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RESUMEN

La fascioliasis es una enfermedad de salud publica sobre todo en el valle de
Cajamarca-Peru, el cual ha sido catalogado, como “valle patrén en transmision”. Este
estudio tuvo como objetivo la caracterizacion molecular y el estudio ecoldgico del
entorno de los moluscos hospederos intermediarios de Fasciola hepatica en las
provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba-Per(. Para ello se realizaron
recolecciones de los moluscos en caserios de las provincias referidas, en cuatro
estaciones durante los afios 2015 y 2016. Los caracoles fueron contados y analizados
morfométrica y molecularmente. Se tomaron muestras de agua a las que se llevaron a
cabo analisis fisicoquimicos. Se midieron la temperatura, humedad y precipitacion del
ambiente de las areas de estudio. Los resultados obtenidos nos demuestran que en
Cajamarca los caracoles Lymnaeidos se desarrollan en las cuatro estaciones
estudiadas, los mismos que morfoldgica y molecularmente son diferentes en algunos
lugares de recoleccion, encontrando especies como Galba truncatula, Galba
schirazensis y Pseudosuccinea columella. Las caracteristicas fisicoquimicas del agua
y del ambiente fueron favorables para el desarrollo de los moluscos en los lugares
analizados.

Este estudio concluye que el entorno ecolégico de los moluscos hospederos
intermediarios de Fasciola hepatica en las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba-Pertl es favorable para su desarrollo durante todo el afio y que

molecularmente varian segun las estaciones y lugares de recoleccion.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Galba truncatula, Galba schirazensis,

Pseudosuccinea columella, analisis fisicoquimico, analisis molecular, epidemiologia.
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ABSTRACT

Fascioliasis is a public health disease, especially in the Cajamarca-Peru valley,
which has been classified as a "standard valley in transmission™. This study aimed at
the molecular characterization and ecological study of the environment of mollusc
intermediate hosts of Fasciola hepatica in the provinces of Cajamarca, San Marcos
and Cajabamba-Peru. For this purpose, molluscs were collected in hamlets of the
referred provinces, in four seasons during the years 2015 and 2016. The snails were
counted and analyzed morphometrically and molecularly. Water samples were
collected to which physicochemical analyzes were carried out. Temperature, humidity
and precipitation from environment of the study areas were measured. The results
show that in Cajamarca snails Lymnaeids snails develop in the four studied stations,
the same that morphologically and molecularly are different in some places of
collection, found species like Galba truncatula, Galba schirazensis and
Pseudosuccinea columella. The physicochemical characteristics of water and the
environment were favorable for the development of molluscs in the analyzed places.
This study concludes that the ecological environment of intermediate host molluscs of
Fasciola hepatica in the provinces of Cajamarca, San Marcos and Cajabamba - Peru
is favorable for their development throughout the year and that molecularly vary

according to the seasons and places of collection.

Key words: Fasciola hepatica, Galba truncatula, Galba schirazensis, Pseudosuccinea
columella, physicochemical analysis, molecular analysis, epidemiology.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La Fascioliasis es una enfermedad parasitaria causada por Fasciola hepatica o
Fasciola gigantica. Antes de la década de los 90s era bien conocida por su alto
impacto veterinario, pero posteriormente se han desarrollado nuevos estudios en los
que se esta tratando acerca de la fascioliasis humana, la misma que viene afectando
cada vez ma&s a mas personas en Cajamarca. Segun su heterogeneidad se han
demostrado diferentes patrones de transmisién segun las areas endémicas (Ortiz,

2011; Mas-Coma et al., 2005).

F. hepatica necesita de un molusco Lymnaeido que participa como hospedero
intermediario para su desarrollo (Mas-Coma et al., 20015 y Larrea et al., 1990). Segun
Mas-Coma et al. (2001), los Lymnaeidos habian sido clasificados como locales en
Cajamarca; sin embargo, encontramos Lymnaeidos en otros continentes los que
podrian llegar a nuevos lugares por la importacion y/o exportacién de ganado
infectado. Esto ha hecho que este problema de salud publica tenga una dimension

internacional.

Este parasito presenta una gran capacidad de adaptacion a diferentes entornos,
habitats, climas, estaciones, caracteristicas fisicoquimicas del agua en donde se
desarrolla, entre otros aspectos. Se ha observado que se puede desarrollar en regiones
de mucha altitud como es el caso de los Andes; sin embargo, se ha demostrado que en
tierras bajas del hemisferio norte la enfermedad no podria existir (Fuentes et al., 1999;

Mas-Coma et al., 1999b; Mas-coma et al, 2001).



Los Lymnaeidos parecen ser un grupo gasterépodo muy antiguo, los cuales han sido
identificados con ayuda de marcadores genéticos, han sido de suma utilidad para
distinguir los patrones de transmision y la situacion epidemioldgica (Mas-Coma et al.,
2009a). Asi tenemos, en la actualidad, identificados tres grupos basados en el
marcador molecular ITS-2, como por ejemplo los del género Galba (Bargues et al,
2011), el fésil méas antiguo conocido (entre 146 y 208 millones de afios) junto a Radix
(Zilch, 1959-1960); Larrea et al., 1990, identificaron en el Pert a Lymnaea (Fossaria)
viatrix; sin embargo, en Cajamarca Bargues et al. (2012), caracterizaron
molecularmente a las especies Galba truncatula, Lymnaea neotropica y Lymnaea.

schirazensis.

Es muy importante conocer el entorno ecoldgico y genético de los Lymnaeidos para
poder comprender la epidemiologia de la fascoliasis y de esta manera poder proponer

estrategias de control de la enfermedad (Prepelitchi, 2009).

Por tal motivo en este estudio se formulo la siguiente pregunta:

¢Existen caracteristicas ecolégicas y moleculares que influyen en la abundancia y
dinamica poblacional de los Lymnaeidos hospederos intermediarios de la Fasciola

hepatica en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba-Peru?

Teniendo el siguiente objetivo general:
e Realizar un estudio ecoldgico y molecular de los Lymnaeidos hospederos
intermediarios de la Fasciola hepatica en las provincias de Cajamarca,

San Marcos y Cajabamba-Perd.



Y los siguientes especificos:

e Identificar la relacion de los factores ecoldgicos con el desarrollo de los
Lymnaeidos hospederos intermediarios de la F. hepatica en las provincias
de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba-Perd.

e Identificar molecularmente las especies de Lymnaeidos hospederos

intermediarios de la F. hepatica en la zona de estudio.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes Teoricos de la investigacion

Un estudio realizado en seis localidades de la provincia de Cajamarca-Perd,
localizadas entre 2627 y 3061 m. de altitud, demostraron que la prevalencia de

fascioliasis en humanos va desde 6,7 hasta 47,7 % (Gonzales et al., 2011).

Gimeénez et al. (2014), en su estudio acerca de la infeccion natural por F. hepatica en
Lymnaea spp., obtuvieron como resultado que la combinacion de altas temperaturas y
baja pluviosidad en los sitios de recoleccién afectaria negativamente a la poblacion de

caracoles.

En Cajamarca fueron caracterizadas molecularmente tres especies de caracoles
Lymneidos: Galba truncatula, Lymnaea neotropica y Lymnaea schirazensis. En este
estudio los investigadores concluyeron que dadas las diferencias de su capacidad de
transmision de la fascioliasis: G. truncatula principalmente esta4 involucrada en la
transmision a los seres humanos, L. neotropica normalmente responsable de la
infeccion del ganado, y L. schirazensis presenta incapacidad de transmision (Bargues

etal., 2012).

En un estudio realizado en tres distritos del departamento de Junin, Perd, se observo
que los tres distritos presentaban condiciones favorables para el desarrollo de la
distomatosis hepatica, condiciones como temperatura (10 a 22 ° C), humedad
adecuada y presencia de fuentes de agua. La presencia de charcos, riachuelos y
pantanos cercanos a las viviendas y colindantes con campos de cultivo y areas de

pastoreo, asi como la presencia de plantas acuaticas (berros) en el distrito de Masma



crearon un ambiente favorable para el desarrollo de F. hepatica, asi como para la
reproduccion de caracoles, principalmente Lymnaeidos, los cuales abundan en esa

zona (Mantari et al., 2012).

Claxton et al. (1997), en su estudio acerca de la epidemiologia de la fascioliasis en
Cajamarca, observaron que la infeccion de los caracoles con miracidios de F. hepatica
se produjo entre los meses de enero a marzo de cada afio, obteniendo los mayores
valores de infeccion en el mes de marzo. Los autores concluyeron que es la humedad

y no la temperatura lo que parece ser el factor principal para mantener a los caracoles.

El Altiplano Boliviano es una region altamente endémica de fascioliasis humana, la
cual depende de las caracteristicas quimicas, climaticas y geogréaficas de los cuerpos
de agua. La prevalencia de fascioliasis en nifios en edad escolar esta relacionada con
la distancia que hay a los cuerpos de agua en donde estan presentes los caracoles
Lymnaeidos, al tamafio de la poblacion y de la extension de estos (Mas-Coma et al.,

1999h).

En un estudio acerca de los moluscos en el Lago Titicaca, el autor demostro que el
contenido en sales disueltas eran relativamente elevadas, y ello fue atribuido a la
fuerte erosion de la cuenca vertiente. Su estabilidad estd asegurada por un tiempo de
permanencia importante de las aguas en el lago. La salinidad tiene efectos adversos
para Lymnaeidos, por lo tanto este estudio sobre la malacofauna del lago Titicaca

demuestra que nunca se han encontrado Lymnaeidos en sus aguas (Iltis, 1991).

Villegas L. (1984) y Vicente F. (1968), indican que los caracoles pueden vivir en un

medio pobre en oxigeno, debido a la gran cantidad de materia organica.



2.2 Bases tedricas

2.2.1 Ecoepidemiologia

La ecoepidemiologia estudia los efectos de las parasitosis en las poblaciones, los
patrones temporales y espaciales de su aparicion y persistencia, la interaccion de
los factores ambientales con las poblaciones de parasitos y hospedadores y su

influencia en la dinamica de transmision (Smith et al., 2005).

La comprension del ambiente con respecto a la transmision de muchas
enfermedades infecciosas de importancia en salud publica, en particular las
transmitidas por vectores, nos brindan conceptos y las herramientas necesarias
para tratar los problemas complejos en salud puablica. Asi, la ecoepidemiologia
brinda un potencial de opciones que se traducen en visiones mas integradas de las
enfermedades y nuevas posibilidades para prevenirlas y controlarlas (Rodriguez-

Morales, 2005; Traub et al., 2005).

El estudio de ese entorno puede implicar distintos puntos de vista, componentes,
factores y disciplinas para evaluarlos, dado que estos problemas son
multifactoriales; hasta hace poco tiempo ese estudio ecoldgico, definido por
algunos autores como el estudio en el cual el analisis de una relacion o interaccion
se basa en datos agregados o agrupados (tales como tasas, proporciones y
promedios) — datos no colectados a un nivel individual-, se realizaba
exclusivamente con informacién recogida en el campo, tales como temperatura,
precipitaciones, humedad relativa, salinidad, vegetacion, fauna, entre otros (Beck

et al., 2000; Tran et al., 2002).



Es importante remarcar que la fascioliasis es la enfermedad de transmision
vectorial que presenta la mas amplia distribucion latitudinal, longitudinal y

altitudinal (Mas-Coma et al., 2008).

2.2.2 Epidemiologia

El desarrollo de una estrategia efectiva para el control integrado de la
fascioliasis, requiere de un profundo conocimiento de su epidemiologia, la cual
esta relacionada al estudio de la ecologia y la dindmica poblacional del
hospedador intermediario y su relacién con los factores ambientales (Ministério

Da Saude, 2008; Torgerson y Claxton, 1999).

La fascioliasis es una enfermedad de distribucién mundial, que se encuentra en
las regiones subtropicales y tropicales del mundo, incluyendo América Latina,
EE.UU., Reino Unido, Irlanda, Europa, Oriente Medio, Asia y Africa (Teixeira et

al. 2012).

En América Latina su distribucion es amplia, incluyendo reportes que sefialan la
presencia del paréasito desde Norteamérica pasando por Centroamérica Yy
Sudamérica en paises como Colombia, Venezuela, Brasil, Perl, Bolivia,

Argentina, Chile, Paraguay y Uruguay (Cordero y Rojo, 2002).

La infeccibn humana es considerada una zoonosis emergente por la
Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S.) y los informes mas recientes estiman
que 17 millones de personas estarian infectadas en el mundo (Hopkins, 1992;

Mas-Coma el al., 1999a).



En América Latina, el mayor nimero de casos de fascioliasis humana se
presenta en la region del altiplano de Bolivia, entre el lago Titicaca y el valle de

La Paz, con tasa de prevalencia del 15,4% (Mas-Coma, 1999a).

En la fascioliasis humana, se han descrito situaciones de hipoendemia (< 1 %),
mesoendemia (1 — 10 %) e hiperendemia (> 10 %), clasificada segln la intensidad
de infeccion: < 1 % (huevos por gramo de heces muy escaso), entre 1 - 10 %
(intensidad de huevos por gramos de heces algo mayor) y >10 % (superior a 100
huevos por gramo de heces) (Bargues et al., 1996; Esteban et al., 1998; Mas-

Comaetal., 1999a, 2007, 2008, 2011).
El anélisis filogenético de secuencias del ADN ribosomal y mitocondrial de los

vectores Lymnaeidos y fasciolas adultas, apunta a que el parasito ingresa al Peru
con la llegada del ganado europeo durante la intensiva colonizaciéon del Nuevo

Mundo. (Mas-Coma et al., 2009).

En Perd, las mas altas prevalencias de fascioliasis humana y animal son en la
sierra, principalmente en los valles andinos de Cajamarca, Junin, Cusco y
Arequipa (Marcos et al., 2005, Espinoza et al., 2005), asi como en la altiplanicie
de la cuenca del Lago Titicaca (Esteban et al., 2002, Mas-Coma et al., 1999Db).
También se ha reportado altas tasas de infeccion animal en regiones con baja
prevalencia humana (Valencia et al. 2005), sefialando el alto riesgo de brotes
epidémicos de la infeccidn en poblaciones humanas, tal como se ha presentado en
algunos paises (Hardman et al. 1970; Rokni, 2008). En la actualidad, hay 91,1
millones de personas en riesgo de infeccion en el mundo (Keiser y Utzinger,

2005).



Nuevas regiones podrian verse afectadas por estas parasitosis (Mas-coma et al.,
2008; Mas-Coma et al., 2009a). EI cambio en los habitos alimenticios han
conducido a ver casos complicados agudos de fascioliasis en areas no endémicas
(Marcos et al., 2008). La proximidad de las &reas rurales endémicas (Marcos et al.,
2007) a las ciudades seria una potencial fuente de infeccion debido al transporte y
consumo de vegetales contaminados de estas zonas. La region andina es endémica
posiblemente a la alta capacidad de adaptacion del hospedero intermediario a los
diferentes pisos ecoldgicos de los Andes, pues se ha encontrado el vector

infectado hasta 4500 msnm (Mas-Coma et al., 1999b; Londofie et al., 2009).

Los determinantes méas importantes del clima son la temperatura, el régimen de

lluvias y el balance hidrico (Carnevali, 1994).

La temperatura afecta directamente la tasa de crecimiento, la edad de maduracion
sexual y la fecundidad (Islam et al., 2001) y puede inhibir o acelerar muchos

procesos bioldgicos de los caracoles (Claxton et al., 1999).

La latitud y la altitud determinan la temperatura. La temperatura media de la
atmosfera disminuye 0,5°C por cada grado que aumenta la latitud y por cada 100

m de elevacion en la altitud (Flores et al., 2008).

La humedad también resulta fundamental para la vida de estos caracoles que
solo pueden desarrollarse en suelos humedos y saturados de agua (Ollerenshaw,

1971; Mas-Coma et al., 1999b).

Las propiedades fisicoquimicas mas relevantes del agua son temperatura, color,
olor-sabor, turbidez-transparencia, residuo seco, conductividad, pH, oxigeno:.
compuestos de carbono como cianuro, compuestos nitrogenados como el amonio,

nitritos, nitratos; compuestos de azufre como  sulfuros, sulfitos, sulfatos;



compuestos fosforados, silice; halégenos como fluoruros, cloruros, bromuros y
yoduros; metales en aguas como aluminio, antimonio, arsénico, boro, cadmio,
cobre, cromo, hierro, manganeso, mercurio, niquel, plomo, sodio, selenio y
compuestos organicos como halogenados, hidrocarburos aromaticos, acidos,
alcoholes, cetonas y aldehido, pesticidas y herbicidas, aminas y amidas,
detergentes, entre otros. La temperatura del agua se establece por la absorcion en
las capas superiores Yy las variaciones de la temperatura afectan a la solubilidad de
sales y gases, y en general a las propiedades quimicas y microbiologicas

(Snoeyink y Jenkins, 2002; Rodriguez y Marin, 1999).

La turbiedad del agua esta asociada con minerales, particulas organicas humicas
y particulas filamentosas. Los residuos secos indican la cantidad total de sales
como SO04%, HCO%*, Cl-, NO* y Ca?, Mg?, Na', K', iones que estan
relacionados con la conductividad eléctrica, la que es producida por los
electrolitos disueltos en el agua. El pH es debido al equilibrio carbonico y a la
actividad vital de los microorganismos acuaticos (Snoeyink y Jenkins, 2002;

Rodriguez y Marin, 1999).

Las altas precipitaciones o el riego artificial en zonas con escasa pendiente o mal
drenaje favorecen la acumulacion de agua en el suelo. Cuando la temperatura
oscila entre los 10 ° C y 30 ° C y hay suficiente humedad, en el suelo se generan
condiciones favorables para el establecimiento y el desarrollo de poblaciones
abundantes de caracoles de la familia Lymnaeidae que pueden persistir en el

tiempo (Torgerson y Claxton, 1999; Prepelitchi, 2009).

La temperatura anual media diaria del aire en Cajamarca y la presencia de agua

en los valles derivada de las lluvias y de las grandes cantidades de riego, son
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condiciones favorables para el desarrollo del huésped intermediario de F.
hepatica; condiciones que podrian potenciar la infeccion de fascioliasis durante

todo el afio (Claxton et al., 1997).

Los caracoles Lymnaeidos se desarrollan en ambientes donde el pH oscila entre

5y 8,6 (Van-Someren, 1946; Mas-Coma et al., 1999b).

Las condiciones climaticas, por lo tanto, también le dan sustento a la hipotesis
de que la mayoria de las infecciones se desarrollan durante febrero y marzo

(Claxton et al, 1997; Mas-Coma et al., 1999b).

2.2.3 Etiologia

La fascioliasis es una enfermedad ocasionada por F. hepatica y F. gigantica
(Estunningsih et al. 1997). Para que este parésito complete su ciclo de vida
necesita de dos hospederos, un intermediario, por el cual posee una gran
especificidad, los cuales son especies de caracoles de agua dulce de la familia
Lymnaeidae y un hospedador definitivo que incluye muchos mamiferos
herbivoros, incluyendo al hombre (Lazara et al. 2009; Londofie et al., 2009;

Malek, 1985; Dalton and McManus, 2006; Mas-Coma et al., 2005).

2.2.4 Ciclo bioldgico de la Fasciola hepatica

El ciclo bioldégico de F. hepatica es diheteroxeno es decir presenta un
hospedador intermediario (Molusco Gasteropodo, altamente especifico) y un
hospedador definitivo (mamifero, no tan especifico). Este ciclo puede dividirse en
tres fases, dentro del hospedador definitivo (juveniles, adultos y huevos), dentro

del hospedador intermediario (esporoquistes, redias y cercarias) y en el medio
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ambiente (huevos, miracidios, cercarias y metacercarias) (Andrews, 1999; Boray,

1981, 1982; Chen y Mott, 1990).

La F. hepatica elimina sus huevos por medio de las heces; al caer estos en
corrientes de agua dulce se embrionan en pocos dias dando salida a la larva ciliada
0 miracidio, que en aproximadamente 8 horas deberd encontrar a su hospedero.
Cuando la larva encuentra al caracol de agua dulce por ejemplo, pierde los cilios y
se inicia la “explosion reproductiva” en cadena, es decir, las redias madres
existentes dentro del esporocisto son liberadas y de inmediato comienzan a
generarse las redias hijas. Este proceso multiplicador y asexual ocurre
principalmente en el hepatopancreas del molusco. Finalmente, salen las cercarias
bien diferenciadas y se adhieren a las hojas de los berros acuaticos al secretar un

fluido gomoso y elastico que al solidificarse forja la metacercaria infectante.

Después de aproximadamente una hora la metacercaria comienza a
desenquistarse y una vez liberado del quiste el juvenil atraviesa la pared intestinal
y tres horas después se encontrard en la cavidad peritoneal, hasta 15 dias
posteriores llegara a la capsula de Glisson y perforara para migrar hacia el higado
y a través del parénquima hepatico se localizara en los conductos biliares, donde
alcanza el estado adulto en unos dos meses después de la infeccion (Carrada-

Bravo, 2003; Andrews, 1999).

2.2.5 Anatomia y fisiologia de las especies intermediarias

Los caracoles que actian como hospedadores intermediarios en el ciclo de vida
de F. hepatica pertenecen a la Clase Gastrépoda, Subclase Pulmonata, Orden

Basommatophora, familia Lymnaeidae (Remigio y Blair, 1997).
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Esta familia representa uno de los grupos con mayor nimero de especies entre
los caracoles de agua dulce (Lymnaea viatrix, Pseudosuccinea columella,
Fossaria cubensis, Galba truncatula, Lymnaea schirazensis, Lymnaea
neotropica) y estan distribuidos en todo el mundo (Remigio y Blair, 1997; Lazara
et al. 2009; Londofie et al., 2009; Malek, 1985; Dalton and McManus, 2006;

Mas-Coma et al., 2005).

Tienen distintas caracteristicas entre especies, por ejemplo, en la forma de su
conchilla, la morfologia de su préstata, de su uréter, de la vaina del pene y del
prepucio (Paraense, 1983; Issia et al., 2008) y a nivel molecular (Duffy et al.,

2009; Bargues et al, 2012).

Externamente los caracoles del género Lymnaea estan constituido por un pie,
dos antenas y un caparazon e internamente por hepatopancreas, rifiones, ductos
glandulares digestivos, conductos hepaticos, glandula digestiva, senos venosos,

ductos lagunares (Sokolina et al., 2012).

Entre la morfologia de los caracoles Lymnaeidae tenemos la descripcion de L.
columella elaborada por Prepelitchi (2009), quien describié a la conchilla de
forma ovalada, compuesta por 5 anfractos. El primero de estos anfractos,
denominado espira del cuerpo, es muy voluminoso y alcanza una longitud 3
veces mayor que en el resto de los anfractos. Los 4 anfractos restantes se agrupan
en la parte distal de la conchilla y forman un espiral corto que termina en un apice
puntiagudo. La conchilla posee lineas de crecimiento gruesas atravesadas por
lineas espirales finas que le confieren una ornamentacion muy caracteristica. La

apertura es alargada y ocupa dos tercios de la longitud total.
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En el aparato reproductor masculino de L. columella la prostata, el ducto
seminal deferente y el eferente no se diferencian entre si, ya que tienen forma de
cinta delgada y poseen aproximadamente el mismo ancho y el prepucio es de 2 a

6 veces mas largo que la vaina del pene (Prepelitchi, 2009).

El aparato reproductor femenino esta compuesto por una glandula del albumen
muy voluminosa que cubre parcialmente el oviducto. Este ultimo, describe una
trayectoria aproximadamente circular y se ubica entre la glandula del albumen y
glandula nidamental. La vesicula seminal se ubica a la izquierda de la glandula
del albumen y posee una apariencia globosa, como si estuviera constituida por
pequefios paquetes. A continuacién de la glandula nidamental se encuentra el
Utero de paredes muy finas que se angosta hacia la zona distal y gira hacia la
derecha para continuar en la vagina. La espermateca que puede adoptar distintas
formas se localiza a la izquierda de la vagina y posee color anaranjado

(Prepelitchi, 2009).

El 6rgano renal se extiende en forma lineal por el lado derecho del pericardio a
través del manto. En su porcion distal, el uréter describe un recorrido en forma de
“S” o de doble flexion y luego gira hacia la derecha de forma tal que la abertura
termina en el pneumostoma. La conchilla, el uréter, la prostata y el
pene/prepucio, entre distintas especies de Lymnaeidos pueden ser diferentes

(Prepelitchi, 2009).

Las células epiteliales tienen un tamafo de 5 a 10 p y el epitelio respiratorio

mide alrededor de 15 -16 p en promedio (Sokolina et al., 2012).
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La sustancia intercelular de las células epiteliales del molusco esta compuesta
de mucopolisacéridos, con gran contenido de &cido hialurénico (Sokolina et al.,

2012).

Son diversas y abundantes las células que configuran el tejido conjuntivo, éstas
estan representadas por células fusiformes y células en forma de estrella que con
sus ramales se sujetan a la membrana basal que es muy delgada, y no es raro
observar que se acompafie de fibras elasticas de coladgeno unidas dentro de
paquetes robustos. Estas fibras son siempre notables por su gran durabilidad y su
poca elasticidad, ademas son parte de la sustancia intercelular que es amorfa,
viscosa e incolora, la cual no tiene diferenciacion morfoldgica visible y no es

observable mediante microscopia Optica (Sokolina et al., 2012).

Esta constituido también por tegumentos, epitelio intertegumentario del
hepatopancreas, tejido conjuntivo del higado, glandula digestiva, senos venosos,
ductos lagunares; las fibras del tejido conjuntivo se desarrollan de manera
abundante, mucopolisacaridos, ductos glandulares digestivos, higado que consiste
en numerosos tubos formados por una capa de células hepaticas con nucleo
redondo u oval situado en la parte basal de la célula, y tejido elastico de sostén
(células ovaladas con nucleo redondo u oval pero con superficie espiculada)

(Sokolina et al., 2012).

La presion ejercida sobre los conductos hepaticos por los parasitos genera la
desaparicion de sus hendiduras, dificulta el acceso de hemolinfa, sustancias
alimenticias y oxigeno, lo que genera finalmente que se produzcan depositos

adiposos en el higado del molusco y se presente autolisis de las células
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digestivas; lo que genera profundas alteraciones fisiologicas y muerte de las

celulas hepaticas del molusco (Sokolina et al., 2012).

El higado del molusco consiste en numerosos tubos redondos y ovalados en la
seccion transversal unidos a la masa compacta por tejido conjuntivo. Estan
formados por una capa de células de 2 tipos: hepatico (grandes células cilindricas
con nucleo redondo u oval situado en la parte basal de la célula) y tejido elastico
de sostén (células ovaladas por ndcleo redondo u oval pero con superficie

espiculada) (Sokolina et al., 2012).

Los miracidios se anclan sobre el epitelio del molusco, formando una especie

de embudo de succion (Sokolina et al., 2012).

Larrea et al. (2007), observaron que las especies L. viatrix y L. columella se

infectan naturalmente con estadios larvarios de F. hepatica.

2.2.6 Condiciones de desarrollo de los hospederos intermediarios de

Fasciola hepatica.

Los caracoles que intervienen como vectores realmente son anfibios
pulmonados y viven tanto dentro como alrededor de zonas encharcadas o con
cursos de agua permanentes (pozos, fuentes, represas, lagos, pantanos, rios, etc.),
asi como en entornos con vegetales himedos o en proximidad de bebederos, zonas
periddicamente inundadas, acequias, zanjas, etc. En esos lugares y con
temperatura adecuada llegan a ser enormemente prolificos, puesto que en
condiciones éptimas, un caracol puede producir hasta 100.000 caracoles en un

s6lo afio (Malek, 1985)
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No todas las especies de Lymnaeidos son igualmente susceptibles a F. hepatica,
susceptibilidad que dependerd de factores ambientales de cada region, estado
nutricional, tamafio, madurez sexual, entre otros (Mattos y Ueno, 1986; Minchella
et al, 1985). El éxito de la infeccion de un trematodo a un caracol de agua dulce
depende de al menos tres factores principales: la edad del caracol en la exposicion,
la temperatura del agua en donde se localizan los caracoles, y la nutricion del

caracol (Abrous et al., 2001).

El contacto directo con los animales al compartir habitats similares, los lugares
encharcados y la formacién de zonas fangosas, pueden provocar la extension de
los Lymnaeidos, dispersandolos a otros lugares entre las patas de los animales,
introduciéndose asi de manera accidental donde no es habitual encontrarlos, esto
es lo que muy probablemente ha sucedido y se ha analizado en zonas de Bolivia
(Mas-Coma et al., 1999b). Probablemente en Cajamarca haya ocurrido una
situacion similar, identificandose molecularmente la presencia de tres especies de
Lymnaeidos morfoldgicamente similares, pertenecientes al grupo Galba /
Fossaria: Galba truncatula, L. neotropica y L. schirazensis, siendo la mas

abundante Galba truncatula (Bargues et al., 2012).

2.3 Definicién de términos bésicos

Epidemiologia: Disciplina cientifica del campo de la salud colectiva, cuyas
funciones politicas son la mejora de la calidad de vida y la bdsqueda de la
equidad en salud; y cuyas funciones cientificas principales son proporcionar
bases cientificas para la prevencion de problemas de salud; determinar la

importancia relativa de los factores y circunstancias que producen las
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enfermedades y el dafio a la salud; identificar situaciones de riesgo y
vulnerabilidad a los agravios a la salud y evaluar la efectividad de programas,
productos y practicas en la promocion y la recuperacion de la salud (Almeida et

al., 1998).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis:
Existen caracteristicas ecologicas y moleculares que influyen en la abundancia y

dinamica poblacional de los Lymnaeidos hospederos intermediarios de la Fasciola

hepatica en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba-Peru.

3.2 Tipoy descripcion del disefio de contrastacion de la hipotesis.

Se utiliz6 un disefio de nivel descriptivo y longitudinal, consistente en la recoleccion
de los moluscos hospederos intermediarios de F. hepatica en canales de regadio de las
provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, realizando analisis
fisicoquimicos del agua, midiendo la humedad, temperatura y precipitaciones, latitud
y altitud; ademads, se realizé la caracterizacion molecular de los moluscos por PCR

convencional.

3.2.1 Localizacion:

La recoleccion de los moluscos intermediarios de F. hepatica y de las muestras de

agua se realizaron en 15 canales de regadio:

Siete canales de regadio ubicados en la provincia de Cajamarca: Distrito Bafios del
Inca, caserio Tartar Chico (canal Tartar) y caserio La Victoria (canal Santa Rita);
distrito de Llacanora, caserio el Llimbe (canal Oritopuquio) y caserio Huayrapongo

grande (canal Huayrapongo grande); distrito de Namora (canal de la Direccion



Regional de la Produccidn); distrito de Matara, caserio Pampa Larga (Canal Pampa
Larga) y caserio Tinajones Bajo-Laparpuquio (quebrada La Matadora). Cinco canales
de regadio ubicados en la provincia de San Marcos: Distrito Gregorio Pita, caserio
Sondor (canal Sondor) y caserio La Manzanilla (canal El Alejo Hortandel); Distrito
Pedro Gélvez, caserio Chuquiamo (canal Chuquiamo) y caserio Rancho Grande
(canal Rancho Grande); Distrito Eduardo Villanueva, caserio Colpon (canal Colpon);
Y tres canales de regadio ubicados en la provincia de Cajabamba: Distrito de

Cachachi, caserios Cholocal y El Olivo; y Distrito de Sitacocha, caserio El Tingo.

Los datos de la temperatura, humedad y precipitacion del ambiente fueron obtenidos
de SENAMHI Cajamarca. Las caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua
recolectadas se determinaron en el laboratorio de la Planta de Tratamiento de agua
potable Santa Apolonia y ElI Milagro - SEDACAJ. La identificacion por PCR
convencional del ADN de los caracoles se realizd en el Laboratorio de Inmunologia,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Cajamarca, Provincia de
Cajamarca-Peru. La purificacion, secuenciamiento y alineamiento se realizd en

Humanizing Genomics Macrogen-Korea.
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ﬁ
Figura 1. Distribucion geografica de los lugares de recoleccion de Lymnaeidos.

Mapas que muestran la ubicacion de la ruta de muestreo en las Provincias de
Cajamarca, San Marcos y Cajabamba - Perd.
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3.2.2 Unidad de analisis, universo y muestra.

La unidad de analisis estuvo constituida por moluscos hospederos intermediarios de
F. hepatica, para ser caracterizados molecularmente por PCR convencional; y por
muestras de agua de los lugares de recoleccion para analizar sus caracteristicas
fisicoquimicas. El estudio se llevd a cabo durante 4 estaciones: invierno (setiembre),
primavera (noviembre) en el afio 2015, verano (marzo) y otoiio (mayo) en el afio

2016.

3.3 Disefio experimental

3.3.1 Registro de recoleccion.

Para la identificacion de las muestras y registro de las condiciones de muestreo se
rotularon los frascos en donde se colectaron los caracoles y el agua fresca de las zonas
de estudio, con el nombre y el codigo del sitio de muestreo. Se manejoé un registro en
donde se consignaron datos como el nombre del caserio, cddigos de las muestras,
fecha y hora de recoleccion, longitud, latitud, altitud, temperatura, humedad y
precipitacion, cantidad de caracoles por metro cuadrado, recolector y colaboradores, y

cualquier observacion que contribuy6 a esclarecer las condiciones de las muestras.

3.3.2 Obtencion de los caracoles Lymnaeidos.

Los caracoles se recolectaron utilizando el método de captura por remocion
(Rabinovich, 1980), en aproximadamente un area de un metro cuadrado de las
acequias de regadio de los puntos sefialados lineas arriba en el acapite localizacion,

desde el fondo hasta la superficie, en los bordes y en el centro de los canales, sobre y
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debajo de las piedras, en la vegetacion presente en los puntos de recoleccién,
utilizando un colador de malla de plastico, guantes y frascos con tapa rosca
debidamente rotulados. El tiempo de recoleccion fue de aproximadamente 30 minutos
por punto y con ayuda de dos colaboradores. Cuando los canales se secaron se buscd
en la superficie y en el fondo del canal haciendo pequefios agujeros de
aproximadamente 20 cm de profundidad, revisando con minuciosidad el lugar, segln
lo propuesto por Prepelitchi (2009). Posteriormente los caracoles fueron llevados al
laboratorio para ser contados y lavados con agua potable. Luego se midié la longitud
de su concha con una regla milimetrada, después fueron conservados en alcohol de
96°, hasta su identificacion por PCR convencional. La recoleccion se llevé a cabo
durante cuatro estaciones, dos del afio 2015: invierno y primavera, y dos del afio

2016: verano y otofio.

Para la recoleccion de los moluscos se tomaron los siguientes criterios:

e Criterios de inclusion: Caracoles con la concha dextrogira, con abertura hacia
la derecha, y con un tamafio entre 5 - 20 mm (Oscoz et al., 2012) y
recolectados durante cuatro estaciones de los afios 2015 y 2016 (invierno -
setiembre, primavera - noviembre, verano — marzo y otofio — mayo)

e Criterios de exclusion: Aquellos caracoles con la concha levdgira y que no

cumplieron con todos los criterios de inclusion.

23



Figura 2. Canales de regadio de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba en donde se tomaron las muestras de agua y se recolectaron los
caracoles Lymnaeidos.

A: recoleccidn de caracoles en el canal de regadio por metro cuadrado; B: caracoles
Lymnaeidos ubicados entre el barro y bajo las hojas de berros; C: moluscos
encontrados sobre las piedras humedas; D: recoleccidon del agua de los canales en
donde se encontraron caracoles Lymnaeidos.

3.3.3 Obtencidn de las muestras de agua.

Las muestras se recolectaron en frascos de vidrio de 500 mL con tapa hermética, se
enjuagaron de 2 a 3 veces con el agua a analizar y finalmente se llenaron y taparon,
asegurandose que no haya presencia de aire; luego fueron almacenadas en un “cooler”
para su traslado al laboratorio de las Plantas de Tratamiento de Agua Potable Santa

Apolonia y el Milagro — SEDACAJ, para el andlisis correspondiente.
Para la recoleccidn de las muestras de agua se tomaron los siguientes criterios:

e Criterios de inclusion: Muestras de agua de canales de regadio de donde se

recolectaron los caracoles obtenidos durante las estaciones de invierno
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(setiembre), primavera (noviembre), verano (marzo) y otoiio (mayo) de los
afios 2015-2016, respectivamente.
o Criterios de exclusion: Aquellas muestras que no cumplieron con los criterios

de inclusién.

3.3.4 Estudios geograficos.

Se cubridé un éarea suficientemente amplia para asegurar que la zona endémica
completa haya sido incluida. Los limites geograficos cubiertos estan sefialados en el

acépite Localizacion.

3.3.5 Medicién de altitud y latitud.

Las mediciones de altitud y latitud se realizaron con ayuda de un GPS Etrex 10, y se

anotaron en el registro de recoleccion de datos.

3.3.6 Medida de la precipitacion, temperatura y humedad.

Estos datos fueron obtenidos de la pagina web del SENHAMI, de la cual se tomo6 la
informacidn de las precipitaciones, temperatura y humedad de los dias de recoleccién
de los caracoles y de las muestras de agua (ver tablas 1, 5, 9 y 13), realizando el
analisis correspondiente para obtener promedios de las medidas publicadas

(http://www.senamhi.gob.pe/main mapa.php?t=dHi).

3.3.7 Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de agua.

Se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de cada muestra de agua fresca de
los lugares de recoleccion de los caracoles (Giménez et al.,, 2014), empleando
métodos estandarizados para analisis de aguas (Standard Methods for the Examination
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of Water and Wasterwater, 1998; Standard Methods for the Examination of Water and

Wasterwater, 1995; Procedimientos simplificados para el examen de aguas: Manual

de laboratorio, 1992).

Temperatura: con un termometro digital con un rango de medicion entre -10
°C a +100 °C y 0,1 °C de precision. Se introdujo el termdmetro en la muestra
de agua de donde se recolectaron los caracoles y se observé el valor numérico

correspondiente.

pH: Se dej6 la muestra a temperatura ambiental en el laboratorio y se
determind el pH con la mayor brevedad posible con un pHmetro digital con un
rango de medicion entre 0 y 14 y una precision de 0,1. Se conectd el aparato,
se introdujo el electrodo en la muestra de agua, se agitd suavemente para
garantizar su homogeneidad y facilitar el equilibrio entre electrodo y muestra,
se presiond el botdn de medida para proceder a la lectura correspondiente. La
agitacion fue suave para minimizar entrada de didéxido de carbono que pudiera
alterar el resultado. Los resultados se obtuvieron directamente de la pantalla

del equipo y se expresaron con dos cifras decimales.

Conductividad eléctrica: Para medir la conductividad eléctrica se utiliz6 un
conductimetro digital portétil. Se efectud la medicién sumergiendo el sensor
de temperatura y sensor de conductividad dentro de un vaso de 200 mL que
contenia la muestra de agua. Se agité el sensor en el fondo del vaso para estar
seguro de que no haya burbujas de aire atrapadas cerca del electrodo. Se dejo
pasar aproximadamente 10 segundos para que la celda se estabilice antes de

tomar la lectura; se leyo la conductividad en 1uS/cm (umhos/cm). Se enjuago
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el sensor con abundante agua destilada tratando de que el agua pase por el

orificio del sensor (Standar Methods for the Water and Wasterwater, 1995).

Turbiedad (Método nefelométrico): Primero se ajustd el indicador de la
escala del turbidimetro en el rango de turbiedad en el que se pudo medir con
mayor precision la muestra. Se agit6 la muestra y se transfirié una porcion de
esta a uno de los tubos de vidrio, asegurandose de que esté completamente
limpio. Se coloco el tubo con la muestra en la celda de medicion y se anoto la
lectura de la pantalla del equipo en la escala utilizada (Procedimientos

simplificados para el examen de aguas: Manual de laboratorio, 1992).

Demanda Bioquimica de Oxigeno 5 (DBO5): Las muestras fueron
almacenadas a menos de 4 °C para reducir el cambio en la DBO que pudo
ocurrir entre el muestreo y la prueba. Se dio inicio a la incubacion no mas de 6
horas después que la muestra fue recolectada. Se prepar6 el agua de dilucion
de la siguiente manera: Se midié el volumen de agua destilada necesaria para
realizar el andlisis de DBO (10 a 20 L aprox.) en un frasco adecuado con una
entrada de aire de una fuente de aire comprimido para mantener el agua
saturada de oxigeno disuelto. La temperatura de ésta agua fue de 20 °C + 1. Se
adicion6 1 mL de cada una de las siguientes soluciones por litro de agua
destilada: Solucion amortiguadora, solucion de sulfato de magnesio, solucion
de cloruro de calcio.

Para el pre tratamiento de las muestras, segin el pH de las muestras, se
neutralizé aproximadamente a pH 7 con H2SO4 1 N 6 NaOH 1 N.

Se llevaron las muestras a 20 = 1 °C antes de hacer las diluciones. Se realizo6 la

técnica de dilucion que dio lugar a un contenido de oxigeno disuelto residual
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de al menos 1 mg/L 6 2 mg/L; después de 5 dias de incubacién, esto produjo
resultados mé&s fiables. Se hicieron varias diluciones de las muestras
preparadas para obtener un contenido de oxigeno disuelto en dicho intervalo.
Se utilizé la dilucion 25 al 100 %. En frascos de 1 L se afiadi6 agua de
dilucion hasta la mitad sin arrastre de aire. Se afiadio la cantidad apropiada de
muestra y se diluy6 hasta el nivel apropiado con agua de dilucion,
mezclandose para evitar la entrada de aire; se introdujo luego rapidamente la
solucion mezclada en tres frascos de DBO mediante un embudo de tres huecos
hasta rebosar. Se taparon los frascos herméticamente mediante un sello
hidraulico.

Para la Determinacion del Oxigeno Disuelto se realizaron las mediciones de
oxigeno en uno de los tres frascos sembrados y se incubaron los otros dos
frascos a 20 + 1 °C por cinco dias. Se realiz6 un blanco de agua de dilucién; el
oxigeno consumido por el blanco debi6 ser 0.2 mg/L como méximo. Al cabo
de cinco dias de incubacion se realizd la medicion de las muestras y sus
duplicados. El electrodo de membrana calibrado y chequeado se colocé dentro
del embudo protector y dentro del frasco de DBO con muestra y se realiz6 la
lectura de la muestra.

La DBO se calculd a partir del consumo de oxigeno de la muestra y del agua
de dilucién. EI consumo de oxigeno se calculd restando el oxigeno disuelto

(OD) inicial menos el OD promedio final de la siguiente manera:

OD inicial-OD final= Consumo de oxigeno

La DBO se calcul6 mediante la siguiente férmula:

DBO (mg/L)= (A-(1-p)*(B))/P
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Donde:

A= Consumo de oxigeno de muestra diluida luego de 5 dias (mg/L)

B= Consumo de oxigeno del agua de dilucion luego de 5 dias (mg/L)

p= Dilucién expresada en porcentaje

(Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater, 1995).

Solidos en suspension: Se prepard el filtro de fibra de vidrio:

Se alisto la estufa a una temperatura entre 103 a 105° C. Empleando grafito, se
marco el filtro de forma inequivoca (mediante numeracién consecutiva).

Se colocd el filtro (con la cara rugosa hacia arriba), en el equipo de filtracion,
se aplicd vacio y se lavo el filtro con 3 porciones sucesivas de 20 mL de agua
destilada. Se mantuvo la filtracion hasta la remocion total de las trazas de agua
y se desecho el filtrado.

Se retiro el filtro, se coloco en un papel de aluminio y se seco en estufa a 103-
105°C durante una hora.

Se dejé enfriar en el desecador hasta su empleo, se pesé el filtro y se

registraron los datos. Se anot6 el peso del filtro (peso A).

Andlisis de la muestra: Se espero6 a que la muestra se encuentre a temperatura
ambiente. En funcién del aspecto de la muestra, se seleccion6 el volumen a
filtrar. Se tomo el filtro previamente tarado del desecador y se llevo al equipo
de filtracion para iniciar la succién. Se agitd la muestra adecuadamente y se
deposité el volumen seleccionado sobre el filtro. Una vez que la muestra se
termind de filtrar, se lavo 3 veces sucesivas con volimenes de 10 mL de agua

destilada dejando secar entre lavados. Se retir6 el filtro y se llevo al papel de
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aluminio (el mismo donde se guard6 en el desecador) y se secé en la estufa a
103-105°C durante una hora. Se enfrié en desecador, se peso el filtro y se
registraron los datos. Se anotaron los pesos del filtro (peso B).

Para calcular y presentar los resultados se utilizo la siguiente formula:

mg solidos suspendidos totales/L= [(B-A) * 1000] /volumen muestra (mL)

Donde:

A: peso del filtro seco antes de la filtracion (en mg)

B: peso del filtro + residuo seco (en mg)

En ambos casos, se empled el promedio de los dos valores que cumplieron el

requisito de peso constante antes enunciado.

Sulfatos: Para la determinacion de sulfatos en las muestras se transfirio 50 mL
a un vaso de precipitados de 100 mL, se adicionaron 2.5 mL de solucién
amortiguadora y se agitd; luego se adicion6 0,2 g de cloruro de bario y se agito
nuevamente en forma vigorosa durante 1 minuto. La lectura se realiz6 antes de
5 minutos en espectrofotometro a 420 nm con celdas de 1 cm de paso éptico
respecto a la curva de calibracion de sulfato.

En funcion del espectrofotometro utilizado, el resultado se obtuvo
directamente en la curva de calibracion del equipo. Se expresé con una cifra

decimal.
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Nitritos: Se prepar0 la curva de calibracion pipeteando volumenes crecientes
de la solucién patron o de la solucion intermedia de nitritos y se completo a
volumen con agua destilada para obtener al menos seis concentraciones
comprendidas en el rango 0.000- 0.200 mg/L. Se transfirieron los estandares
anteriores a vasos de precipitado de 100 mL, luego se afiadieron 2 mL de
reactivo de Zambelli, se agitd para mezclar bien y esperar 2 minutos.
Posteriormente se afiadieron 2 mL de amoniaco y se agitaron. Se leyd
inmediatamente en espectrofotometro a 425 nm con cubetas de paso optico de
1 6 5 cm. Se verificd la validez de la curva de calibracion, en este caso,
preparando un estandar de concentracion 0.050 mg/L y se leyé como si fuera
una muestra. Si el resultado fue coincidente £ 10 %, se considerd que la curva
fue valida y se procedi6 a preparar y leer las muestras. Para la determinacion
de nitritos en las muestras se transfirieron 50 mL de muestra (previamente
filtrada por membrana de 0.45 mm o sometida a centrifugacion, en caso de ser
necesario por presentar alta turbiedad), a un vaso de precipitados de 100 mL,
se adiciond 2 mL de reactivo de Zambelli, se agitd6 para mezclar bien y se
esperaron 2 minutos. Luego se afiadieron 2 mL de amoniaco y se agitd y
esper6 5 minutos. Se prepar0 y analizd un blanco de reactivos con agua
bidestilada. Posteriormente se procedio a realizar las lecturas correspondientes
en espectrofotometro a 425 nm con cubetas de paso dptico de 1cm respecto a
la curva de calibracion de nitritos. Los resultados se obtuvieron directamente
en la curva de calibracion del espectrofotometro y se expresaron con tres cifras

decimales.
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Nitratos: Se prepard una curva de calibracion en frascos volumétricos de 50
mL, pipeteando volimenes crecientes de la solucién intermedia de nitrato y
enrasando con agua para obtener al menos seis concentraciones comprendidas
en el intervalo 0-7 mg/L N-NOs, el cual equivale a 0 a 31 mg NO3/L. Se
trasvaso a vasos de precipitado de 100 mL, se afiadié 1 mL de HCI 1 N y se
agitd. Se transfirio a cubetas de paso dptico de 1 cm y se leyo en el
espectrofotometro las absorbancias a 220 nm, se verifico la validez de la curva
de calibracion preparando y analizando un blanco de reactivos con agua para
ajustar el cero del equipo; se analiz6 como si fuera muestra, un patrén de 1
mg/L N-NOz equivalente a 4.43 mg/L NOs. Si el resultado fue coincidente +
10 %, se considerd a la curva como valida y se procedié a preparar y leer las
muestras.

Para la determinacion de nitratos en muestras, primero se dejaron estabilizar a
temperatura ambiente, luego se transfiri6 50 mL de muestra (previamente
filtrada por membrana de 0.45 mm o sometida a centrifugacion, en caso de ser
necesario por presentar alta turbiedad) y a un vaso de precipitados de 100 mL,
se adicion6 1 mL de HCI 1IN y se agit6 para mezclar bien. Se transfirio a
cubetas de paso 6ptico de 1 cm y se leyeron en el espectrofotometro las
absorbancias a 220 nm; la absorbancia obtenida correspondié a la del nitrato

en la muestra.

Para reportar la concentracion en mg/L NOs, se multiplicé el resultado por

4.43.

Los resultados se expresaron con dos cifras significativas.
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e Espectrofotometria de emisién de llama para Sodio, Potasio, Calcio y

Magnesio.

» Preparacion de los estandares de medicion para Sodio
A partir de un estandar certificado de 1000 mg/L (estandar para cada

metal), se prepararon diluciones de 2, 5y 10 mg/L en fiolas, clase A:

1° Se preparo el estdndar intermedio de 100 mg/L, haciendo uso de la
ecuacion de dilucion:

C1*V1=C2*V2

e 1000mg/L*V/=100mg/L*100 mL

V=10 mL del estandar de 1000 mg/L.

2° Se prepararon los estandares de la curva de calibracidn (diluciones
de 2,5y 10 mg/L):

e 100 mg/L*V=2 mg/L*100 mL

V=2mL

e 100 mg/L*V=5 mg/L*100 mL

V=5mL

e 100 mg/L*V=10 mg/L*100 mL

V=10 mL

» Preparacion de los estandares de medicion para Potasio

A partir de un estandar certificado de 1000 mg/L (estandar para cada

metal), se prepararon diluciones de 2, 5y 10 mg/L en fiolas, clase A:
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1° Se preparo el estandar intermedio de 100 mg/L, haciendo uso de la
ecuacion de dilucion:

C1*V1=C2*V2

e 1000mg/L*V/=100mg/L*100 mL

V=10 mL del estandar de 1000 mg/L.

2° Se prepararon los estandares de la curva de calibracion (diluciones
de 2,5y 10 mg/L):

e 100 mg/L*V=2 mg/L*100 mL

V=2mL

e 100 mg/L*V=5 mg/L*100 mL

V=5mL

e 100 mg/L*V=10 mg/L*100 mL

V=10 mL

3° En base a los estandares se elaboré la curva de calibracion.

4° Por cada fiola de 100 mL se agregd 1 mL de acido nitrico
concentrado ultrapuro y 2.5 mL de solucion de carbonato de calcio

para ampliar el tiempo de duracion del estandar.

Preparacion de los estandares de medicion para Calcio
1° A partir de un estandar certificado de 1000 mg/L (estandar para cada
metal), se prepararon diluciones de 50, 100 y 200 mg/L en fiolas, clase

A:
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C1*V1=C2*V2

e 1000mg/L*V=50 mg/L*100 mL
V=5 mL

e 1000 mg/L*V/=100 mg/L*100 mL
V=10 mL

e 1000 mg/L*V=200 mg/L*100 mL

V=20 mL

Preparacion de los estandares de medicién para Magnesio
A partir de un estandar certificado de 1000 mg/L (estandar para cada

metal), se prepararon diluciones de 2, 5y 10 mg/L en fiolas, clase A:

1° Se preparo el estdndar intermedio de 100 mg/L, haciendo uso de la
ecuacion de dilucion:

C1*V1=C2*V2

e 1000mg/L*V/=100mg/L*100 mL

V=10 mL del estandar de 1000 mg/L.

2° Se prepararon los estandares de la curva de calibracién (diluciones
de 2,5y 10 mg/L):

e 100 mg/L*V=2 mg/L*100 mL

V=2mL

e 100 mg/L*V=5 mg/L*100 mL

V=5mL

e 100 mg/L*V=10 mg/L*100 mL

V=10 mL
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» Digestion de la muestra: En un vaso de 25 mL se midié 100 mL de la
muestra a analizar, se agregé 2 mL de HNOs para analizar trazas, se
cubrié con una lamina de reloj y se coloco sobre una plancha caliente

para su evaporacion a una temperatura de 80° aproximadamente.

Se dejo reducir el volumen de la alicuota hasta obtener 20 mL
aproximadamente, a temperatura moderada, evitando la ebullicién. Se
dejo cubierto el vaso para evitar que se siga evaporando la muestra por
30 minutos mas para completar la digestion, evitando que llegue a

sequedad.

Se dejo enfriar y se lavo bien el vaso con agua ultrapura. Al término de
la digestion, se obtuvo un sedimento blanco y solucion transparente, se
filtré con papel de filtro Whatman 41, se transfirio el filtrado a una
fiola de 100 mL, enrasando con agua ultrapura agitando

vigorosamente.

Se prepar6 un blanco reactivo usando agua ultrapura, siguiendo el

mismo procedimiento que las muestras.

Se prepar6 un estdndar de referencia usando agua ultrapura,
adicionandole una alicuota de cada concentracion del estandar, luego

se analiz6 como una muestra.

Se prepard una muestra mas estandar, para el cual se midié 100 mL de
muestra y se adiciond una alicuota de cada concentracion del estandar

de cada metal a medir, luego se analiz6 como una muestra.
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» Espectrofotdmetro de absorcién atémica Varian 220 (Londofio et
al., 2010): EIl equipo de espectrofotometria atomica de llama estuvo
conformado por una fuente de luz (lampara de catodo hueco), el
sistema de atomizacion (llama), monocromador, detector, registrador y
procesador de la muestra.

La muestra en solucion fue aspirada a través de un tubo capilar y
conducida a un nebulizador para ser convertida en aerosol fino e
introducida dentro de la llama, en donde fue desolvatada, vaporizada y
atomizada, todo esto en répida seccidn. Subsecuentemente, los &tomos
y las moléculas se elevaron a estados excitados por colisiones térmicas
con los constituyentes de los componentes de la llama parcialmente
quemados.

Durante su regreso a un estado electrénico basal o méas bajo, los &tomos
y las moléculas emitieron la radiacion caracteristica de los
componentes de la muestra. La luz emitida pasé por un monocromador
que aisl6 la longitud especifica para el analisis deseado.

Un fotoelectrébn midié6 la potencia radiante de la radiacion
seleccionada, que fue amplificada y enviada a un dispositivo de lectura
medido en una computadora. Finalizado el andlisis se obtuvo el reporte
de las mediciones.

Este proceso fue utilizado para hacer la medida, de la concentracion
menor a la mayor, de las absorbancias del blanco y de los estandares,
para hacer la curva de calibracién; y para medir las absorbancias del

blanco reactivo, blanco fortificado y de las muestras.
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La concentracion del elemento medido en las muestras se expresé en

mg/L.

3.3.8 Identificacion molecular de caracoles Lymnaeidos

La identificacion molecular de los caracoles se realiz6 mediante la secuenciacion de
ADN, por lo que se tomaron en cuenta los siguientes pasos (Maniatis et al., 1982,

Bargues et al., 2007; Bargues et al., 2011):

e Digestibn de las muestras de caracoles: Se retiraron los especimenes
conservados en alcohol de 96°, se separ0 el pie de los caracoles con ayuda de una
aguja hipodérmica, luego se procedié a lavar con agua destilada y los pies se
trituraron con ayuda de una hoja de bisturi sobre un papel aluminio. El triturado
fue colocado en microtubos de 1.5 mL, se agregd 500 pL de agua ultrapuray 1 mL
de buffer de lisis y se homogeniz6 en voértex por 20 segundos. Se centrifugd el
homogenizado a 14 000 rpm en centrifuga con refrigerante por 5 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se descart6 el sobrenadante, dejando solo 50
pL del contenido por encima del precipitado (pellet). Se agregd 0.5 mL de buffer
de lisis y mezclamos por inversion aproximadamente 50 veces. Se adiciond 20 pL
de B — mercapto etanol y 10 pL de proteinasa K. Se llevé a incubar durante toda la

noche en Bafio Maria a 56° C, agitando periddicamente.

e Extraccion de ADN: A la muestra ya digerida se le agreg6 500 pL de la mezcla
fenol/cloroformo/isoamilico en proporciones de 25:24:1, se agité con la ayuda del

vortex por 15 segundos. Se centrifugé a 14 000 rpm por 5 minutos a 18°C para
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separar las fases. Se transfirid la fase acuosa (sobrenadante) a otro microtubo,
evitando pipetear la interface. Se agregé 600 pL de isopropanol al 100 % a
temperatura ambiente, luego se llevo a agitar con ayuda del vortex. Se centrifugd a
14 000 rpm por 15 minutos a 18° C para obtener el pellet de ADN y se descarto el
sobrenadante. Se agregd 1 mL de etanol al 70 % a temperatura ambiente para lavar
el pellet, se centrifugd a 14 000 rpm en la centrifuga con refrigerante por 5
minutos, se descarto el sobrenadante y se repitid el lavado 2 veces més. Se secd el
pellet en estufa a 37 °C por 1 hora aproximadamente hasta que no queden restos de
etanol en el tubo. Posteriormente se resuspendié el ADN con 50 pL de agua
ultrapura y se incub6 a 37 °C por 30 minutos en Bafio Maria. La suspension se

almacend a -20 ° C hasta su uso (Bargues et al., 2012).

Amplificacion por PCR convencional: Para la identificacion de los caracoles se
uso el ADN ribosomal amplificado con primer ITS-2 invitrogen™ (Bargues et al.,
2012), como se detalla a continuacion:

Para un volumen final de 50 pL se prepard el mix constituido por 33,5 pL de agua
ultrapura, 5 pL buffer de ADN, 4 puL de MgSQOg, 4uL de dNTPs, 1 pL de ITS2-F
(5-TGT GTC GAT GAA GAG CGC AG-3), 1 uL de ITS2-R (5-TGG TTAGTT
TCT TTT CCT CCG C-3'), 1 pyL del ADN en estudio y 0,5 pL de la KOD Hot
Start polymerasa. Las muestras fueron colocadas en el termociclador Bio-Rad
modelo T100 bajo las siguientes condiciones: durante 35 ciclos, un primer ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C por 2 minutos, un segundo 94 °C por dos minutos y un
altimo ciclo por 56 °C por 20 segundos y 72°C por 1 min. Las muestras se
mantuvieron a 4 °C hasta la verificacion de los productos obtenidos por

electroforesis.
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Se verificaron los productos de PCR en Gel de Agarosa al 1% con tincién de
Sybersafe, usando como marcador Gen Ruler 100 bp ADN ladder (Thermo
Scientific).

Los geles de PCR fueron fotografiados y analizados con el software
GelAnalyzer 2010®, donde se introdujeron los valores del marcador de peso
molecular, luego se obtuvieron los pesos aproximados de los amplicones
obtenidos.

Las muestras de ADN fueron enviadas a purificar, secuenciar y alinear en

Humanizing Genomics Macrogen - Korea.

3.4 Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico descriptivo se utiliz6 la distribucion de frecuencias,
medidas descriptivas (media aritmética y varianza), tablas y figuras estadisticas y para
el andlisis inferencial se utilizé el Andlisis de Varianza (ANOVA), con 0,05 de nivel

de significancia.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 1. Datos de ubicacion y meteorolégicos de los lugares de recoleccion de los moluscos Lymnaeidos en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba. Estacion de invierno (2015).

Precipitacion (mm)

Promedio Promedio -
— . . - Fecha de . Temperatura  Temperatura Hume_dad (medidas de toma de
Provincia Caserios Latitud (S) Longitud (W) Altitud - Estacién - - . Relativa  muestra 7:00 p.m. y
recoleccién ambiental ambiental Min o4 7:00 a.m. del dia
Max (°C) (°C) (%) 00 a.m.
siguiente)
Pampa Larga S07°14'28.8" W078°15'51.2" 2776 msnm 11-sep Invierno 244 7 48 0
Huayrapongo Grande S07°11'00.1" W078°26'48.8" 2627 msnm 22-sep Invierno 23.1 111 51 0
La Victoria (canal Santa Rita) S07°07'42.6" W078°26'54.1" 2737 msnm 21-sep Invierno 22.2 5.4 53 0
Tinajones Bajo - Laparpuquio A on 120 Qi .
Cajamarca (ca nil Y ajta dora)p puq S07°15'34.8"  WO07801320.8" 2840 msnm 19-sep Invierno o - 29 0
El Llimbe (canal Ocroruro) S07°12'15.6" W07823'35.2" 2871 msnm 19-sep Invierno 24 8.2 49 0
Tartar chico (Canal Remonta 1)~ S07°09'05.1" W078°27'41.8" 2706 msnm 21-sep Invierno 22.2 5.4 53 0
Namora (canal de la Direccién , . . " .
Regional(de la Produccion) S07°12'05.9 W078°19'15.9 2729 msnm 11-sep Invierno 244 7 48 0
La Manzanilla (canal El Alejo . A 1A A .
Hortandel) ( ! S07°15'32.0 W078°12'07.7 3091 msnm 19-sep Invierno 273 10.6 53 0
San Marcos Ranchc_n Grande S07°20'06.3" W078°01'34.8" 3473 msnm 12-sep Inv!erno 26.7 79 55 0
Chuquiamo S507°19'05.0" W078°09'44.1" 2344 msnm 12-sep Invierno 26.7 7.9 55 0
Sondor S07°13'32.0" W078°13'47.1" 2872 msnm 19-sep Invierno 27.3 10.6 53 0
Colpdn S07°26'18.0" W078°10'52.7" 2043 msnm 14-sep Invierno 25.6 11.6 54 0
Cholocal S07°28'35.9" W078°10'13.8" 2010 msnm 12-sep Invierno 26.8 9.8 49 0
Cajabamba El Olivo S07°28'27.3" W078°0922.1" 2022 msnm 12-sep Invierno 26.8 9.8 49 0
El Tingo S07°28'15.1" W078°07'57.8" 2007 msnm 12-sep Invierno 26.8 9.8 49 0

La tabla muestra la latitud (S07°07'42.6" a S07°28'35.9"), longitud (W078°01'34.8" a W078°27'41.8"), altitud (2007 a 3473 msnm) de la
ubicacion de los canales de regadio de donde fueron recolectados los caracoles; asimismo, los dias de recoleccion (mes de setiembre-estacion de
invierno); temperatura maxima (27.3 °C) y minima (5.4 °C), humedad relativa (48 a 55%) y precipitacion del ambiente (0 mm), datos obtenidos
de la base de datos de SENAMHI.



Tabla 2. Anélisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de
Cajamarca. Estacion de invierno (2015). Cajamarca.

Caserios
La - .
- . Tinajones Bajo - . Namora (canal

Parametros Unidades Rango 6ptimo Pampa Victoria Laparpuquio Bl Llimbe . de la Direccion

Laroa Huayrapongo grande (canal (canal La (canal Tartar Chico Regional de la

E Santa Ocroruro) 9 -
Rita) Matadora) Produccion)

TURBIEDAD UNT 0-340 2.74 221 1.04 2.59 1.19 0.69 184.00
Ph - 6,0-9,4 8.67 8.11 8.14 8.16 8.05 8.29 8.33
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 19.5 18.4 17.6 17.7 17.6 17.6 18.6
CONDUCTIVIDAD pC/em 40-836 307 303 333 334 8.05 408 128.5
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 28.4 321 14 16.3 3.26 114 51.3
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 3 4 1 2 1 1 8
NITRITOS mgL  0000-0,007 <01  <0. <0.1 <01 <01 <01 <01
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO (DBO5) mg/L 0-80 5 4 1 2 2 2 16.2
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 4 3 3 3 4 2 154
SODIO mg/L 2,6-120,0 2.86 3.16 1.16 2.85 1.68 2.49 4.89
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.59 1.52 0.71 1.53 0.76 0.94 2.06
CALCIO mg/L 2,6-94,6 54.1 42.4 38.6 54.2 54.1 58.6 14.6
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 1.56 1.98 1.89 1.16 2.55 1.46 2.82

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca, estacion de invierno. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 3. Andlisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos.
Estacion de invierno (2015).

) _ Rango Caserios
Parametros Unidades 6ptimo La IXIIZ ?gagci)u?a(r?g;?l El Rancho grande Juquit - Chuquiamo Sondor Colpén

TURBIEDAD UNT 0-340 0.33 6.70 4.17 15.30 1.28
Ph -- 6,0-9,4 7.37 7.95 7.83 7.48 8.29
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 16.8 185 18.5 17.4 17.4
CONDUCTIVIDAD uS/cm 40-836 418 881 274 43.1 376
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 2.48 59.2 39.8 46.4 12.3
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 3 6 6 4 1

NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1 <.01 <0.1
B)E(?/éﬁENN%A BIOQUIMICA DE mg/L 0-80 1 6 6 4 2

SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 1 5 4 13 3

SODIO mg/L 2,6-120,0 1.46 4.02 2.52 4.19 3.22
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.38 1.66 2.06 2.06 0.69
CALCIO mg/L 2,6-94,6 64.3 198 54.8 24.4 41.2
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 1.89 249 2.06 2.56 2.14

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos, estacion de invierno. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 4. Analisis fisicoquimico de las muestras de agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de
Cajabamba. Estacion de invierno (2015).

Parametros ) Rango Caserios
Unidades Optimo ] ]
Cholocal El Olivo El Tingo

TURBIEDAD UNT 0-340 331 7.25 159
Ph -- 6,0-9,4 7.88 8.01 8.22
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 184 18.0 18.5
CONDUCTIVIDAD pS/cm 40-836 732 475 430
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 41.2 42.1 294
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 8 6 4
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 4 9 4
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 4 8 2
SODIO mg/L 2,6-120,0 3.16 4.09 3.46
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.06 1.05 159
CALCIO mg/L 2,6-94,6 158 62.2 94.2
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 1.94 2.46 2.36

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los pardmetros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajabamba, estacion de invierno. Estos datos son comparados con los rangos optimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 5. Datos de ubicacion y meteoroldgicos de los lugares de recoleccion de los moluscos Lymnaeidos en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba. Estacion de primavera (2015).

Precipitacion

(mm)
Promedio Promedio (medidas de
- . . . . Fecha de ” Temperatura Temperatura Humegjad toma de
Provincia Caserios Latitud (S)  Longitud (W) Altitud - Estacion ; ; Relativa .
recoleccion ambiental ambiental (%) muestra 7:00
Max (°C) Min (°C) p.m.y 7:00 a.m.
del dia
siguiente)
Pampa Larga S07°14'28.8"  W078°15'51.2" 2776 msnm 13-nov primavera 234 10 59 -1
Huayrapongo Grande S07°11'00.1"  W078°26'48.8" 2627 msnm 18-nov primavera 22.2 10.8 72 6.2
La Victoria (canal Santa Rita) S07°07'42.6"  WO07826'54.1" 2737 msnm 18-nov primavera 222 10.8 72 6.2
Cajamarca Egﬁ;ﬂ?ﬁ:’t‘; d'ogparp”q“'o S07°15'34.8"  WO07801320.8" 2840 msnm  13-nov primavera 234 10 5 1
El Llimbe (canal Ocroruro) S07°12'15.6"  W078°23'35.2" 2871 msnm 13-nov primavera 23.4 10 59 -1
Tartar chico (Canal Remonta I1) S07°09'05.1"  W078°27'41.8" 2706 msnm 18-nov primavera 22.2 10.8 72 6.2
Namora (canal de la Direccién , . o . .
Regional(de la Produccion) S07012'05.9"  W078°19'15.9 2729 msnm 17-nov primavera 218 121 75 34
La Manzanilla (canal El Alejo . 1A AN .
Hortandel) ( ! S07°15'32.0"  W078°12'07.7 3091 msnm 17-nov primavera 26.1 14 80 16.9
San Marcos Ranchc_n Grande S07°20'06.3"  W078°01'34.8" 3473 msnm 14-nov primavera 27.7 13.7 58 0
Chuquiamo S07°19'05.0"  WO078°9'44.1" 2344 msnm 14-nov primavera 27.7 13.7 58 0
Sondor S07°13'32.0"  WO078°13'47.1" 2872 msnm 17-nov primavera 26.1 14 80 16.9
Colpén S07°26'18.0"  W078°10'52.7" 2043 msnm 14-nov primavera 27.7 13.7 58 0
Cholocal S07°28'35.9"  W078°10'13.8" 2010 msnm 14-nov primavera 26 13.8 73 1.7
Cajabamba  El Olivo S07°2827.3"  W078°09'22.1" 2022 msnm 14-nov primavera 26 13.8 73 1.7
El Tingo S07°28'15.1"  W078°07'57.8" 2007 msnm 14-nov primavera 26 13.8 73 1.7

La tabla muestra la latitud (S07°07'42.6" a S07°28'35.9"), longitud (W078°01'34.8" a W078°27'41.8"), altitud (2007 a 3473 msnm) de la
ubicacion de los canales de regadio de donde fueron recolectados los caracoles; igualmente, los dias de recoleccion (mes de noviembre-estacion
de primavera); temperatura maxima (27.7 °C) y minima (10 °C), humedad relativa (58 a 80 %) y precipitacion del ambiente (-1 a 16.9 mm),
datos obtenidos de la base de datos de SENAMHI Cajamarca.
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Tabla 6. Andlisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca.
Estacion de primavera (2015).

Caserios
it
Parametros Unidades éRpi?,%% P Huayrapongo La Victoria Bajo-  EILlmbe  r, oy Direccion
ampa Larga grande (cans_l Santa  Laparpuquio (canal Chico Regional de
ita) (canalLa  Ocroruro) la
Matadora) Produccion)
TURBIEDAD UNT 0-340 51.90 1.46 2.10 15.10 1.70 3.01 1.49
Ph -- 6,0-9,4 7.27 8.44 6.50 8.04 8.18 8.47 8.13
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 17.8 16.8 16.8 17.8 17.8 16.5 16.7
CONDUCTIVIDAD pClecm 40-836 279 363 267 411 284 320 233
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 48.2 121 6.8 22.8 24.9 8.2 6.4
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 11 4 3 6 5 4 5
NITRITOS mg/L %%%% <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
(DDEBI\gAS\;\IDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 6 3 3 8 3 2 2
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 49 2 2 13 2 2 1
SODIO mg/L 2,6-120,0 4.06 2.84 2.09 3.01 2.49 2.84 212
POTASIO mg/L 1,7-160,0 2.13 142 1.13 1.96 1.52 1.12 191
CALCIO mg/L 2,6-94,6 48.4 34.1 38.1 64.2 38.5 42.1 38.2
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.16 154 1.72 1.88 1.49 1.49 1.78

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca, estacion de primavera. Estos datos son comparados con los rangos

fisicoquimicos optimos para el desarrollo de los moluscos intermediarios de Fasciola hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 7. Andlisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos.
Estacion de primavera (2015).

Rando Caserios
Parametros Unidades éptir%o LEaI '\A/Iﬁg?éa:(i)u?a(r?ggl? Rancho grande Juquit— Chuquiamo ~ Sondor  Colpén

TURBIEDAD UNT 0-340 6.66 7.83 699 519
Ph - 6,0-9,4 8.22 8.02 684 835
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 17.9 17.9 16.8 17.9
CONDUCTIVIDAD pS/em 40-836 268 469 95.6 461
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 316 44.2 124 267
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 5 6 6 5

NITRITOS mg/L 0,000-0,007 No siﬁ{;i’s”;’é"i 2gua en <0.1 <0.1 <01 <01
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 4 9 4 6

SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 5 6 5 4

SODIO mg/L 2,6-120,0 3.46 2.46 194 256
POTASIO mg/L 1,7-160,0 2.04 1.08 1.46 1.42
CALCIO mg/L 2,6-94.6 285 58.6 262 741
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 1.82 246 204 241

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos, estacion de primavera. En esta estacion no se obtuvo muestra de agua en el
canal de regadio del caserio de la Manzanilla. Los datos obtenidos fueron comparados con los rangos optimos para el desarrollo de los moluscos

intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 8. Analisis fisicoquimico de las muestras de agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de
Cajabamba. Estacion de primavera (2015).

Parametros Unidades gp?tri‘r%% Caserilos :
Cholocal El Olivo El Tingo

TURBIEDAD UNT 0-340 8.30 4.29 26.10
Ph - 6,0-9,4 8.02 8.58 8.49
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 17.8 18.0 18.0
CONDUCTIVIDAD uS/cm 40-836 574 442 467
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 316 39.3 39.1
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 8 3 8
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 5 6 12
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 7 3 23
SODIO mg/L 2,6-120,0 4.12 2.46 3.16
POTASIO mg/L 1,7-160,0 2.08 144 1.84
CALCIO mg/L 2,6-94,6 62.4 46.4 56.2
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.89 211 2.09

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajabamba, estacion de primavera. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 9. Datos de ubicacion y meteoroldgicos de los lugares de recoleccion de los moluscos Lymnaeidos en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba. Estacion de verano (2016).

Promedio Promedio Humedad Precipitacion (mm)
Provincia Caserios Latitud (S) Longitud (W) Altitud Fecha (.j? Estacion Temperatura  Temperatura Relativa (medldas_de toma ‘?e
recoleccién ambiental  ambiental Min (%) muestra 7:00 a.m. 7:00
Max (°C) (°C) p.m.)
Pampa Larga S07°14'28.8" W078°15'51.2" 2776 msnm 04-mar Verano 212 12 80 11
Huayrapongo Grande S07°11'00.1" W078°26'48.8" 2627 msnm 11-mar Verano 22.4 79 68 0
La Victoria (canal Santa Rita) S07°07'42.6" W078°26'54.1" 2737 msnm 11-mar Verano 224 79 68 0
i Tinajones Bajo - Laparpuquio 012174 QN 01219() Q" .
Cajamarca (canal La Matadora) S07°15'34.8 W078°13"20.8 2840 msnm 04-mar Verano 12 1 80 11
EI Llimbe (canal Ocroruro) S07°12'15.6" W078°23'35.2" 2871 msnm 04-mar Verano 21.2 12 80 1.1
Tartar chico (Canal Remonta Il) S507°09'05.1" W078°27'41.8" 2706 msnm 11-mar Verano 22.4 7.9 68 0
Namora (canal de la Direccion o1 " 010 " :
Regional de la Produccion) S07°12'05.9 W078°19'15.9 2729 msnm 17-mar Verano a1 9.2 65 0
La Manzanilla (canal El Alejo o129 A o191 AN
Hortandel) S07°15'32.0 W078°12'07.7 3091 msnm 03-mar Verano 26.2 15.4 73 34
Rancho Grande S07°20'06.3" W078°01'34.8" 3473 msnm 03-mar Verano 26.2 154 73 34
SanMareos  cpyquiamo S07°19'05.0"  W078%9'44.1"  2344msnm  03-mar Verano 26.2 15.4 73 34
Sondor S07°13'32.0" W078°13'47.1" 2872 msnm 04-may Verano 25.2 14.4 70 0
Colpén S07°26'18.0" W078°10'52.7" 2043 msnm 03-mar Verano 26.2 15.4 73 3.4
Cholocal S07°28'35.9" W078°10'13.8" 2010 msnm 03-mar Verano 24.7 14.6 77 26
Cajabamba  E| Olivo S07°2827.3" W078°0922.1" 2022 msnm 03-mar Verano 24.7 14.6 77 26
El Tingo S07°28'15.1" W078°07'57.8" 2007 mshm 03-mar Verano 24.7 14.6 77 26

La tabla muestra la latitud (S07°07'42.6" a S07°28'35.9"), longitud (W078°01'34.8" a W078°27'41.8"), altitud (2007 a 3473 msnm) de la
ubicacion de los canales de regadio de donde fueron recolectados los caracoles; asimismo, los dias de recoleccion (mes de marzo-estacion de
verano); temperatura maxima (26.2 °C) y minima (7.9 °C), humedad relativa (65 a 80 %) y precipitacion del ambiente (0 a 3.4 mm), datos
obtenidos de la base de datos de SENAMHI Cajamarca.
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Tabla 10. Analisis fisicoquimico del agua de los canales de regadio de donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de
Cajamarca. Estacion de verano (2016).

Caserios
5 i Rango LaVictoria | naonesBajo gy e Namora (canal de la
Parametros Unidades optimo Pampa  Huayrapongo (canal Santa  ~ Laparpuquio (canal Tartar Direccién(RegionaI de
Larga grande - (canal La Chico -
Rita) Matadora) Ocroruro) la Produccion)
TURBIEDAD UNT 0-340 6.61 9.58 10.00 0.66 1.46 15.60 5.48
Ph - 6,0-9,4 7.85 7.83 7.95 7.95 7.32 7.78 8.45
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 17.6 18.5 17.2 18.7 20.6 17.9 17.3
CONDUCTIVIDAD pC/em 40-836 334 322 198 384 250 217 306
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 39.3 42.6 24.3 14.1 19.8 14.3 14.1
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 6 3 3 2 4 4 2
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE
OXfGENO (DBOS) mg/L 0-80 9 5 4 3 6 5 3
SOLIDOS SUSPENDIDOS
TOTALES mg/L 0-380 5 6.4 8.2 12 3 11.6 3.6
SODIO mg/L 2,6-120,0 2.81 3.26 2.06 1.89 2.26 1.12 2.89
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.06 1.33 0.91 0.83 1.53 0.88 1.78
CALCIO mg/L 2,6-94,6 54.8 40.3 36.8 44.6 414 36.4 46.3
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.24 211 1.13 251 1.84 1.94 1.94

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca, estacion de primavera. Estos datos son comparados con los rangos optimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).

50



Tabla 11. Analisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos.
Estacion de verano (2016).

Parametros Caserios

Rango )
optimo La Manzanilla (canal
El Alejo Hortandel)

Unidades . .
Rancho grande Juquit - Chuquiamo Sondor  Colpo6n

TURBIEDAD UNT 0-340 0.61 0.76 1.90 20.20 22.00
pH - 6,0-9,4 7.31 7.68 8.06 7.19 7.65
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 17.0 22.8 25.8 17.3 20.6
CONDUCTIVIDAD us/cm 40-836 423 301 213 66.4 330
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 58.4 33.1 16.1 13.8 52.4
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 1 2 3 5 4
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 3 5 2 6 5
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 2 2 14 14.2 17.8
SODIO mg/L 2,6-120,0 2.06 2.13 2.92 3.56 2.86
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.12 0.94 1.69 2.03 1.54
CALCIO mg/L 2,6-94,6 58.6 46.3 485 38.6 46.3
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.36 2.19 1.96 3.14 1.82

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos, estacion de primavera. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 12. Analisis fisicoquimico de las muestras de agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia
de Cajabamba. Estacion de verano (2016).

Parametros Unidades Rapgo Caserlos
optimo Cholocal El Olivo El Tingo

TURBIEDAD UNT 0-340 10.40 55.90 13.90
Ph - 6,0-9,4 7.67 7.65 7.60
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 7.97 8.00 8.19
CONDUCTIVIDAD us/em 40-836 590 367 363
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 96.8 41.9 39.6
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 5 6 4
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 6 8 6
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 8.2 34.1 76
SODIO mg/L 2,6-120,0 2.67 419 3.28
POTASIO mg/L 1,7-160,0 1.04 2.04 1.06
CALCIO mg/L 2,6-94,6 56.3 44.3 42.8
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.19 2.12 1.89

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajabamba, estacion de primavera. Estos datos son comparados con los rangos optimos

para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 13. Datos de ubicacién y meteorologicos de los lugares de recoleccidn de los moluscos Lymnaeidos. Estacion de otofio (2016).

Precipitacion

Promedio Promedio (mm)
— . . . - Fecha de L Temperatura Temperatura Humedad (medidas de
Provincias Caserios Latitud (S)  Longitud (W) Altitud recoleccion Estacion ambiental Max ambiental Relativa (%) toma de
(°C) Min (°C) muestra 7:00
a.m. 7:00 p.m.)
Pampa Larga S07°1428.8"  WO7815'51.2" 2776 msnm 31-may Otofio 236 47 62 01
Huayrapongo Grande S07°11'00.1"  WO078°26'48.8" 2627 msnm 23-may Otofio 23.8 8.4 64 0.2
La Victoria (canal Santa Rita) S07°07'42.6" W07826'54.1" 2737 msnm 22-may Otofio 22.6 11.3 65 0.1
Tinajones Bajo - Laparpuquio 31-ma
Cajamarca  (canal La Matadora) S07°15'34.8"  W078°13'20.8" 2840 msnm y Otofio 23.6 4.7 62 0.1
El Llimbe (canal Ocroruro) S07°12'15.6"  W07823'35.2" 2871 msnm 31-may Otofio 23.6 4.7 62 0.1
Tartar chico (Canal Remonta 23-ma
1)) S07°09'05.1"  W078°27'41.8" 2706 msnm Y Otofio 23.8 8.4 64 0.2
Namora (canal de la Direccién
Regional de la Produccis 31-may -
egional de la Produccion) S07°12'05.9"  WO078°19'15.9" 2729 msnm Otofio 23.6 4.7 62 0.1
La Manzanilla (canal El Alejo
30-may .
Hortandel) S07°15'32.0"  W078°12'07.7" 3091 msnm Otofio 29.6 7.6 61 0
Rancho Grande S07°20'06.3"  W078°01'34.8" 3473 msnm 30-may Otofio 29.6 7.6 61 0
San Marcos oy, iamo SO7°19'05.0"  W078:9'44.1" 2344 msnm 30-may  Otofio 206 76 61 0
Sondor S07013'32.0"  WO078°13'47.1" 2872 msnm 30-may Otofio 29.6 7.6 61 0
Colpén S07°26'18.0"  W078°10'52.7" 2043 msnm 29-may Otofio 296 8.2 60 0
Cholocal S07°28'35.9"  W078°10'13.8" 2010 msnm 31-may Otofio 26.2 7.7 60 0
Cajabamba  g| Olivo S07°2827.3"  W078°09'22.1" 2022 msnm 31-may Otofio 26.2 77 60 0
El Tingo S07°28'15.1"  W078°07'57.8" 2007 mshm 31-may Otofio 26.2 7.7 60 0

La tabla muestra la latitud (S07°07'42.6" a S07°28'35.9"), longitud (W078°01'34.8" a W078°27'41.8"), altitud (2007 a 3473 msnm) de la
ubicacion de los canales de regadio de donde fueron recolectados los caracoles; también los dias de recoleccion (mes de mayo-estacion de
otofio); temperatura maxima (29.6 °C) y minima (4.7 °C), humedad relativa (60 a 65 %) y precipitacion del ambiente (0 a 0.2 mm), datos
obtenidos de la base de datos de SENAMHI Cajamarca.
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Tabla 14. Analisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca.
Estacion de otofio (2016).

Caserios
Parametros Unidades a9 Pampa Huayrapongo La Victoria Tinajones Bajo - El Llimbe (canal Nar;os’;arég(a:?éar: e
optimo ; .
p Larga grande (cana! Santa  Laparpuquio (canal La Ocroruro) Tartar Chico Regional de la
Rita) Matadora) o
Produccion)

TURBIEDAD UNT 0-340 14.20 6.51 1.56 2.01 0.50 141 0.77

pH -- 6,0-9,4 7.58 7.67 8.21 7.86 7.99 8.08 8.07
TEMPERATURA °C 12%’%_ 18.5 18.6 17.8 16.3 26.1 16.8 20.8
CONDUCTIVIDAD puClem 40-836 969 322 328 424 294 386 153
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 23.3 41.6 24.20 316 31.2 19.4 11.6

0,00-

NITRATOS mg/L 0,50 3 2 2 3 3 2 2
NITRITOS mg/L %%%07' <01 <01 <01 <01 <0.1 <01 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE '

OXIGENO (DBOS) mg/L 0-80 6 4 2 2 <1 2 <1
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 12.1 4.1 0.83 1.18 1 0.95 0.32
SODIO mgL o 3.18 3.00 213 1.94 251 2.46 184
POTASIO mg/L 116'5- 1.24 2.06 1.65 0.83 0.86 1.22 0.79
CALCIO mg/L 2,6-94,6 64.6 35.3 48.3 45.1 41.6 53.1 44.3
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.36 2.58 1.94 2.16 1.22 2.13 1.86

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajamarca, estacion de otofio. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos para

el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 15. Analisis fisicoquimico del agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos.
Estacion de otofio (2016).

Caserios
Parametros Unidades  Rango 6ptimo La Manzm:?a(ﬁggsl El Alejo Rancho grande Juquit — Chuguiamo Sondor  Colpén

TURBIEDAD UNT 0-340 0.87 50.40 163.00 2.67 271
Ph -- 6,0-9,4 7.25 8.09 7.23 6.86 7.92
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 22.00 25.30 21.80 24.00 25.40
CONDUCTIVIDAD uS/cm 40-836 462 315 271 58 456
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 24.6 41.6 254 11.3 39.8
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 2 3 4 1 2
NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 <1 5 6 1.2 3
SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 1 39.3 138 1 145
SODIO mg/L 2,6-120,0 1.13 3.81 3.49 2.26 243
POTASIO mg/L 1,7-160,0 0.84 2.38 2.16 1.09 1.06
CALCIO mg/L 2,6-94,6 45.1 41.5 324 18.1 49.1
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 159 2.14 231 147 1.82

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de San Marcos, estacion de otofio. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos para

el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Tabla 16. Analisis fisicoquimico de las muestras de agua de canales de regadio donde se recolectaron los moluscos Lymnaeidos en la provincia
de Cajabamba. Estacion de otofio (2016).

Parametros Unidades ,Raf‘9° Caserios
optimo Cholocal El Olivo El Tingo

TURBIEDAD UNT 0-340 3.26 47.60 4,75
Ph -- 6,0-9,4 7.97 8.00 8.19
TEMPERATURA °C 10,5-28,0 27.3 254 27.6
CONDUCTIVIDAD uS/cm 40-836 648 478 475
SULFATOS mg/L 0,0-97,3 90.2 51.4 66.3
NITRATOS mg/L 0,00->0,50 4 3 4

NITRITOS mg/L 0,000-0,007 <0.1 <0.1 <0.1
DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO mg/L 0-80 3 3 2

SOLIDOS SUSPENDIDOS TOTALES mg/L 0-380 211 334 2.6
SODIO mg/L 2,6-120,0 242 351 3.43
POTASIO mg/L 1,7-160,0 0.93 1.67 1.16
CALCIO mg/L 2,6-94,6 51.2 53.2 54.1
MAGNESIO mg/L 1,0-16,9 2.02 2.13 2.55

UNT, unidades nefelométricas

En esta tabla se pueden observar los parametros fisicoquimicos obtenidos de las muestras de agua de los canales de regadio de donde se
obtuvieron los moluscos Lymnaeidos en la provincia de Cajabamba, estacion de otofio. Estos datos son comparados con los rangos 6ptimos para

el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica (Mas-Coma et al, 1999b).
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Comparacion de las medidas de turbiedad en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
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Figura 3. Comparacion de la medida de turbidez de las muestras de agua recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno y primavera-2015 y verano y otofio-2016). Observamos en esta imagen que las medidas de turbiedad se encuentran en
los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica, los cuales van de 0 a 340 UNT
(Unidades Nefelométricas), observando que no existe diferencia significativa de las turbideces del agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0,
6946) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de las medidas de pH en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante
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Figura 4. Comparacion de la medida de pH de muestras de agua recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante
cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que las medidas de pH se encuentran en los rangos
establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica, rango que va de 6 a 9.4, observando que existe
diferencia significativa de los pH del agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 0098) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de las medidas de temperatura en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
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Figura 5. Comparacion de la medida de la temperatura de muestras de agua recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que las medidas de temperatura se
encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica, rango que va de 10.5 a 28
°C, observando que no existe diferencia significativa de las temperaturas del agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 9574) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de las medidas de conductividad eléctrica en las provincias de Cajamarca, San Marcos y
cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 6. Comparaciéon de la medida de la conductividad de muestras de agua recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que las medidas de
conductividad se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica, rango
gue va de 40 a 836, observando que existe diferencia significativa de las conductividades del agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 0002)
(Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de sulfatos en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante cuatro

estaciones
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Figura 7. Comparacién de la cantidad de sulfatos en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de sulfatos presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,

rango que va de 0 a 97.3 mg/L, observando diferencia significativa de la presencia de sulfatos en el agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0,
0066) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de nitratos en las provincias de Cajamarca,, San Marcos y Cajabamba
12 durante cuatro estaciones
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Figura 8. Comparacion de la cantidad de nitratos en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de nitratos presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,

rango que va de 0.00 a > 0.50 mg/L, observando que no existe diferencia significativa de la presencia de nitratos en el agua recolectada entre las estaciones en
estudio (p =0, 1733) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de nitritos en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante
cuatro estaciones
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Figura 9. Comparacion de la cantidad de nitritos en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de nitritos presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,

rango que va de 0.000 - 0.007 mg/L y segun Villegas, 1984 va de 0 — 0.25 p. p. m., observando que no aplica el p para la presencia de nitritos en el agua
recolectada entre las estaciones en estudio (p = ----- ) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de |la medida de la Demanda Bioquimica de oxigeno en las provincias de Cajamarca, San Marcos y

[==]
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Cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 10. Comparacién de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO5) en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la Demanda
Bioquimica de Oxigeno 5 presente en las aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los
moluscos intermediarios de F. hepatica, rango que va de 0 - 80 mg/L, observando que no existe diferencia significativa del DBOS5 en el agua recolectada entre

las estaciones en estudio (p = 0, 4002) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de las medidas de sdlidos suspendidos totales en las provincias de Cajamarca, San Marcos
y Cajabamba durante cuatro estaciocnes
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Figura 11. Comparacion de las medidas de los sélidos suspendidos totales en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de
solidos totales suspendidos presente en las aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los

moluscos intermediarios de F. hepatica, rango que va de 0 - 380 mg/L, observando que no existe diferencia significativa de los solidos suspendidos totales en
el agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 7318) (Ver anexo N° 01).

65



Comparacion de la cantidad de sodio de las muestras de agua recolectadas en las provincias de Cajamarca,
S5an Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 12. Comparacion de la cantidad de sodio en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de sodio presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,
rango que va de 2.6 - 120 mg/L, observando que existe diferencia significativa de la presencia de sodio en el agua recolectada entre las estaciones en estudio
(p =0, 0079) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de potasio de las muestras de agua recolectadas en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 13. Comparacion de la cantidad de potasio en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de potasio presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,
rango que va de 1.7 - 160 mg/L., observando que no existe diferencia significativa de la presencia de potasio en el agua recolectada entre las estaciones en
estudio (p =0, 3094) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de calcio de las muestras de agua recolectadas en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 14. Comparacion de la cantidad de calcio en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de calcio presente en las
aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F. hepatica,
rango que va de 2.6 — 94.6 mg/L y segun Villegas, 1984 va de 36,14 — 106.30 p. p. m., observando que no existe diferencia significativa de la presencia de
calcio en el agua recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 3062) (Ver anexo N° 01).
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Comparacion de la medida de magnesio de las muestras de agua recolectadas en las provincias de Cajamarca,
13 San Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones
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Figura 15. Comparacion de la cantidad de magnesio en las muestras de aguas recolectadas de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Observamos en esta imagen que la cantidad de magnesio
presente en las aguas recolectadas se encuentran en los rangos establecidos por Mas-Coma et al, 1999b, para el desarrollo de los moluscos intermediarios de
F. hepatica, rango que va de 1.0 — 16.9 mg/L, observando que no existe diferencia significativa de la presencia de magnesio en el agua recolectada entre las
estaciones en estudio (p = 0, 6030) (Ver anexo N° 01).
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Tabla 17. Namero de moluscos Lymnaeidos recolectados en canales de regadio de caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba — Per, en 4 estaciones.

N° de moluscos

N° de moluscos
recolectados x m

N° de moluscos

N° de moluscos

Provincias Cddigo Caserios recolectados x m recolectados x m recolectados x m
cuadrado-invierno cua drado- cuadrado-verano cuadrado-otofio
primavera
001 Pampa Larga 28 15 141 556
002 Huayrapongo grande 0 17 7 1
003 La Victoria (canal Santa Rita) 1 0 2 3
004 Tinajones Bajo - Laparpuquio
Cajamarca (canal La Matadora) 33 3 1 14
005 El Llimbe (canal Ocroruro) 226 54 211 13
006 Tartar Chico 13 19 8 2
007 Nan_]ora (canal de la Di_reccién
Regional de la Produccién) 0 0 96 102
008 La Manzanilla (canal EIl Alejo
Hortandel) 0 0 31 0
San Marcos 009 Ranch(_) grande 76 145 7 21
010 Chuquiamo 12 36 23 18
011 Sondor 7 51 32 74
012 Colpon 42 116 91 140
013 Cholocal 85 277 109 81
Cajabamba 014 El Olivo 50 80 68 166
015 El Tingo 83 57 43 26
TOTAL DE MOLUSCOS RECOLECTADOS 656 870 871 1217

La tabla nos muestra la cantidad de moluscos recolectados en un metro cuadrado en los canales de regadio de caserios de las provincias de
Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, durante las cuatro estaciones en estudio, realizando la blsqueda en varios puntos y centrdndose en
aquellos en donde se encontraron los Lymnaeidos. En algunos lugares de recoleccion no se encontro la presencia de Lymnaeidos, como en el
caserio de Huayrapongo grande, La Victoria, Namora (canal de la Direccion Regional de la Produccion) y la Manzanilla (canal EI Alejo
Hortandel). El total de caracoles recolectados por estacion fue de 656 en invierno, 870 en primavera, 871 en verano y 1217 en otofio.
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Ndmero de moluscos Lymnaeidos recolectados en canales de regadio de caserios de las provincias de
Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante las cuatro estaciones
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Figura 16. Cantidad total de moluscos Lymnaeidos recolectados en canales de regadio de caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y verano — otofio, 2016). Esta imagen nos muestra la cantidad total de caracoles
Lymnaeidos recolectados por m? en los canales de regadio de caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, observamos que en algunos
lugares de recoleccion se encontrd escasa o nula presencia de Lymnaeidos, como en el caserio de Huayrapongo grande, La Victoria, Namora (canal de la
Direccién Regional de la Produccién) y la Manzanilla (canal EI Alejo Hortandel) en algunas estaciones. Se observa que no hay una diferencia significativa en
el nimero de moluscos recolectada entre las estaciones en estudio (p = 0, 05) (Ver anexo N° 01).
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Total de moluscos Lymnaeidos recolectados por estacion
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Figura 17. Total de moluscos Lymnaeidos recolectados en las provincias de Cajamarca,
San Marcos y Cajabamba durante cuatro estaciones (invierno — primavera, 2015 y
verano — otofio, 2016). Esta imagen nos muestra la cantidad total de caracoles Lymnaeidos
recolectados en las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante las cuatro
estaciones, observando que en la estacion de otofio obtuvimos mayor cantidad de moluscos
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR) CONVENCIONAL DE LOS LYMNAEIDOS
RECOLECTADOS DE CANALES DE REGADIO DE LAS PROVINCIAS DE
CAJAMARCA, SAN MARCOS Y CAJABAMBA DURANTE LAS
ESTACIONES DE INVIERNO, PRIMAVERA, VERANO Y OTONO.

S0 11 12

Figura 18. Bandas con amplicones de ITS2 - Estacion invierno. Gel de agarosa al 2%
tefiido con SYBRsafe (invitrogen) en el que se muestran los productos de PCR de los
amplicones correspondientes al ITS2 de 12 muestras de caracoles Lymnaeidos colectados en
esta estacion, de 5 caserios de la provincia de Cajamarca (Pampa Larga, La Victoria,
Tinajones, El Llimbe y Tartar chico) (1-5), 4 caserios de la provincia San Marcos (Rancho
grande, Chuquiamo, Sondor y Colpdn) (6-9) y 3 caserios de la provincia de Cajabamba
(Cholocal, El Olivo y El Tingo) (10-12).

Leyenda:
M: Marcador C: Control

Figura 19. Bandas con amplicones de PCR convencional al ITS2 - Estacion
primavera. Gel de agarosa al 2% tefiido con SYBRsafe (invitrogen) en el que se
muestran los productos de los amplicones correspondientes al ITS2 de 12 muestras de
caracoles Lymnaeidos colectados en esta estacion, de 5 caserios de la provincia de
Cajamarca (Pampa Larga, Huayrapongo grande, Tinajones Bajo, El LIlimbe y Tartar
chico) (1-5), 4 caserios de la provincia San Marcos (Rancho grande, Chuquiamo,
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Sondor y Colp6n) (6-9) y 3 caserios de la provincia de Cajabamba (Cholocal, El
Olivo y El Tingo) (10-12).

M*C 1.2 3G bralnia8 o 9 O VTSNS 14 15

Figura 20. Bandas con amplicones de PCR convencional al ITS2 - Estacion
verano. Gel de agarosa al 2% tefiido con SYBRsafe (invitrogen) en el que se
muestran los productos de los amplicones correspondientes al ITS2 de 15 muestras de
caracoles Lymnaeidos colectados en esta estacion, de 7 caserios de la provincia de
Cajamarca (Pampa Larga, Huayrapongo grande, La Victoria, Tinajones, EIl Llimbe,
Tartar chico y Namora) (1-7), 5 caserios de la provincia San Marcos (La Manzanilla,
Rancho grande, Chuquiamo, Sondor y Colpon) (8-12) y 3 caserios de la provincia de
Cajabamba (Cholocal, El Olivo y El Tingo) (13-15).

1 e 5 e g IR 1> 13 14

Figura 21. Bandas con amplicones de PCR convencional al ITS2 - Estacion otofio.
Gel de agarosa al 2% tefildo con SYBRsafe (invitrogen) en el que se muestran los
productos de los amplicones correspondientes al 1TS2 de 14 muestras de caracoles
Lymnaeidos colectados en esta estacion, de 7 caserios de la provincia de Cajamarca
(Pampa Larga, Huayrapongo grande, La Victoria, Tinajones Bajo, El Llimbe, Tartar
chico y Namora) (1-7), 4 caserios de la provincia San Marcos (Rancho grande,
Chuquiamo, Sondor y Colpo6n) (8-11) y 3 caserios de la provincia de Cajabamba
(Cholocal, El Olivo y El Tingo) (12-14).
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Tabla 18. Especies de caracoles Lymnaeidos identificados molecularmente con el marcador ITS-2, recolectados de 7 caserios de la provincias de
Cajamarca, 5 caserios de la provincia de San Marcos y 3 caserios de la provincia de Cajabamba, durante las estaciones invierno - primavera
(2015) y verano - otofio (2016).

Estaciones

Invierno

Primavera

Verano

Otofio

Caserio de la provincia de Cajamarca
Pampa larga

Huayrapongo Grande

La Victoria

Tinajones Bajo

El Llimbe
Tartar Chico
Namora

Caserios de la provincia San Marcos
La Manzanilla

Rancho Grande

Chuquiamo

Sondor

Colpon

Caserios de la provincia Cajabamba
Cholocal
El Olivo
El Tingo

Especie ()
Galba truncatula

Galba truncatula

Pseudosuccinea columella
Galba truncatula
Galba truncatula

Galba schirazensis

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba truncatula
Galba schirazensis

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba schirazensis

Especie (s)
Galba truncatula
Galba truncatula

Galba truncatula

Galba truncatula
Galba schirazensis

Galba truncatula
Galba schirazensis
Galba truncatula
Galba schirazensis

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba schirazensis

Especie (s)
Galba truncatula
Galba truncatula
Galba truncatula

Galba truncatula

Galba truncatula
Galba truncatula
Galba truncatula

Galba truncatula
Galba schirazensis
Galba schirazensis

Galba truncatula
Galba schirazensis

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba schirazensis

Especie ()
Galba schirazensis
Galba truncatula
Galba schirazensis

Galba schirazensis

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba truncatula

Galba truncatula
Galba schirazensis
Galba truncatula
Galba truncatula

Galba schirazensis
Galba schirazensis
Galba schirazensis

Observamos el resultado del secuenciamiento de los Lymnaeidos identificando 3 especies, Galba schirazensis y Galba truncatula distribuidas por las tres
provincias y en las cuatro estaciones en estudio, y a Pseudosuccinea columella en la estacion de invierno en el caserio tinajones Bajo, distrito de Cajamarca.

Leyenda:

(-): No se identificaron molecularmente los caracoles por no haberse encontrado muestras en los canales de regadio y en las estaciones en estudio.
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Figura 22. Arboles filogenéticos de las especies recolectadas en las provincias de
Cajamarca, San Marcos y Cajabamba durante las estaciones invierno — primavera
(2015) y verano — otofio (2016). A continuacion observamos los arboles filogenéticos

y los % de homologia reportados en el Genbank.

KT781178.1 Galba schirazensis

unknown(lcl|Query_190147)
Galba sp. YC-2014(gb|KJ590135.1)
Galba schirazensis(gb|KT781178.1)
Galba schirazensis(gb|KT781175.1)

§ 0.008 Galba schirazensis(gb|/KT781230.1)

|
Galba schirazensis(gb|KT781176.1)

A. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 99% homologa con Galba schirazensis (KT781178.1).

AY186751.1 Pseudosuccinea columella

Pseudosuccinea columella(gb|HQ283261.1)
Pscudosuccinea columella(gb|JIN614470.1)
Pseudosuccinea columella(emb|FIN598156.1)

Pseudosuccinea columella(gb|AY 1867.._.

| O.006 Psdudosuccinea columella(emb|FIN598155.1)
|

1
unknown(lcl|Query 100895)

B. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 98% homdloga con Pseudosuccinea columella

(AY186751.1).
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KT781184.1 Galba truncatula
unknown(lcl|Query 28073)
Galba truncatula(gbh|KT781184.1°

 0.01 Galba truncatula(gbhb| KT781183.1°

Galba truncatula(gb|KT781180.1

C. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 96% homologa con Galba truncatula (KT781178.1).

KT781222.1 Galba schirazensis

@ unknown(lel|Query 7991)
Galba schirazensis(gb|KT781222.1)
O O(’}alba schirazensis(gb|/KT781250.1)
gc}albu schirazensis(gb|KT781274.1)

§ ©-00=%
|

€ Galba schirazensis(gb|/KT781271.1)

Galba schirazensis(gb/KT781210.1)

D. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el

Genbank. La secuencia fue 98% homologa con Galba schirazensis (KT781222.1).

KF887035.1 Galba truncatula

unknown(lcl|Query 112601)
Galba truncatula(gb| KF887035.1)

Galba truncatula(gb|JIN614448.1)
Galba truncatula(gb|KF887032.1)

g O.003 (Jalba truncatula(gb|KC248372.1)
1

Galba truncatula(gb|JNG614444.1)

E. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 99% homdloga con Galba truncatula (KF887035.1).
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JF272602.1 Galba schirazensis
Qunknown(lcl|Query 187883)

Lymnaea schirazensis(gb|[JF272602.1)

@
™ ] . i
Galba schirazensis(gb|KT781222.1)
]
] 0.02 1 < Galba schirazensis(gb/K'T781250.1)
| i

Lymnaea schirazensis(gb|[JF272601.1)

F. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el

Genbank. La secuencia fue 94% homdloga con Galba schirazensis (JF272602.1).

JN614444.1 Galba truncatula

@ unknown(lcl|Query 221061)
Galba truncatula(gb|IN614444.1)
<P @ Galba truncatula(gb|HQ283262.1)
L.O_;(ialba truncatula(gb| KU&70357.1)

P P Galba truncatula(gbh|K'T781207.1)

= 0.002 = Galba truncatula(gb|KT781184.1)
Galba truncatula(gb|JN614443.1)

G. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 99% homdloga con Galba truncatula (JN614444.1).

KT781176.1 Galba schirazensis

unknown(lcl|Query 237039)
Galba schirazensis(gb|KT781178.1)
Galba schirazensis(gb|KT781175.1)
§ 0.003 | Galba schirazensis(gb|KT781230.1)

1 |
Galba schirazensis(gb|KT781176.1)

H. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el

Genbank. La secuencia fue 97% homologa con Galba schirazensis (KT781176.1).
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JN614444.1 Galba truncatula

unknown(lcl|Query 196381)
Galba truncatula(gb|JN614444 1)
Galba truncatula(gb|KU870357.1)
Galba truncatula(gb|JIN614450.1)
| ©.003 | Galba truncatula(gb|JN614448.1)

| 1
Galba truncatula(gb|IN614443.1)

I. Los amplicones fueron secuenciados y comparados con los reportados en el
Genbank. La secuencia fue 90% homdloga con Galba truncatula (JN614444.1).
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CAPITULO V

DISCUSION

Analisis fisicoquimicos del agua recolectada de los canales de regadio y analisis
del entorno ecoldgico de los caracoles Lymnaeidos, durante las estaciones de
invierno y primavera (setiembre y noviembre - 2015) y verano y otofio (marzo y
mayo - 2016), en caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba.

La fascioliasis es producida por F. hepatica, parasito de distribucion mundial,
debido a su alta capacidad de colonizacion de su hospedero intermediario (caracol del
género Lymnaea), el cual presenta capacidad de adaptarse en la mas amplia
distribucion latitudinal, longitudinal, altitudinal y temperaturas (Mas-Coma et al,
1999b; Mas-Coma, 2004; Mas-Coma et al., 2005; Mas-Coma et al., 2008; Mantari et
al., 2012).

La enfermedad es altamente dependiente del clima, caracteristicas
medioambientales como estaciones del afio, cambios climéticos, construccion de
canales de regadio, represas, aguas encharcadas, cambios antropogénicos
(Ollerenshaw, 1974; Mas-Coma et al., 2008, 2009b; Valero et al., 2012). Analisis
realizados por Afshan et al. (2014) en diferentes estaciones, observaron que el clima,
las modificaciones del medio ambiente y las estaciones influyen en la distribucion
geografica de la fascioliasis, variando segun la altitud. Las areas endémicas humanas
en las regiones Andinas de Ameérica del Sur estan relacionadas con altas altitudes

(Bargues et al., 2012).



La fascioliasis tiene una amplia capacidad de adaptacion, desde zonas por
debajo del nivel del mar hasta mas de 4200 m, siendo una parasitosis con amplia
distribucion (Mas-Coma, 2005).

Estos estudios concuerdan con los resultados de las tablas 1, 5, 9 y 13, en las
que se reporta el desarrollo de los moluscos Lymaneidos en latitudes desde
S07°07'42.6" hasta S07°28'35.9", longitudes desde WO078°01'34.8" hasta
WO078°27'41.8", altitudes desde los 2007 hasta 3473 msnm. Mas-Coma et al. (2009a)
determinaron que algunos moluscos como G. truncatula, se desarrollan
favorablemente a principios de primavera y finales de otofio, mientras que las
temperaturas calidas del final de la primavera, verano y comienzo del otofio parecen
ser apropiadas para Radix natalensis Cailliaudi. Prepelitchi (2009) observé la mayor
prevalencia en otofio e invierno de los caracoles Lymnaea columella y del parésito F.
hepatica, cuando las variables climéticas no limitaron el desarrollo. En el presente
estudio se identific6 molecularmente que Galba truncatula y Galba schirazensis se
desarrollan en las cuatro estaciones del afio (invierno - primavera 2015 y verano —
otofio 2016) y Pseudosuccinea columella en la estacion de invierno (2015) en la
provincia de Cajamarca, con temperaturas que van desde 4.7 a 29.6 °C, que
concuerdan con Torgerson y Claxton (1999) y Mas-Coma (1999b) quienes observaron
que la temperatura para el desarrollo de los caracoles Lymnaeidos oscilan entre los 10
°C y 30 °C; humedad relativa desde 48 a 80 %, lo que concuerda que con suficiente
humedad en el ambiente la transmision se produce durante todo el afio (Torgerson y
Claxton, 1999). En Cajamarca las altas precipitaciones, el riego artificial y el
encharcamiento de las aguas favorecen el desarrollo de los Lymnaeidos (Prepelitchi,
2009); y precipitaciones del ambiente de 0 a 16.9 mm, datos obtenidos de SENAMHI

Cajamarca, determinan que con suficiente humedad en el suelo el ambiente es

81



favorable para los hospederos intermediarios de F. hepatica. Segun estos resultados
observamos que en caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba
existen condiciones favorables para el desarrollo de los caracoles Lymnaeidos.

litis (1991), demostré que el alto contenido de sales disueltas en el lago
Titicaca impedia el desarrollo de los caracoles Lymnaeidos. Villegas (1984)
concuerda con pardmetros fisicoquimicos propuestos por Mas-Coma et al. (1999), los
cuales demostraron que los rangos 6ptimos para el desarrollo de los Lymnaeidos
pueden ser turbiedad (0 - 340 UNT), pH (6,0 - 9,4), temperatura (10,5 - 28 °C),
conductividad (40 - 836 uC/cm), sulfatos (0,0-97,3 mg/L), nitratos (0,00 - >0,50
mg/L), nitritos (0,000 — 0,007), DBO 5 (0 — 80 mg/L), segin Vicente, 1968. Los
Lymnaeidos pueden desarrollarse en bajas concentraciones de oxigeno, sélidos
suspendidos totales (0 — 380 mg/L), sodio (2,6 - 120,0 mg/L), potasio (1,7 — 160,0
mg/L), calcio (2,6 — 94,6 mg/L) y magnesio (1,0 — 16,9 mg/L), todos estos rangos
Optimos concuerdan con los resultados obtenidos en esta investigacion tal como se
demuestra en las tablas N°s 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 16 y figuras N°s 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15, en las que se observa que las muestras de agua de
los canales de regadio en donde se desarrollaron los caracoles Lymaeidos en caserios
de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba se encuentran en los rangos
fisicoquimicos Optimos para el desarrollo de los moluscos intermediarios de F.

hepatica.
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Morfometria externa de los caracoles Lymnaeidos recolectados en las provincias
de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, en las estaciones de invierno -

primavera (2015) y verano - otofio (2016).

Con ayuda de un microscopio estereoscopico y de una regla milimetrada se observé
la morfometria externa de las conchas de caracoles Lymnaeidos maduros e inmaduros
recolectados de caserio de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, en
las estaciones de invierno y primavera (2015) y verano y otofio (2016).

Las medidas de los caracoles van desde 1 mm en el caso de los moluscos
inmaduros, hasta 10 mm en el caso de los maduros; morfométricamente podemos
observar que algunos caracoles son diferentes, como es el caso de Pseudosuccinea
columella, recolectado en el caserio de Tinajones Bajo (Provincia Cajamarca) en la
estacion de invierno.

Los caracoles recolectados se encontraron habitando en las orillas de los canales,
sobre las piedras o debajo de ellas, en los canales de curso lento y rapido, en fango,
aguas de uso temporal y en las hojas de los berros presentes en algunos puntos de
recoleccion, lo que concuerda con lo observado por Villegas (1984). En los anexos N°
10 y 11 observamos las diferencias morfométricas externas de muestras de caracoles
Lymnaeidos colectados en caserios de las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba. Los caracoles de la familia Lymnaea pueden tener diferencias como en la
forma de la conchilla, largo del pene, el prepucio, tamafio de la prostata,
caracteristicas que no necesariamente distinguen particularmente a especies de estos

caracoles (Paraense, 1983; Caron et al., 2007).
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Cantidad de caracoles Lymnaeidos recolectados en las provincias de Cajamarca,
San Marcos y Cajabamba, en las estaciones de invierno y primavera (2015) y

verano y otofio (2016).

Segun Prepelitchi (2009), la cantidad de caracoles varian segun la estacién del afio,
esto se puede corroborar en la tabla N° 17 y figuras Ns° 16 y 17, resultado que
posiblemente depende de la alta pluviosidad de algunas estaciones, especialmente en
el invierno, y caracteristicas del entorno de desarrollo para los caracoles Lymnaeidos

huéspedes intermediarios de F. hepatica segun Beck et al. (2000) y Tran et al. (2002).

Caracterizacion molecular de los caracoles Lymaneidos recolectados en las
provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, en las estaciones de

invierno - primavera (2015) y verano - otofio (2016).

Pseudosuccinea columella se distribuye en todo el mundo y tiene una alta capacidad
invasiva, (Pointier et al., 2007), en Peru lo encontramos en Tingo Maria (Larrea et al.,
2007, Tantalean et al., 2000), sin embargo tiene mayor preferencia por desarrollarse
en Las caracteristicas ecoldgicas son muy importantes para el desarrollo de los
caracoles Lymnaeidos, tal es el caso de Lymnaea schirazensis (sinbnimo de Galba
schirazensis) (Kuster, 1862), el mismo que pertenece al grupo Galba/Fossaria debido
a sus caracteristicas morfologicas, anatomicas y filogenéticas (Bargues et al, 2011,
Gloer y Pesi¢, 2012), el cual se desarrolla en un amplio rango de hébitats, en
diferentes altitudes, con un pronunciado comportamiento terrestre ya que casi nunca
se encuentra en el agua, lo encontramos en las hierbas, lugares poco himedos como
barro, canales de cemento con poca o0 nada de vegetacion, canales de drenaje,
edificios y viviendas con pequefio riego artificial; esta presente también en las patas

del ganado o en granjas de animales, en los bordes de rios y arroyos con corrientes
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rapidas, arrastrado desde las zonas altas, adaptandose a las caracteristicas ecoldgicas,
por su capacidad de migracion y distribucién geogréfica. Este caracol (Lymnaea
schirazensis) puede ser transportado por el ganado y la actividad humana como Galba
truncatula y las caracteristicas de hébitat en ambos caracoles son similares y han sido

confundidas en el viejo mundo (Bargues et al., 2011, Mas-Coma et al., 2009a).

Pseudosuccinea columella se distribuye en todo el mundo y tiene una alta capacidad
invasiva (Pointier et al., 2007), en Perd lo encontramos en Tingo Maria (Larrea et al.,
2007, Tantalean et al., 2000), sin embrago tiene mayor preferencia por desarrollarse
en medios naturales (Vasquez et al., 2009), con presencia muy escasa en los lugares
en donde habita (Vasquez et al., 2013). Es un caracol de interés médico por su alta
eficacia como huésped intermediario para F. hepatica (Linnaeus, 1758, citado por
Zarco et al., 2011). Este molusco por la morfologia y morfometria de su concha es

inconfundible (Castellanos y Landoni et al., 1981, Paraense, 1994).

Artigas et al. (2011); Bargues et al. (2011) y Bargues et al. (2012). Observaron que
los marcadores moleculares ribosomales ITS1 e ITS2 y el marcador mitocondrial
COX1, son herramientas muy eficaces para identificar molecularmente especies de
Lymnaeidos. En Cajamarca fueron identificados molecularmente tres especies de
caracoles: Galba truncatula, Lymnaea neotropica y Lymnaea schirazensis (Bargues et
al.,, 2012) (ver figuras N°s 18, 19, 20, 21, 22 y tabla N° 18). Estos estudios
concuerdan con los resultados obtenidos en la presente investigacion, debido a que
usando el marcador ADNr ITS-2 se caracterizaron molecularmente los caracoles
recolectadas en las zonas de estudios durante las estaciones de invierno - primavera
(2015) y verano - otofio (2016), identificando las especies Galba truncatula, Galba
schirazensis y Pseudosuccinea columella, esta Gltima no reportada molecularmente
antes en esta area. Bargues et al. (2001), describen la capacidad que tiene este caracol
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de ser un transmisor tanto para F. hepatica como para Fasciola gigantica,

encontrandose en Peru naturalmente infectado (Larrea et al., 2007).

Las especies identificadas estuvieron distribuidas en diferentes caserios de la
provincia de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, observando que las caracteristicas
fisicoquimicas de las aguas de los canales de regadio, la temperatura, precipitacion y
humedad del ambiente y todas las condiciones ecoldgicas de estas zonas son
adecuadas para el desarrollo de estos moluscos durante las 4 estaciones del afo, lo
gue nos podria hacer suponer que los casos de fascioliasis en los lugares estudiados
podrian presentarse durante todo el afio, debido a los huéspedes intermediarios

caracterizados molecularmente.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

1. Se realiz6 un estudio ecoldgico y molecular de los Lymnaeidos hospederos
intermediarios de F. hepatica en las provincias de Cajamarca, San Marcos y
Cajabamba-Perd, observando que las tres provincias tienen las caracteristicas
ecoldgicas adecuadas para el desarrollo de los moluscos durante todo el afio.
Se identificaron molecularmente tres especies: Pseudosuccinea columella,
Galba truncatula y Galba schirazensis.

2. Los factores ecoldgicos son adecuados para el desarrollo de los Lymnaeidos
hospederos intermediarios de F. hepatica en las provincias de Cajamarca, San
Marcos y Cajabamba - Peru, durante las cuatro estaciones del afio, por las
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas del agua en donde se desarrollan,
como la temperatura, pH, conductividad eléctrica, turbiedad, demanda
bioguimica de oxigeno 5 (DBO5), sélidos en suspension, sulfatos, nitritos,
nitratos, sodio, potasio, calcio y magnesio; y de la latitud, altitud, temperatura
y humedad del ambiente, observando mayor presencia de éstos en otofio
(2016).

3. Las especies recolectadas de Lymnaeidos hospederos intermediarios de F.
hepatica identificadas molecularmente en las zonas de estudio fueron Galba
truncatula, Galba schirazensis y Pseudosuccinea columella, esta ultima

encontrada solo en la provincia de Cajamarca (caserio Tinajones bajo).



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios de la relacion existente entre las especies de moluscos
intermediarios de Fasciola hepatica identificadas con la infeccion en humanos

y animales.

2. Continuar con estudios que identifiquen la expansién de la fascioliasis en la

region Cajamarca y de localidades aledafas.

3. Continuar el estudio en zonas de Cajabamba para poder relacionar la
fascioliasis con los caracoles de la especie Galba schirazensis encontrados en

tres caserios estudiados.
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APENDICES

Anexo N° 01. Tablas estadisticas seguin ANOVA de los andlisis fisicoquimicos del

agua:

- Turbiedad

RESUMEN
Grupos Cuenida Suma Promedio Variarza
Columna 1 4 7545 18.8625 3507.758025
Columna 2 4 1976 494 145192667
Columna 3 4 147 3.675 179675667
Columna 4 4 20356 5.08 451871333
Columna 5 4 483 1.2125 0265023
Columna & 4 2071 51775 492154235
Columna 7 4 18174 47935 82325833
Colamna 8 3 1.81 ©.60333333 007203333
Columna & 4 6452 16.13 3529758533
Columna 10 4 1769 44225 627596843
Columna 11 4 4516 11.29 627542
Columna 12 4 31.18 7795 922001667
Columna 13 4 2527 63175 12904825
Columna 14 4 11504 2876 T717.662067
Columna 15 4 4634 11.585 120.887233
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de Grados  FPromedic
fas Surma de e e fos Falor critico
varigciones  cuadrades  libertad  cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 12250.5481 14 875039148 .77 06945 1.92357215
Dentro de
los grupos S0039.6461 44 113726468
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. PH

RESUMENM
Grupos Cuenta Suma Promedio Varignza
Columna 1 4 31.37 7.8425 0.36049167
Columna 2 4 32.05 20125 0.11429167
Columna 3 4 308 7.7 065206667
Columna 4 4 32.01 2.0025 0.016425
Columna 5 4 31.54 7.BB5 014816667
Columna & 4 32.62 8.155 0.0879
Columna 7 4 32.98 8.245 0.03103333
Columna 8 3 21.93 7.31 0.0036
Columna 9 4 31.04 7.085 0.0535
Columna 10 4 31.14 7.7B5 0.14p96667
Columna 11 4 28.37 7.0025 0.09249167
Columna 12 4 3221 80525 010815833
Columna 13 4 31.54 7.BES 0.0239
Columna 14 4 32.24 B.06 01482
Columna 15 4 325 8.125 0.1407
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de  Grodosde  Promedio de Valor critico para
variaciones cugdrados libertad  los cuodrados F Probabilidad F
Entre grupos 5.12358541 14 0.36557067 252 0.0098 152357215
Dentro de los
Erupos 6.320075 44 0.1450017
Total 11.5036644 58
- Temperatura]
RESUMEN
Grupos Cusnic Suma Fromedio Varianza
Cohomna 1 4 734 1835 073666667
Columna 2 4 123 182.073 072016667
Cohomna 3 4 694 1735 0. 19666667
Columna 4 4 10.5 17.623 0.9825
Colomna 5 4 821 20523 15.6801667
Colomna & 4 G8.8 172 043333333
Cohommna 7 4 734 1835 3 20666667
Colomna 3 3 35.8 126 5.68
Columna & 4 845 21.123 12 5091667
Colomna 10 4 24 21 1318
Colomna 11 4 715.5 18 873 11.7425
Cohmana 12 4 81.3 20323 134225
Columna 13 4 71.47 17.8675 624068917
Colomna 14 4 694 1735 51.0233333
Cohmana 15 4 121209 180725 62.873025
ANALISIS DE VARTANZA
Grados  Promedio Vaior
Suma de de de fos critico para
Origen de las variacionss cuadradas  libertad  cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 103799714 14 741426331 0.43 0.9574 182357215
Dentro de los grupos T763.03075 44 173870623
Total 868830464 3%
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= Conductividad:

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Fromedic Varianza
Columna 1 4 1889 47225 110175.583
Colummna 2 4 1310 3275 640.333333
Columna 3 4 1126 2815 3900
Colunmna 4 4 1553 38B.25 1585.58333
Colmmina 35 4 B36.03 2090125 18303 94673
Columna & 4 1331 33275 735291857
Colunmna 7 4 8203 205.125 6513.72917
Colmmna 8 3 1303 434 333333 580.333333
Columna & 4 1765 44125 86334 91457
Columna 10 4 1227 306.75 1248825
Columna 11 4 263.1 85.775 488.175833
Columna 12 4 1623 40575 4064691657
Columna 13 4 2544 636 3106.666457
Columna 14 4 1762 4405 2667
Colummna 15 4 1735 43375 2608 914657
ANATLISIS DE VARTANZA
Grados Promedio Falor
Origen de las Sumia de e die los critico para
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F FProbabilicdad o
Entre grupos 1033329.05 14 T3IE23.50306 4.12 00002 192357215
Dentro de los
Erupos TEE1IS6.334 44 17912 6485
Total 1821683558 58
s Sulfatos
RESUMEN
Grupas Cuenta Suma Fromedio Variaza
Columna 1 4 1382 348 1243
Columna 2 4 117351 204 130
Columna 3 4 36.7 142 1402
Columna 4 4 2438 212 61.7
Columna 3 4 1916 198 1432
Columna 6 4 333 133 226
Columna 7 4 234 0.9 4224
Columna 3 3 8543 283 7931
Columna & 4 163.5 114 160.6
Columna 10 4 1253 il4 1682
Columna 11 4 EERY 210 2883
Columna 12 4 1312 328 206.0
Columna 13 4 2308 63.0 11094
Columna 14 4 1747 437 281
Columna 13 4 1744 436 2511
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma da Grados de Fromedio de jos Valor critico
variacionss cuadrados Iiberiad cuadrados Frobabilided  paraF
Entre grupos 10498 6 14 400 247 0.0066 14623572148
Dentro de los
ETUpOs 123624 44 281.0
Total 128610 58
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« Nitratos

EESUMEN

Grupos

Cusnia

Sumea

Promedio

Varianza

Columna 1
Columna 2
Columna 3
Columna 4
Columna 3
Columna §
Columna 7
Columna 8
Columna ¢
Columna 10
Columna 11
Columna 12
Columna 13
Columna 14
Columna 15

L T ik ik ik R S S S A = T

1423
091666667
091666667
338333335
291666667

TS

85

1
3.33333333
2.25

4 6E6E666T
3.33333333
423

3

4

ANALISIS DE VARTANZA

Cvigen de fas

variaciones

Suma e
cuodrados

Gradar de
libertad

Pramedio de
loz cumdrados F

Valor critico para

Probabilidad

F

Entre grupos
Dentro de los
grupos

Total

20.82627119

17573
236.5762712

14

44
58

5.773305085

3994318182

145

0.1733

1523572148

+ Nitritos

RESUMEN

Grupos

Cugrfa

Suma

Columna 1
Columna 2
Columna 3
Columna 4
Columna 3
Columna &
Columna 7
Columna 8
Columna 9
Columna 10
Columna 11
Columna 12
Columna 13
Columna 14
Columna 15

O o A S A Y S S S N

i e i i
PR A U A U R U i Sy iy

[l o R R o o B o o o N o e N o N W ]

ANALISIS DE
VARIANZA

Origen de las

Variacionss

Suma de
cuadredos

Grados de
lihertad

Fromedio de Jos
cuctdfrados

FProbabilicud

Falar critica
para F

Enfre grupos
Dentro de los
Erupos

Total

5.66223E-31

0
3.66223E-31

4.04445E-32
0

1518248556
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* Demanda Biogquimica de Oxigenos 5 (DBO3)

RESUMEN

Grupos

Cuenia

Varianza

Columna 1
Columna 2
Columna 3
Columna 4
Columna 3
Columna 6
Columna 7
Columna &
Columna 9
Columna 10
Columna 11
Columna 12
Columna 13
Columna 14
Columna 15

=
=
=

P I I I = S S S S S k.
[
(=]

3
(.66666667
1.66666667

2125
4 66666667

195

31.07e6667
1.33333333
(.66666667
225
3.89333333
3.33333333
166666667

7
12 6666667

ANALISIS DE VARIANTA

Origen de las
variaciones

Sumu de
cuadradas

Grados de FPromedio de los
liberiad cuadrados

Falor critico

F Probabilidad para F

Entre grupos
Dentro de los
STpos

Total

1195726554 14

3478166667
467.399322

8.540903955

44
58

1905151515

1.08 04002 1923572148

Solidos Suspendidos Totales:

RESUMEN

Grupas

Surma Promedio

g
B

Variarza

Columna 1
Columna 2
Columna 3
Columna 4
Columna 3
Columna 6
Columna 7
Columna 8§
Columna &
Columna 10
Columna 11
Columna 12
Columna 13
Columna 14
Columna 15

70.1
133

17.525
3.875
14.03 35075
1838 4383

10 25
16.33 41375
13892 3873
1333333333
12.825

3733

83

6.56235
33273
19.625

8.8

—

b b

N o S ¥ o o S S Y S
L3 -] = O W e LA
e

Oy pg 0
ba n o= R b e

4533025
356916667
10.5728217
321254333
1.66666667

24.893625
3803.3%027
(33333333

313.5225

450395667
40.36

ANALISIS DE VARTANZA

Origen de las
varigeiones

Suma de Grados g2 Fromedia de lox
cladrados libertad cradrados

Valar critico

F FProbabilidad paraF

Enfre grupes
Dentro de los
Brupss

Total

§116.774591 14 579.7696134

3486845927
42908523388

44
38

7924549833

0.73 0.7513 1923572148
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« Sodio

EESUMEN
Grupos Cuenia Swna FPromedio Variamza
Columna 1 4 12.91 32275 033480147
Columna 2 4 1235 3.0875 003200167
Colummna 3 4 744 1.86 0.2186
Columna £ 4 9.69 24225 (.34809167
Columna 3 4 894 2233 0.14976667
Columna & 4 891 22275 0.57489147
Columna 7 4 11.74 2933 1.89376667
Columna 8 3 4.85 1.53 02223
Columna & 4 13.42 3.5333 07203
Colummna 10 4 11.39 28475 022315833
Columna 11 4 11.95 29873 1.133425
Columna 12 4 11.07 2. 7673 0123425
Colmmna 13 4 1237 3.0023 (.56360167
Columna 14 4 1425 35625 (0.63009167
Columna 15 4 13.33 3.3323 0019425
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origen de las Sumade  Gradosde Fromedio de los critico para
variaciones cuadradss libertad cuadrades F Probabilidad F
Entre grupos 17691872 14 126370515 2.60 00079 192357213
Deentro de los
grupos 2135345 44 0.48330368
Total 39045322 58
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Potasio

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Fariarza
Columna 1 E) 6.02 1.505 022203333
Columna 2 4 .33 1.5823 0.10735833
Columna 3 4 44 1.1 0.16386667
Columna 4 4 515 12873 030089167
Columna 3 4 447 11673 0.17209167
Colummna 6 4 414 1.04 0.0248
Columna 7 4 6.54 1.655 0.33043333
Columna 8 3 334 1.11333333 0.07293333
Columna ¢ 4 7.02 1.755 03817
Columna 10 4 6.99 1.7473 023880167
Columna 11 4 6.64 1.66 0.2206
Columna 12 4 471 11775 (0.147225
Columna 13 4 511 12775 028949167
Columna 14 4 6.2 1.55 01722
Colummna 15 4 5.85 14125 0.13409187
ANALISIS DE VARTANZA|
Falor
Origendelas  Swnmode  Gradosde  Promedio de critico para
variaciones  cuadrados  liberiad  Jos cuadrados F Probabilidad F
Enfre grupes 330436257 14 024245447 120 03004 192357215
Dentro de los
ETUpDS 3.580930187 44 0.20204299
Total 122842542 58
+ Calcio
RESUMEN
Grupas Cuenta Suma Fromedio Variarza
Columna 1 4 2219 35475 452225
Columna 2 4 152.1 38023 157158333
Columna 3 4 161.8 4043 278633333
Columna 4 4 208.1 32025 853401647
Columna 5 4 175.6 439 482466667
Columna § 4 1902 47.55 102.31
Columna 7 4 143 4 35.85 212563333
Columna § 3 163 56 97.23
Columna 9 4 3143 78573 6385.35583
Columna 10 4 1943 48575 133.620147
Columna 11 4 1073 16825 73.6825
Columna 12 4 2107 32675 214.700167
Columna 13 4 3279 £1.97% 25897625
Columna 14 4 206.1 31523 650758333
Columna 15 4 2473 61.813 500.460167
ANALISIS DE VARIANZA
Chrigen de las Suma de Grados g2 Promedio de los Valor critice
variaciones cuadradas libertad cudradas F Probabilidad  paraF
Entre grupos  12160.0953 14 808.578138 1.20 0.3062 1.02357115
Dentro de los
Srupos 31724625 44 T21.014205
Total 438847203 38
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+ Magnesio

RESUMEN
Grupos Suma Fromedio Varianzo
Columna 1 4 832 208 012693333
Columna 2 4 .21 2.0525 0.18315833
Columna 3 4 6.68 167 0.13846667
Columna 4 4 7.71 18275 0.328225
Columna 5 4 71 1775 0.33136667
Columnz & 4 7.02 1.755 0.1107
Columna 7 4 B4 21 0.23466667
Columna 8 3 5.84 1.94666667 0.15063333
Columna 9 4 8.64 216 0.07526667
Columna 10 4 8.79 21975 0.05229167
Columna 11 4 921 2.3025 0.50985167
Columna 12 4 8.19 2.0475 0.08115833
Columna 13 4 5.04 226 0.18726667
Columna 14 4 8.82 2.205 0.02896667
Columna 15 4 B.89 2.2225 0.0B475833
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones  5uma de cuadrados Grados de libertad  Promedia de los cuodradas F Probabifidad  Valar critico para F
Entre grupos 211574605 14 0.15112472 0.86 0.6030 192357215
Dentro de los grupos 7.72061667 44 0.17546856
Total 083636271 58
= DMNoluscos Lymnaeidos recolectados
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Fromedio Varicnza
Columna 1 4 736 184 a479g
Columna 2 4 25 625 §0.9166667
Columna 3 4 ] 1.5 1.65666667
Columna 4 4 51 1275 2149156567
Columna 5 4 504 126 11726
Columna & 4 42 10.5 52.3333333
Columna 7 4 1938 495 3273
Columna 8 4 31 7.75 240.25
Columna & 4 249 6225 3930.25
Columna 10 4 29 2225 10425
Columna 11 4 164 41 808 666667
Columna 12 4 389 97.25 175691667
Columna 13 4 552 138 8740
Colummna 14 4 364 a1 2652
Columna 15 4 209 52.25 580.916667
ANALISIS DE VARIANZA
Falor
Origen de [las Grados de Fromedio de los critico para
variaciones libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 14 12528 5288 1.90 005326 1918248356
Dientro de los
grupos 435 6396.00356
Total 59
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Anexo 02. Galeria fotografica del andlisis de aguas. Anélisis fisicoquimicos de las

muestras de agua de los canales de regadio con los equipos de la empresa SEDACAJ.

Anexo 03. Galeria fotografica de los moluscos intermediarios de Fasciola
hepatica. Al recolectar a los moluscos fueron identificaron con la ayuda de un

microscopio estereoscopico.
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Anexo 04. Galeria fotografica de la seleccion de los moluscos intermediarios de
Fasciola hepatica para su conservacion en alcohol. Los moluscos fueron

conservados en alcohol de 96°, para luego realizar la técnica de PCR convencional.

Anexo 05. Galeria fotografica del trabajo realizado en la técnica de PCR
convencional. Ejecucion del procedimiento para obtener ADN a traves de la técnica

de La Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional.
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Anexo 06: Mis Asesores de Tesis. En la fotografia del lado izquierdo EI PhD.
Santiago Mas-Coma y en la fotografia del lado derecho EI PhD. Pedro Ortiz Oblitas.

Anexo 07: Parte del equipo de colaboradores del trabajo de investigacion.
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Anexo 08: Tabla comparativa de la taxonémica de moluscos Lymnaeidos

Tabla comparativa de la taxonémica de moluscos Lymnaeidos

Reino: Animalia Animalia Animalia

Phylum: Mollusca Mollusca Mollusca

Class: Gastropoda Gastropoda Gastropoda
Superfamily: Lymnaeoidea Lymnaeoidea Lymnaeoidea
Family: Lymnaeidae Lymnaeidae Lymnaeidae
Subfamily: Lymnaeinae Lymnaeinae Lymnaeinae
Género: Galba Galba Pseudosuccinea
Species: G. truncatula G. schirazensis P. columella
Binomial Galba truncatula (Mdller, Galba schirazensis Pseudosuccinea columella
name: 1774) (Kuster, 1862) (Say, 1817)
Synonyms: Buccinum truncatulum Galba | Limnaeus Schirazensis Lymnaea columella

truncatula Lymnaea (Galba)
truncatula Lymnaea
truncatula

Lymnaea schirazensis

Lymnaea ubaquensis
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Anexo 09: Marcador de peso molecular

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

1000 45
900 45
800 45
700 45
600 45
500 115
— 400 40
— 300 40
— 200 40
— 100 40

agarose

T/

1

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTBE, 5V/icm, 1h

bp ng/0.5pg %
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0.5 pg/flane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 V/ecm, 3 h



Anexo 10: Fotografia de los caracoles Lymnaeidos maduros e inmaduros recolectados en los canales de regadio de las provincias de Cajamarca,
San Marcos y Cajabamba, durante las estaciones de invierno — primavera (2015) y verano — otofio (2016).

LUGAR DE MADUREZ DE ESTACION: ESTACION: ESTACION: ES:I’ACION:
RECOLECCION LOS INVIERNO (SETIEMBRE) PRIMAVERA (NOVIEMBRE) VERANO (MARZO) OTONO (MAYO)
MOLUSCOS
A B A B
M. MADUROS =
LUGAR N°01:
Pampa Larga
5mm
M.
INMADUROS
2 mm 2 mm
LUGAR N°02: M. MADUROS No se No se
Huayrapongo encontraron encontraron
Grande caracoles caracoles
maduros maduros
8 mm 5 mm S mm
M. No se No se No se No se
INMADUROS encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles
inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros

5mm
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7 mm

6.cm

LUGAR N°03: La | M. MADUROS No se No se
Victoria encontraron encontraron
caracoles caracoles
maduros maduros
——— |
10 mm 10 mm 6 mm 6 mm
M. No se No se No se No se No se No se
INMADUROS encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles
inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros
LUGAR N°04: M. MADUROS No se No se
Tinajones Bajo encontraron encontraron
caracoles caracoles
maduros maduros
8 mm 8 mm 5mm 5mm
M. No se No se
INMADUROS encontraron encontraron
caracoles caracoles
inmaduros inmaduros
2 mm
LUGAR N°05: M. MADUROS
El Llimbe
7 mm 8 mm
M.
INMADUROS

—
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3 mm 3 mm 4 mm 4 mm 4 mm
LUGAR N°06: M. MADUROS ' ,
Tartar Chico
8 mm 8 mm 9mm 9mm 6 mm 6 mm
M. No se No se No se No se
INMADUROS encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles
inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros
2 mm 2 mm
LUGAR N°07: M. MADUROS No se No se No se No se [l -
Namora encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles
maduros maduros maduros maduros
7 mm
M. No se No se No se No se 'c_
INMADUROS encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles
inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros B
2cm 2cm
LUGAR N°08: La | M. MADUROS No se No se No se No se No se No se
Manzanilla encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles
maduros maduros maduros maduros maduros maduros
M. No se No se No se No se No se No se
INMADUROS encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron encontraron
caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles caracoles
inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros inmaduros

3 mm

3 mm
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LUGAR N°09: M. MADUROS
Rancho Grande
M.
INMADUROS
LUGAR N°10: M. MADUROS
Chuquiamo
M.
INMADUROS
LUGAR N°11: M. MADUROS
Sondor

116




M.
INMADUROS

LUGAR N°12: M. MADUROS
Colpén
M.
INMADUROS
LUGAR N°13: M. MADUROS
Cholocal
M.
INMADUROS
LUGAR N°14: EI | M. MADUROS

Olivo




M.
INMADUROS

-t %
1 mm
LUGAR N°15: EI | M. MADUROS
Tingo
-
‘d
6 mm
M.
INMADUROS
3mm
Leyenda:

A: vista dorsal

Caserios:

1. Pampa Larga 2. Huayrapongo Grande 3. La Victoria 4. Tinajones Bajo 5. El Llimbe 6. Tartar Chico 7. Namora 8. La Manzanilla 9.
Rancho Grande 10. Chuguiamo 11. Sondor

B: vista ventral

12. Colpon

ec= espira del cuerpo e= espiral ap=apertura Escala: mm

13. Cholocal
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14. El Olivo 15. El Tingo



Anexo 11. Morfometria externa de los caracoles Lymnaeidos Galba truncatula,
Galba schirazensis y Pseudosuccinea columella, encontrados en los canales de
regadio de las provincias de Cajamarca, San Marcos y Cajabamba, durante las
estaciones de invierno - primavera (2015) y verano - otofio (2016).

Galba Galba Pseudosuccinea
truncatula schirazensis columella

. |

L

o

7 mm

7 mm

Leyenda:

A: vistadorsal B: vista ventral

ec= espira del cuerpo e= espiral ap= apertura
Escala: mm
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