteria, en medio
aséptico con mecheros de alcohol y tipo Bunsen, con asas de siembra esterilizadas en placas
con agar Infusion Cerebro Corazon/Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a temperatura
ambiente 28 °C durante 24 horas. Se extrajeron dos colonias de la placa de BHI sembrada
anteriormente y se volvieron a sembrar (en medio estéril) con un asa de siembra en un matraz
con Caldo Soya Tripticasa/Tryptic Soy Broth (TSB), el cual fue colocado a un agitador
orbital a 150 rpm durante 15 hrs. Confirmado el crecimiento en el caldo por la turbidez, se
realizo el peletizado de la bacteria (Oliveira et al., 2011), esto consiste en formar un pelet de
la bacteria en un medio isoténico (PSB). EIl lavado consistio en traspasar la soluciones
bacterianas (en caldo de cultivo) a tubos de ensayo estériles con tapa para ser centrifugados
a 40 rpm durante 10 minutos, luego se procedio a eliminar el sobrenadante y adicionando
PBS estéril durante tres veces (Ngugi et al., 2017). La concentracion del tubo con la bacteria,
previamente lavada, se obtuvo a través de la lectura de la absorbancia en un

espectrofotometro (Anexo A).

3.13. Procesamiento y analisis de datos

Los datos obtenidos de las evaluaciones fueron almacenados y procesados en plantillas de
calculo de Microsoft Excel, y los resultados de los parametros productivos, fisioldgicos y
proximales de los tratamientos fueron analizados mediante un Analisis de Varianza (Anova).
En caso de existencia de significancia en los tratamientos se aplicé la prueba de comparacion
de promedios de Tukey (a=0.05) con el software estadistico SIGMAPLOT 11. Se aplicaron
transformaciones estadisticas en los datos que no cumplian con las condiciones para el
analisis de Varianza, como: Recuento de monocitos a los 35 y 42 dias, el Consumo de
Alimento Diario (CDA) a los 35 dias, el indice hepatosomatico (IHS) a los 35 dias, la

Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) a los 42 dias.
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V.

4.1. Calidad de agua

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En latabla 15, se muestra el resultado del analisis de calidad de agua, los cuales

fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA), y se encontrd que ninguno

de los parametros presentan efecto significativo (P > 0.05) de la inclusion de

aceite esencial en el alimento durante la experimentacion.

Tabla 15: Pardmetros de calidad de agua registrados durante el proceso de

experimentaciondurante 42 dias

Parédmetros 0% 0.5% 1% 1.5%

Temperatura (°C) 27.61+ 0.382 27.42 +0.37° 27.60 £ 0.37° 27.43 £ 0.55?
pH 6.75+0.072 6.75 + 0.052 6.71 £ 0.06% 6.76 £ 0.062
Conductividad (uS/m) 40.64 + 6.392 39.15 + 3.18? 40.08 + 4.30% 39.18+ 4.32
Oxigeno (mg/L) 4.37 £0.442 4.49 £+ 0.39° 4.40 + 0.38? 4.50 £ 0.39?
Nitritos - NO: (mg/L) 0.31+£0.38? 0.27 £0.272 0.18 £ 0.242 0.34 £ 0.45%
Amoniaco - NHs (mg/L) 0.61+0.41° 0.55 £ 0.58? 0.50 £ 0.35% 0.44 £ 0.442
Amonio - NHa (mg/L) 0.63 + 0.422 0.59 + 0.61° 0.53+0.38? 0.46 + 0.472




En todos los sistemas de cultivo fue importante mantener las condiciones dptimas de la
calidad de agua, ya que esto influye en el desarrollo de los animales (Reynalte — Tataje et
al., 2004). Los valores registrados en el presente estudio como temperatura, pH,
conductividad, oxigeno y amonio, fueron similares a los registrados en diversos estudios con
sébalo cola roja Brycon amazonicus (Pedreira et al., 2006; Frasca-Scorvo et al., 2007;
Sipalba — Tavares et al., 2008; Silva et al., 2009), en donde reportaron temperatura promedio
de 26.0 2 30.0 °C, valores de pH de 5.7 a 7.7, conductividad de 50.0 S/m, valores promedio
de oxigeno disuelto entre 2.95 mg/L a 3.45 mg/L y amonio (NH.) de 0.77 mg/L siendo estos
los valores éptimos recomendados para el cultivo de esta especie (Boyd & Gross, 1998;
Castagnolli, 1992). Se recomienda que los valores de nitrito (NO:) y amoniaco (NHs) sean
en promedio menor a 0.07 y menor a 0.36 ppm respectivamente (Sipatba — Tavares et al.,
2008); sin embargo, en la experimentacion se registraron valores mayores lo que estaria
relacionado al pH y la temperatura, ya que estos parametros influyen en la toxicidad de varias

sustancias como el amoniaco total - no ionizado (NHs) e ionizado (NH.) (Inoue et. al, 2005)

4.2. Evaluacion de la alimentacién en el desempefio productivo y

parametrosfisiologicos

4.2.1. Desempefio productivo

Los resultados del desempefio productivo que fueron procesados al aplicar la prueba
estadistica de analisis de varianza (ANOVA) se muestran en la Tabla 16. El peso final,
longitud total final, biomasa, ganancia de peso total y diario, tasa de crecimiento especifico
y relativo, eficiencia alimenticia, indice de conversién alimenticia (ICAA), coeficiente de
variacion de peso (CVP) e indice hepatosomatico no muestran diferencia significativa entre
los tratamientos (P > 0.05). En el consumo de alimento diario, se determind que el
tratamiento 0% (Control) presenta una mejor consumo estadisticamente significativo (P <
0.05) en comparacion con los demas tratamientos de 0.5%, 1.0% y 1.5% de AE de orégano,
estos ultimos no presentan diferencia significativa entre ellos (P > 0.05). En el caso del factor
de condicidn (K), se presenta un mejor valor en el tratamiento 0% (Control) estadisticamente
significativo (P < 0.05) en comparacion con el tratamiento 1.5%, los tratamientos 0.5% y
1.0% no presentan diferencia significativa con ningin tratamiento (P > 0.05). El indice
viscerosomatico (IVS) registro un mayor indicativo en el tratamiento 0% (Control)

estadisticamente significativo (P < 0.05) en comparacion con los tratamientos 0.5% y 1.0%,
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pero con el tratamiento 1.5% no registro tener una diferencia significativa (P > 0.05).En el

indice de grasa visceral (IGV) se registr6 un mayor indice en el tratamiento Control (0%)

con diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en comparacion con el tratamiento 0.5%,

los demas tratamientos no registraron diferencias significativas (P > 0.05). La sobrevivencia

durante esta etapa de la experimentacion se mantuvo en 100% para todos los tratamientos.

Tabla 16: Pardmetros productivos de juveniles de sabalo cola roja Brycon amazonicus

suplementados con aceite esencial de orégano Origanum vulgare en una dieta comercial

durante 35 dias

Parametros 0% 0.5% 1.0% 1.5%
Peso Inicial (g) 167.8+ 155
Peso Final (g) 206.3 + 21.8° 195.1 + 15.62 197.1 + 25.0° 198.2 + 17.22
Longitud Total Final (cm)  23.9+0.8% 23.7+0.62 23.7+£0.9? 23.8+0.52
Biomasa (g) 2062.9+ 655  1950.6 +87.7¢  1970.9 + 95.9% 1981.6 + 47.7
Ganancia de Peso (g) 404 £2.72 25.9 +8.0° 28.9+10.48 30.1£4.42
GPD (g/dia) 1.2+0.12 0.7+0.22 0.8+0.3? 0.9+0.1°
TCE (%/dia) 0.6 +0.0? 0.4+0.1° 05+02° 05+0.1°
TCR (%) 244 +1.1° 15.3+4.78 17.2 +6.3? 17.9 + 2.62
CAD (g/dia) 32.8+0.8? 27.9+1.1° 29.3+1.1° 28.3£0.4°
Eficiencia Alimenticia (%) 35.11+3.2° 26.3+7.32 28.0 +9.3? 30.4+4.92
ICAA 231042 2.6+0.6° 2.6%0.5° 24103
CVP (%) 10.6 + 1.8° 8.2+1.2° 131+£33 9.8+ 4.0°
Factor de condicion 1.51 +0.072 147 +0.06®  1.48+0.08® 1.46 +0.07°
indice viscerosomatico (%) 8.6 +0.8° 7.1+0.4° 7.6+0.9° 7.4 0.3
indice hepatosomatico (%) 1.6 +0.3? 1.3+0.2° 1.3+0.3° 15+0.28
Indice de grasa visceral (%) 2.81 +0.43 215+ 0.4° 2.25+0.5%® 2.2+04®
Sobrevivencia (%) 100 100 100 100

GPD= Ganancia de peso diario; TCE= Tasa de crecimiento especifico; TCR= Tasa de crecimiento relativo;
CAD= Consumo de alimento diario; ICAA = indice de conversion alimenticia aparente y CVP = Coeficiente

de variacién de peso.
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La inclusién de aceites esenciales en la dieta de los peces, ha registrado resultados
alentadores como promotores del crecimiento e inmunoestimulante en diversas especies
(Encarnagao, 2016). Esta estrategia nutricional se enfoca en mejorar la respuesta
inmunolégica y fisiologica para contrarrestar el estrés y promover mejoras en el
funcionamiento del tracto gastrointestinal (Sutili et al., 2017). La tendencia a usar estos
compuestos se ha ido incrementando como alternativa natural en lugar del uso de antibioticos
(Baba et al., 2016). El presente estudio determind que la inclusion de diferentes dosis de
aceite esencial de orégano Origanum vulgare (0.5%, 1.0% y 1.5%) no presento efectos
significativos en los pardmetros productivos (peso final, longitud final, biomasa, ganancia
de peso, ganancia de peso diario, tasa de crecimiento especifico, la tasa de crecimiento
relativo, eficiencia alimenticia, indice de conversién alimenticia aparente, coeficiente de
variacion de peso, indice hepatosomatico y sobrevivencia) como suplemento en la dieta del
sébalo cola roja Brycon amazonicus. Diversos estudios registraron resultados similares a los
obtenidos en el presente estudio, Martinez (2018) reportd que el aceite esencial de orégano
Lippia graveolens en la dieta de tilapia Oreochromis niloticus no presenta efecto positivo en
los parametros productivos, de igual manera con el uso de orégano Origanum vulgare en
diferentes concentraciones (0, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.125 y 0.15%) tampoco registrd
resultados positivos en la misma especie (Espirito et al., 2020). Del mismo modo existen
estudios que demuestran que varios aceites esenciales no producen efectos positivos en estos
parametros como el AE de menta Mentha piperita en tilapia (De Souza-Silva et al., 2019),
de datil Phoenix dactylifera L. en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Gaballah et al.,
2021) y de cascaras de limén citrico en tilapia Oreochromis mossambicus (Baba et al., 2016).
Esto se encuentra estrechamente relacionado a las concentraciones de AE utilizadas en los
ensayos Yy la composicién quimica de los AE (Glltepe et al., 2014b). Los peces alimentados
con las dietas suplementadas (0.5, 1.0 y 1.5%) tuvieron menor consumo del alimento diario
(CAD), similar a un estudio de suplementacion alimenticia con AE de orégano en Lubina
Dicentrarchus labrax a concentraciones mayores de 100 ppm se reducia considerablemente
la ingesta de alimento (Dinardo et al., 2020). Sin embargo, otro estudio en donde se emplea
un producto comercial a base de aceite esencial de orégano - Ropadiar Polvo plus® a una
concentracion de 5 % y 10 %, muestra que el sabor aromatico del AE de orégano aumento
la palatabilidad del alimento para la tilapia Oreochromis niloticus, lo que resultd en una alta
ingesta voluntaria del alimento e incremento del peso (Abdel-Latif & Khalil, 2014). El olor
y sabor intenso debido a la alta concentracion de AE podria reducir la palatabilidad, lo que

conduce a un rendimiento de crecimiento deficiente de los peces. El factor de condicion
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refleja el estado fisioldgico del pez en relacion a su bienestar (Lizama & Ambroésio, 2002;
Cifuentes et al., 2012), desde el punto de vista nutricional se encuentra relacionado a la
ganancia de peso y acumulacion de grasa (Le Cren, 1951). El tratamiento control (0%) al
presentar una mayor ingesta de alimento, presenté un mejor factor de condicion en
comparacion con el tratamiento 1.5%, eso también se reporto en estudios donde se utilizaron
dosis altas de aceites esencial donde evidencia un efecto inverso en cuanto a la dosis de
aceite esencial y los efectos beneficiosos en los parametros productivos, sin embargo esto
también puede estar relacionado al periodo de tiempo experimental (De Moraes et al., 2014;
Diler et al, 2017; Dinardo et al., 2020). En el indice viscerosomatico e indice de grasa
visceral los menores valores se registran en los grupos de peces que consumieron el alimento
suplementado (0.5, 1.0 y 1.5%) con aceite esencial de orégano que es resultado del menor
consumo de alimento, debido a que algunas visceras como el higado acumulan glucégeno y
nutrientes para la formacion de proteinas y la grasa visceral es un almacenamiento de
energia, que se reduce ante menor o deficiente consumo de nutrientes (Takahashi et al.,
2011; Robisalmi et al., 2021).

4.2.2. Analisis fisiol6gicos

4.2.2.1. Parametros hematologicos

Se registraron los resultados de los parametros hematoldgicos en la tabla 17, segun el analisis
de varianza (ANOVA). El porcentaje de hematocrito registré una mejor proporcion en el
tratamiento 1.5%, estadisticamente significativo (P < 0.05), en comparacion con el
tratamiento 0.5%, sin embargo, los demas tratamientos no expresaron tener una diferencia
significativa (P > 0.05). ElI numero de eritrocitos, volumen corpuscular medio (VCM),
hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) no registraron diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos. Los
leucocitos, a pesar de no mostrar diferencia significativa, registré un incremento en el
tratamiento de 0.5% de AE de orégano. En el caso de la hemoglobina, expres6 una mayor
cantidad estadisticamente significativa (P < 0.05) en el tratamiento de 1.5% en comparacion
con el tratamiento 0% (Control), los demés tratamientos 0.5% y 1.0% no registraron tener

diferencias significativas (P > 0.05).
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Tabla 17: Parametros hematoldgicos de juveniles de sabalo cola roja Brycon amazonicus
suplementados con aceite esencial de orégano Origanum vulgare en una dieta comercial

durante 35 dias

Parametros 0% 0.5% 1% 1.5%

Hematocrito (%) 57.0 + 3.6® 53.2+34> 54927 58.2 £ 3.22

Eritrocitos (x10° cel/uL) 41+0.6° 3.8+0.3° 3.8+0.4° 4.0+0.42

Hemoglobina (g/dL) 10.9+0.8  11.6+0.5® 11.7 £ 0.5% 11.9+0.8°
VCM (fL) 136.6 £ 21.12 141.3+11.18 1426 £11.72 139.3+12.28

HCM (pg) 27.8 £4.3° 30.8 £ 2.42 30.8+3.22 28.1+2.62

CHCM (g/dL) 20.5+ 2728 219+1.7° 216 +1.3° 20.2+0.9?

Leucocitos (10%/uL) 58+212 6.2 +1.5% 53272 53+12%

VCM = volumen corpuscular medio, HCM = hemoglobina corpuscular media y CHCM = concentracién de
hemoglobina corpuscular media.

La sangre se utiliza como indicador del sistema inmunoldgico especifico del pez (Tewary &
Patra, 2011), asi como también permite evaluar el estrés, estado nutricional y salud en
general de los peces (Khalafalla et al., 2020). En el presente estudio no se registraron efectos
del aceite esencial de orégano Origanum vulgare en los valores de hematocrito, conteo de
eritrocito, leucocitos, VCM, HCM y CHCM. Se obtuvieron resultados similares al presente
estudio, con la adicion de aceite esencial de menta y té en la alimentacion de tilapia del Nilo,
donde los parametros hematolégicos tampoco se vieron alterados (Valladao et al., 2017).
Asi mismo, Saccol (2013), quien realizd la suplementacién con AE de Lippia alba del
alimento suministrado al bagre plateado, durante un periodo de 60 dias, no registro influencia
en los pardmetros sanguineos de estos animales. Por otro lado, la inclusion de hojas secas de
orégano en la dieta de tilapias de Nilo tampoco indujo efectos significativos sobre los
parametros hematoldgicos (Espirito et al., 2020). La hemoglobina presentd un incremento
significativo en los peces alimentados con la mayor concentracion (1.5%) frente al control.
Estudios similares reportaron el mismo efecto para gamitana Colossoma macropomum y
lubina asiatica Lates calcarifer, alimentadas con dietas suplementadas a base de aceite
esencial y hojas de Menta piperita respectivamente (Talpur, 2014; Ribeiro et al., 2016), asi

mismo Lobea rohita presentd el mismo efecto con dietas de extractos de Mucuna pruriens
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(Ojhaetal., 2014). La hemoglobina presenta incremento proporcional a la concentracion del
aceite suministrado a los peces debido a las propiedades inmunoestimulantes del aceite
esencial (Chakraborty & Hancz, 2011). El incremento de hemoglobina en los eritrocitos
indica un mayor transporte de oxigeno que tendria un efecto de bienestar en sistema inmune
de los peces (Talpur & Ikhwanuddin, 2012).

4.2.2.2. Parédmetros inmunoldgicos

En la tabla 18, se registra los resultados finales de los parametros inmunoldgicos sometidos
a la prueba de analisis de varianza (ANOVA), en donde el numero de linfocitos presentd
diferencia significativa (P < 0.050) entre los tratamientos de 0.5% y 1%; este Ultimo
presentando menor numero de linfocitos en sangre. Los demas parametros no presentaron

diferencias significativas (P > 0.050) entre los tratamientos.

Tabla 18: Parametros inmunoldgicos de juveniles de sabalo cola roja Brycon amazonicus
suplementados con aceite esencial de orégano Origanum vulgare en una dieta comercial

durante 35 dias

Parametros 0% 0.5% 1% 1.5%
Linfocitos (103/uL) 3.5+ 1.4% 4.4+1.28 2.2+0.6 35+1.2%
Neutroéfilos (10%/uL) 1.8+1.0% 1.8+0.52 23+19 1.8+0.42
Monocitos (10%/uL) 0.10 £ 0.05? 0.01+£0.022 0.14+0.142 0.05+0.112
Glucosa (mg/dL) 46.1+9.0° 49.3 + 7.5 40.6 +9.22 52.1 + 16.0°
Albumina (g/dL) 19+0.22 19+0.2° 1.9+0.22 2.0 £0.32
Proteina (g/dL) 3.8+0.4° 3.9+0.22 3.8+£0.4° 41+05
Colesterol (g/dL) 192.2 + 39.62 206.4 £ 33.1* 2225+ 37.0% 199.9 + 34.52
Triglicéridos (g/dL) 546.5+72.0°  458.6+1186° 4753+102.2°  489.8 +109.8°

La respuesta inmunoldgica de los peces generalmente es evaluada a través del estudio de la

actividad de la lisozima, leucocitos y el recuento diferencial de estos (Mohamed et al., 2021).
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Se ha confirmado en diversos estudios que la inclusion de compuestos herbales mejoran la
respuesta inmune y minimizan pérdidas por enfermedades virales, bacterianas y parasitarias
en peces marinos y de agua dulce (Harikrishnan et al. 2011). En el presente estudio la
suplementacion con aceite esencial de orégano no influy6 en los pardmetros inmunologicos
del conteo diferencial de leucocitos. Similares resultados se reportaron en alevines de Labeo
victorianus con dietas suplementadas a base de aceite esencial de limén amargo Citrus limén
(Ngugi et al., 2017) y en trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss con extracto de orégano
(Pourmoghim et al., 2015), esto debido a que no existe una dosis Optima, tiempo de
experimental o método de administracion establecidos. En los parametros bioquimicos no se
registraron variaciones entre los tratamientos con AE esencial respecto a los peces del
tratamiento control, similar a lo reportado por otros estudios realizados en trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss suplementada con aceite esencial de Ducrosia anethifolia (Vazirzadeh
et al., 2017) y en goldfish Carasisus auratus con raiz de Ferula elaeochytris en la dieta
(Inanan et al., 2021), esto se debe a que probablemente las concentraciones testadas no

fueron suficientes para generar cambios en los pardmetros bioguimicos séricos.

4.2.3. Analisis de la composicién proximal

Los resultados del analisis de la composicion proximal en el musculo de juveniles de sabalo
cola roja Brycon amazonicus al ser sometidos a la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA), se presentan en la Tabla 21. Los parametros de humedad, ceniza y lipidos no
presentan diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos. EI analisis de proteina
registra un mejor porcentaje en el tratamiento 0.5% estadisticamente significativo (P < 0.05)
en comparacion con el tratamiento 1.5%, los demas tratamientos no presentan diferencias

significativas (P > 0.05).
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Tabla 19: Composicion proximal del musculo de juveniles de sébalo cola roja Brycon
amazonicus suplementados con aceite esencial de orégano Origanum vulgare en una dieta

comercial durante 35 dias

Composicién 0% 0.5% 1% 1.5%
Humedad (%) 75.7+£0.5%75.6 £ 0.52 75.6 £ 0.62 76.0+0.52
Ceniza (%) 14+0.121.4+£0.0 14+0.12 1.4 £0.12
Lipidos (%0) 2.7+0.4%28+0.42 2.7 +0.6% 2.6+0.32
Proteina (%0) 21.7 +0.3%21.9 + 0.4 21.5+ 0.4 21.1+0.7°

El contenido proximal de masculo de los peces depende de varios factores relacionados con
la alimentacion (Castagnolli, 1979). La composicion corporal de los juveniles de sabalo
Brycon amazonicus alimentados con aceite esencial de orégano no presentaron cambios en
la composicion de humedad, cenizas, lipidos y proteinas. Resultados similares fueron
obtenidos en suplementacion dietética con aceite esencial de orégano Origanum vulgare en
alevinos de tilapia del Nilo Oreochromis niloticus (Heluy et al., 2020) y al adicionar
carvacrol en las dieta de trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Yilmaz et al., 2015). Sin
embargo otros estudios con la inclusion de aceites esenciales en la dieta muestran efectos de
incremento de proteina en el bagre de canal Ictalurus punctatus con el aceite esencial de
orégano Origanum heracleoticum L. y el bagre Lophiosilurus alexandri con aceite esencial
de orégano O. vulgare (Zheng et al., 2009; Da Silva et al., 2020), esto se encuentra
estrechamente relacionado a la composicion y concentracion de los compuesto activos del
AE de orégano, ademas de los niveles de inclusion, fase de desarrollo y caracteristicas

intrinsecas de cada especie (Yilmaz et al., 2015).
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43. Desafio bacteriano
4.3.1. Analisis fisiologico

4.3.1.1. Parametros hematologicos

En la Tabla 20, se expresan los resultados finales de los pardmetros hematologicos luego del
desafio bacteriano con A. hydrophila, los cuales fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA). Los parametros hematocrito, eritrocitos, hemoglobina, volumen corpuscular
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) no presentaron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
tratamientos establecidos. En los leucocitos el tratamiento 1.0% presenta la mayor cantidad
y diferencia significativa (P < 0.05) con los tratamientos 0.5% y 0% (Control), este Gltimo
presenta la menor presencia de leucocitos; el tratamiento 1.5% presentd solo diferencia
significativa (P < 0.05) con el tratamiento 0% (Control). En el caso de la sobrevivencia, el
tratamiento 0% (Control) presenta diferencia significativa (p < 0.050) y un mayor porcentaje

con respecto a los tratamientos de 0.5% y 1.5%.

Tabla 20: Sobrevivencia y parametros hematoldgicos de juveniles de sabalo cola roja Brycon
amazonicus después de 7 dias del desafio bacteriano con Aeromonas hydrophila

Parametros 0% 0.5% 1% 1.5%

Sobrevivencia (%) 80.0+£0.02 40.0 + 0.0 66.7 + 11.6® 40.0 + 20.0°
Hematocrito (%) 46.3 £ 10.12 41.8+452 42.0+£6.92 459 +9.02

Eritrocitos (x10° cel/uL) 3.0+0.8° 29+0.42 27+06* 3.0zx0.6

Hemoglobina (g/dL) 93+1.3? 10.2+0.82 9.7+13 9.3+£1.7°
VCM (fL) 156.2 £ 17.92 1459 £ 22.22 1459 £+ 22.82 151.7 £ 20.78
HCM (pg) 35.6 £10.18 35.6£4.0% 37.0+£4.22 309+4.1°
CHCM (g/dL) 20.9 +5.12 24.6 +1.8° 23.7 + 4.47 20.4 +1.8°
Leucocitos (103/uL) 9.8+2.0° 12.8 +1.2% 18.1 + 3.4° 14.2 £4.3%®

VCM = volumen corpuscular medio, HCM = hemoglobina corpuscular media y CHCM = concentracién de
hemoglobina corpuscular media.

Los parametros hematoldgicos posteriores al desafio bacteriano no presentaron variacién
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entre los peces suplementados con el aceite esencial y el control excepto en los leucocitos,
donde se incrementaron en las dosis mas altas de 1y 1.5%. (Ribeiro et al., 2016), en gamitana
Colossoma macropomum, suplementada con aceite esencial de menta Mentha piperita no
mostré cambios en los parametros hematoldgicos después del desafio bacteriano con A.
hydrophila. Se reportd que en lubina asiatica Lates calcarifer suplementada con ajo Allium
sativum desafiada con Vibrio harveyi donde los pardmetros bioquimicos no tuvieron
influencia y demuestra el incremento de los leucocitos posterior al desafio bacteriano (Talpur
& lkhwanuddin, 2012), como una respuesta a la infeccion causados por la bacteria y la

estimulacion del mecanismo de defensa para hacer frente al patogeno.

Los aceites esenciales tienen efectos beneficiosos en la resistencia frente a diferentes
patdgenos debido a la capacidad antimicrobiana de sus principales componentes (Da Cunha
et al., 2010). Después de 7 dias del desafio bacteriano con A. hydrophila se presentd
mortalidad y signos de enfermedad en todos los tratamientos. Los peces con las dosis de 0.5
y 1.5% presentaron las mayores mortalidades frente al control. En estudios similares no se
reportaron mortalidades respecto la suplementacion con aceite esencial de Mentha piperita
desafiado con A. hydrophila en C. macropomum (Ribeiro et al., 2016). Sin embargo otros
estudios demuestran resultados de menor mortalidad para el bagre del canal Ictalurus
punctatus con aceite esencial de orégano Origanum heracleoticum L desafiado con A.
hydrophila (Zheng et al., 2009), asi mismo para tilapia del Nilo suplementado con aceite
esencial de la cascara de naranja y desafiado con Streptococcus iniae (Acar et al., 2015).
Probablemente la mayor mortalidad demostraria un efecto negativo, ocasionado por la menor
ingesta del alimento con aceite esencial reduciendo los compuestos activos asimiladospor los

peces.

4.3.1.2. Parametros inmunologicos

Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) de los parametros inmunologicos se
presentan en la Tabla 21, en donde se encontré que ninguno de los pardmetros presenta
diferencias estadisticas significativas (P > 0.05) entre los tratamientos establecidos para la

experimentacion.
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Tabla 21: Parametros inmunoldgicos de juveniles de sabalo cola roja Brycon amazonicus

después de 7 dias del desafio bacteriano con Aeromonas hydrophila

Parametros 0% 0.5% 1% 1.5%
Linfocitos (10%/uL) 3.6 +1.785.7 + 3.6% 6.5+ 3.8 6.3 +3.0°
Neutrofilos (10%/uL) 5.1+3.7%4.6 £ 3.12 74+472 6.9 +2.92
Monocitos (10%/uL) 1.0+£0.9%1.6 272 15+£1.32 1.0+£0.82
Heterdfilos (10%/uL) 0.01 £ 0.03%0.02 + 0.062 0.06 £0.11* 0.01 +0.022
Glucosa (mg/dL) 48.8 + 28.5%29.4 + 11.0° 455+19.4* 50.6+19.42
Albumina (g/dL) 1.8+0.3%22.0 £ 0.2 1.7+0.5? 2.0 £0.42
Proteina (g/dL) 4.0+£0.7%4.2+0.22 4.0+0.7° 4.0+0.8°
Colesterol (g/dL) 188.8 £ 75.4%194.4 + 47.32 204.7 +88.3% 232.7£62.12
Triglicéridos (g/dL) 251.6 + 69.5%252.7 + 43.82 228.4 £90.0° 246.7 £ 63.82

La respuesta ante agentes estresantes o condiciones adversas puede influenciar el recuento
diferencial de los leucocitos y los niveles de los parametros bioquimicos como glucosa,
albumina, proteina, colesterol y triglicéridos en la sangre de los peces (Tavares-Dias et al.,
2008). El conteo diferencial de leucocitos y pardmetros bioquimicos no tuvo influencia en
los peces suplementados con el aceite esencial de orégano a pesar de mostrar efecto en el
conteo total de leucocitos. Similares resultados fueron reportados para monocitos, linfocitos
y neutréfilos, asi como para glucosa, proteina total, colesterol, triglicéridos y albumina post
desafio con Vibrio harveyi en lubina asiatica Lates calcarifer suplementada con ajo Allium
sativum (Talpur & Ikhwanuddin, 2012), en donde la disminucién del contenido adiposo se
asocia a un mejoramiento del sistema inmune, que asociado al AE de orégano, depende del

contenido de carvacrol y al periodo experimental al que se encuentren los peces Ademas, se
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report6 en gamitana Colossoma macropomum que la suplementacion con aceite esencial de
menta Mentha piperita no influy6 en los niveles de glucosa y colesterol después del desafio

bacteriano con A. hydrophila (Ribeiro et al., 2016).
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales del presente trabajo de investigacion, las dosis
de aceite esencial de orégano Origanum vulgare no tuvieron influencia en los
pardmetros productivos, a excepcion del factor de condicion donde tuvo un efecto

negativo en la mayor dosis (1.5%).

La mayor dosis (1.5%) presentd un impacto positivo en algunos parametros
hematol6gicos, como hematocrito y hemoglobina; sin embargo, en los pardmetros
inmunoldégicos la dosis de 0.5% produjo un efecto positivo al incrementar el nUmerode

linfocitos en la sangre.

No se registraron efectos positivos en el estado fisiol6gico del sdbalo cola roja Brycon
amazonicus, luego del desafio bacteriano en la mayoria de los parametros evaluados,

sin embargo, la dosis de 1.0% presentd un impacto positivo en el nimerode leucocitos.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar la suplementacion alimenticia durante un periodo de tiempo maés

prolongado para poder evidenciar una diferenciacion marcada entre tratamientos.

Realizar cortes histoldgicos del intestino anterior y posterior, con la finalidad de
evidenciar la propiedad del aceite esencial de orégano Origanum vulgare como

promotor del crecimiento.

Realizar la prueba de lisozima, complementariamente para evidenciar agentes

estresantes en los peces.

Realizar una prueba de antibiograma para determinar la susceptibilidad de la

bacteria Aeromonas hydrophila frente al aceite esencial de orégano.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de anestésico: Eugenol (AE de clavo de olor).

Con ayuda de una pipeta se colocé el alcohol en De la misma manera se coloc6 el Eugenol en cada
vasos precipitados como disolvente del Eugenol. vaso precipitado de acuerdo a la concentracion.

Se enjuago la pipeta hasta en 4 oportunidades en cada Cada vaso precipitado se selld con parafilm para
vaso precipitado para tener la dosis correcta. evitar la evaporacion de la solucién anestésica.




Anexo 2: Evaluacion de tiempo de induccion y recuperacion del
anestésico Tricaina ensabalo cola roja Brycon amazonicus.
(Determinacion de dosis 6ptima)

Para esta prueba se utilizaron tres acuarios con 5 L de agua, y en cada acuario un pez
experimental — juvenil de sdbalo cola roja Brycon amazonicus.

Se evaluaron tres dosis (en base a referencias)

- Dosis 1: 100 mg/L
- Dosis 2: 150 mg/L
- Dosis 3: 200 mg/L

Procedimiento:

1.  Secoloco en cada acuario los 5 L de agua.

2. Se realiz6 el pesado de las dosis y posterior a ello se adiciond en cada uno
de losacuarios, para luego homogenizar el agua con la mano en movimientos

ondulatorios.
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3. Secolocé al pez en su respectivo acuario y se espero que la dosis haga
efecto para poder registrar el tiempo de induccion. El pez estuvo durante
un promedio de 10 minutos con efectos de la anestesia.

4.  Finalmente, se retir6 al pez y fue colocado en acuarios con agua limpia

para analizar el tiempo de recuperacién de cada uno.
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Resultados:

- Dosis 1: 100 mg/L

Tiempo de induccion (Ti) = 2.02° (ESTADO I1IC — ANESTESIA QUIRURGICA)
Tiempo de recuperacion (Tr) = 2.44°
Biometria del pez:

Peso =187.4¢

Talla=23.3cm
Manejo: El pez se mantiene tranquilo — se puede realizar el manejo sin
complicaciones.

- Dosis 2: 150 mg/L

Tiempo de induccion (Ti) =2.27° (ESTADO I1IC — ANESTESIA QUIRURGICA)
Tiempo de recuperacion (Tr) = 7.51°
Biometria del pez:
Peso =193.2¢g
Talla=24.5cm
Manejo: El pez se mantiene tranquilo — se puede realizar el manejo sin

complicaciones, pero tomo mucho tiempo en recuperarse.

- Dosis 3: 200 mg/L
No se realiz6 para evitar matar al pez, ya que la dosis 2, el tiempo de recuperacion fue alto.
Conclusion:

Se utilizé la dosis 1: 100 mg/L, ya que el pez se quedd sedado el tiempo promedio requerido
para los muestreos. Sin embargo, este tipo de experimentacién seria necesaria repetirla para
poder tener resultados mas confiables.
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Anexo 3: Tanques de concreto, utilizados en el trabajo de investigacion

o T

g a de Aireacién

Anexo 4: Filtros mecanicos utilizados en cada uno de los tanques experimentales.
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Anexo 5: Tapas de madera y malla para cada uno de los tanques experimentales.

Orégano
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Anexo 7: Preparacion del alimento balanceado — inclusién de AE de orégano Origanum

vulgare.
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Anexo 8: Procedimiento para el andlisis de calidad de agua durante la experimentacion.

F.04 pH
3.82 ppnl0

39 usEnm
0.0z Psl
2303 °C

4 Registrar B 1
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Anexo 9: Toma de muestras de sangre del zona peritoneal.
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Anexo 10: Procedimiento para los ensayos bioquimicos del plasma sanguineo.
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Anexo 11: Procedimiento para la determinacion del LD50 de la cepa de Aeronomas
hydrophila.

La cepa de la bacteria Aeronomas hydrophila fue obtenida de la empresa Microbiologics,
Inc — USA. El producto es conocido como KwiksStik, este incluye una granulo liofilizado del
microorganismo, una ampolla de liquido hidratante y un hisopo de inoculacion; ademas,
cada uno de estos productos traen su manual de wuso (disponible en

www.microbiologics.com).

Materiales:

- KwiksStik

- Placas Petri

- Asas Drigalsky

- Tips

- Medios de cultivo

- Autoclave — 121°C x 15 minutos
- Matraces

- Balanza

- Espectrofotometro

Procedimiento:

1.  Seprepar6 150 ml de agar BHI, para 7 placas (20 ml por cada placa). Luego la mezcla
se coloco en un matraz para llevarlo a autoclavar a una temperatura de 121 °C por 10

minutos.

BHI H:0
37g > 1L
X > 150 ml
X =5.55¢ caldo BHI

AGAR H:0
159 2> 1L
X > 150 mIX =
2.25g9 Agar
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Luego del proceso de autoclave, se realizé el plaqueo, para ello se distribuyeron mecheros
en la mesa de trabajo para crear un halo de sanitizacién. Se dejaron enfriar las placas, y
finalmente fueron rotuladas y selladas con film para incubarla en una estufa a temperatura

ambiente por 24 horas.

2.  Posterior a las 24 horas de incubacion de las placas, en las que se pudo observar el
crecimiento de diversos microorganismos fueron descartadas, las demas se reservaron
para ser utilizadas. Se abri6 el KwikStik y se sembro en 6 placas, en forma de lineas
en 4 direcciones diferentes. Luego de ello, volvieron a ser selladas e incubadas por 24

horas a 28°C, en donde se observé el crecimiento de la bacteria.
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Se prepar0 el medio de cultivo para resembrar la bacteria en las placas Petri, se utilizd Trypic
Soy Broth (TSB). La mezcla se colocd en un matraz y luego se traspasé 10 ml de la mezcla
en cada tubo de 15 ml con tapa, en total 5 tubos, para ser autoclavados. Al finalizar este

proceso se incubaron por 24 horas a 28°C.

TSB H:0

30g > 1L X |ﬂ:>
> 50mlX =

1.59 TSB

Ademaés, también se alistaron 10 tubos de 15 ml de PBS para realizar el lavado de la bacteria

y formar el pellet.

3. Lostubos que no presentaron signos de contaminacion fueron utilizados para sembrar
la bacteria de las placas Petri con BHI. Con ayuda de un asa Drigalsky se retiré una
cepa y se colocé en el tubo de TSB, se cerrd e incub6 por 18 horas a 28°C en un

agitador orbital.
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Luego de las 18 horas el tubo se pone turbio, por ello es necesario realizar una
centrifugacion a 40 RPM por 10 minutos, para poder eliminar el medio de TSB e ir
lavandolo con una solucion de PSB, este proceso se repite unas 3 0 4 veces hasta

formar el pellet de Aeronomas hydrophila.

OTOFIX 32 A

Se realizaron las diluciones para poder probar las dosis de inoculacion con Aeromonas
hydrophila. Cada una de las diluciones realizadas se siembraron en placas con TSA,
finalmente fueron incubadas por 24 horas a 28°C. Ademas, con ayuda de una
micropipeta se extrae una porcion para realizar la lectura en el espectrofotometro y

registrar las abs. Los resultados son los siguientes:
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Tabla A: Resultados de medicion de absorbancia de las diluciones con Aeromonas hydrophila.

INOCULACION SABALO COLA ROJA |
LONGITUD DE
° (03N|3UA 590
ABS AB CONTEO UFC/mL -
MUESTRA PRIMERA | SEGUNDA | TERCERA (PRO?VI) P#1 P#2 P#3 PROMEDIO UFC/I00uL |- UFC/mL REGRESION
BIEPAS’\IIBC):O 0 0 0 0.000 - - - -
1 0.765 0.780 0.780 0.775 - - - - 20000000.00
0.1 0.122 0.117 0.117 0.119 - - - - 3344490.72
0.01 0.032 0.032 0.029 0.031 - - - - 559280.91
0.001 0.011 0.007 0.006 0.008 - - - - 93525.49
0.0001 0.007 0.005 0.005 0.006 1198.000 - - 1198.000 1198 11980 15639.76
0.00001 0.004 0.004 0.003 0.004 227.000 - - 227.000 227 2270 2615.35
0.000001 0.007 0.009 0.008 0.008 29.000 38.000 - 33.500 34 335 437.35
0.0000001 0.004 0.002 0.002 0.003 - - - - 73.14
ABS CONTEO UFC/mL -
MUESTRA PRIMERA | SEGUNDA | TERCERA (ngill) P#1 P#2 P#3 PROMEDIO UFC/I00uL |- UFC/mL REGRESION
BEANCO T 0 o | oo | - |- -
1 0.765 0.780 0.780 0.775 - - - - 20000000.00
10 0.122 0.117 0.117 0.119 - - - - 3342181.23
100 0.032 0.032 0.029 0.031 - - - - 558508.77
1000 0.011 0.007 0.006 0.008 - - - - 93331.88
10000 0.007 0.005 0.005 0.006 1198.000 - - 1198 1198 11980 15596.60
100000 0.004 0.004 0.003 0.004 227.000 - - 227 227 2270 2606.33
1000000 0.007 0.009 0.008 0.008 29.000 38.000 - 34 34 335 43554
10000000 0.004 0.002 0.002 0.003 - - - - 72.78
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De este procedimiento se obtuvo la formula adecuada para calcular las UFC/mlI respecto a la

absorbancia que se registrd en el espectrofotdmetro. Tal como se muestra en el grafico

siguiente:

ABSORBANCIA vs CONTEO

25000000.00
20000000:00 y = 3E+07x - 92870 ¢
15000000.00 R?=0.9995
10000000.00

5000000.00

@
0.00 ... ...........................................

0.000 0.100 0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 0.800 0.900
-5000000.00

Se volvié a realizar el procedimiento para lograr una mayor concentraciéon de UFC/mll,
que permita llegar a las dosis de inoculacién. Se obtuvé una solucion madre de 1.68 x

10°, a partir de la cual se realizaron las diluciones que se analizaron en la prueba de

DL50. Estas fueron:

10°
108
107
10¢

Control

NN

El proceso para la inoculacion fue el siguiente:

BIOMETRIA

Se colocaron 6 peces DOSIS
en acuarios de 20 L
con oxigenacion

constante. Se realiz6 la

biometria respectiva a Se colocaron en INOCULACION

jeringas, a cada pez se
los peces (peso vy talla). Jle ap?licé 18 mlpde la

dosis respectiva. Se limpi6 la zona con alcohol
y se inyecto la dosis, luego

fueron colocados en sus
respectivos acuarios.
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Resultados:

Luego de 36 horas se observo que las dosis de 1.68 x 107 UFC/ml y 1,68 x 10° registraron
una mortalidad del 16,7%, la cual fue menor en comparacion con las demas dosis ya que
estas registraron una mortalidad del 100%. Ademas, se pudieron apreciar algunos signos

clinicos externos e internos de la enfermedad en los peces infectados.
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Anexo 12: Instrucciones para la activacion de la bacteria Aeromonas hydrophila (ATCC
35654™) KWIKSTIK plus.

K KWIKS TS

‘/'/ . -
nY{ O (8
s 13,
\ e i
| Y
| | :
" Sobre ol borde do la mesa do trabajo o la
i | encimera, agricte la ampofia en la parto
{ ! mmmx-snmmmod
| i monisco del liquido da la ampola) para
i
Deje que la bolsa do KWIK-STIK sin abrir g | Rotwols _— - y | borar ol fiquido hidratante.
:m;g:w-ur;mnmm'm | rsgary colbquosela alaplacado cutivo |
¥ Quite la unidad de KWIK-STIK. principal 0 al registro do CC. Nodosarme. _
el dispositivo duranto ka hidratacién. ] :

. dura para faciltar el flujo
delliquido por el mango
hasta la parte inferior de
la unidad que contiene el

i.

De inmediato, sature el hisopo
abundantemente con ¢l material
. hidratado y transfiéralo al medio con
' agar correspondiente o utilicelo segun el ;
, procedimiento operativo estandar del
| hboralmo 4

- liquido hasta lograr
| unasuspensién

Descarte el

KWIK-STIK de forma s
apropiada para \y/
desechos de riesgo

biolégico.

De Inmediato, incube la(s) placa(s)

invertida(s) de cultivo principal

inoculada(s) a temperatura y en

i ) condiciones apropiadas para el

| Inocule a placa do cultivo principal girando Por medio de un asa esteriizada, haga | micioorganismo.

é con suavidad el hisopo sobre untercio de. || estrias para facliitar ol alstamiento do la Para vor ol iétoda do ckivo Ingrose o
la placa, il colonla. Ia pégina del producto en

® www.microbiologics.com.
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Anexo 14: Signos clinicos externos de la enfermedad, registrados luego del desafio

bacteriano.

d) Descamacion de la piel

SRR
T LSRR

et ol
\A\’t.\k\fz,l,";y\k'

c) Necrosis leve en la aleta caudal

b) Distencion abdominal

a) Hinchazén de la cavidad ventral

e) Hemorragia en la aleta caudal
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Anexo 15: Signos clinicos internos de la enfermedad, registrados luego del
desafiobacteriano.

a) Paredes internas de la cavidad abdominal hemorrégicas.

b) Organos hemorrégicos y en aparente descomposicion.
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