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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS

RESUMEN
USO DEL ACEITE DE CLAVO COMO ANESTESICO NATURAL PARA EL
MANEJO RUTINARIO DE ORGANISMOS MARINOS EN LABORATORIO
Karla Angelina Agiiero Grande

En el presente estudio se determino la eficiencia del aceite de clavo
como anestésico natural comparado con el quimico MS-222 en corvina
blanca (Atractoscion nobilis) y pez payaso (Amphiprion ocellaris). Para
ambos organismos se midieron los tiempos de induccién vy
recuperacion aplicando distintas dosis por especie. En corvina blanca a
temperatura de cultivo de 15.99%0.02°C se encontré una
concentracién optima de MS-222 con 135 mg I-1, mostrando tiempos
de induccién a la anestesia <3.1 min y recuperacién <4.5 min, para
esta misma especie con el aceite de clavo se requirié una dosis de 205
mg I-1 con periodos para la anestesia < 3.1 min y de recuperacion
<7.6 min, siendo el quimico MS-222 mas eficiente por manifestar
tiempos menores de anestesia y recuperacion. En pez payaso a una
temperatura de 23.74+ 0.60°C la dosis 6ptima con ambos anestesicos
fue de 300 mg I-1, en MS-222 se obtuvieron periodos de induccion y
recuperacion <2.40 y <1.20 min, respectivamente, el aceite de clavo
fue mas eficiente por mostrar tiempos menores de respuesta y
recuperacion (<0.85 y <1.20 respectivamente).
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I.- INTRODUCCION

Anestesia en acuacultura

El cultivo intensivo de peces conlleva su manipulacion directa.
Desde el punto de vista experimental y productivo, se deben realizar
periddicamente tareas que producen estrés agudo en los individuos,
fundamentalmente relacionadas con la observacion directa de
pardmetros tales como peso, talla, estado sanitario, etc. Estas
practicas pueden afectar en mayor o menor medida a su fisiologia,
traduciéndose en wuna reduccion del crecimiento o en una
inmunodepresidn. Para minimizar todos estos efectos indeseables se
han desarrollado técnicas de anestesia en peces sin que su salud ni

su valor comercial se vean afectados (De la Gandara et al., 2003).

La anestesia se define como un estado causado por un agente
externo, provocando pérdida de la sensibilidad a través de la
depresion del sistema nervioso. Puede ser local o general, en funcion
de su aplicacién (Ackerman et al., 2008). Por lo que la induccién a la
anestesia se produce para lograr un bloqueo al nervio sensorial y la

reduccion de los reflejos activos (Martindale, 1997).

Los criterios para evaluar la eficiencia de un anestésico son:
que los tiempos de induccién sean menores a 3 min (Marking y
Meyer’'s 1985), que posea una rapida y segura recuperacion
(Martindale, 1997) con tiempos no mayores a 5 min. Que no sea

toxico, seguro para el organismo, de facil eliminacién, que no



persistan los efectos de anestesia en el organismos tanto fisioldgicos
como en su comportamiento, de facil disolucion y economico (Marking

y Meyer’s, 1985).

En acuacultura es habitual el empleo de técnicas de anestesia
para la manipulacion de peces en operaciones rutinarias como:
captura, transporte, clasificacién, marcado, muestreos, obtencién de
muestras bioldgicas (sangre, gametos), cirugia e induccién hormonal
(Garcia et al., 2002). ‘En la acuacultura y en algunos trabajos de
ecologia frecuentemente se emplean anestésicos para evitar el estrés
y las lesiones que estas practicas ocasionan en las poblaciones de
peces. Estos son obtenidos a partir de sustancias quimicas, tales
como el Sulfato Metano Tricaina (MS222), Benzocaina, Quinaldina, 2-

Phenoxitanol y Metomidato (Etomidato) (Silveira y Martinez, 2004).

El empleo de la mayoria de anestésicos artificiales no es del
todo benéfico ya que generalmente son sustancias agravantes, las
cuales alteran de manera drastica el sistema neuromuscular y al ser
empleados en el organismo éste tarda aproximadamente 21 dias en
eliminarlos (Bernstein et al., 1997; Woody et al., 2002). Ademas si
los organismos son destinados para el consumo humano, el empleo
de los anestésicos quimicos no es permitido por las autoridades
sanitarias. Debido a estas desventajas es necesario el empleo de
anestésicos obtenidos a partir de sustancias naturales, como

alternativa al uso de los compuestos quimicos (Woody et al., 2002).



El aceite de clavo es un producto natural obtenido por
destilacién de tallos, flores y hojas trituradas de la planta del clavo,
Syzygium aromaticum L. (Merr y Perry), cuyo principal ingrediente
activo es el eugenol (70-90 % del total) (Garcia et al., 2002). Se ha
utilizado por siglos como anestésico topico para los seres humanos,
particularmente para los problemas dentales tales como dientes
infectados (Woody et al.,, 2002). Actualmente se ha estudiado su
efectividad como anestésico en peces, tanto de agua dulce como
marinos, encontrando respuestas diversas en ensayos para
transportaciéon y manipulaciéon (Tabla 1). (Matttson y Riple, 1989;
Soto y Burhanoddin, 1995; Munday y Wilson, 1997; Cooke et al.,
2004; Ackeman y Bellwood, 2002; Peri y Pirhonen, 2004; Velisek et
al., 2005, Hoskonen, 2004; Hajek, et al., 2006). Sin embargo, hasta
la fecha no se ha estudiado su eficiencia en corvina blanca del

pacifico, y en pez payaso tropical de ornato.

Desde hace algunos afios se han realizando estudios sobre los
efectos de los anestésicos en peces tanto para transportacidn como
para manipulacidon, utilizando sustancias naturales como una
alternativa al uso de los compuestos quimicos. Los cuales son

descritos en la Tabla 1.



Tabla 1. Estudios realizados para conocer la eficiencia del aceite de clavo como anestésico en

organismos
destinados a la acuacultura.

Autor Ano Estudio Especies T°C Pesos [A. Clavo] Tiempo
Silveira y Martinez 2004 | Transportacion Tilapia (O. aureus) 23.5-25.5°C 20.5¢ 5mg It 72 hrs
Kioshi et al. 2005 | Transportacion Matrinxa (Brycon cephalus) 25.7 £ 0.9°C 80.1+18.4 5mgl? 4 hrs
Durville y Mollet 2001 Manipulacién Valamugil cunnesius y No se reporta <10gr 50 mg I'* 1 min

Monodactylus argenteus
Garcia et al. 2002 Manipulacién Seriola (Seriola dumerili 15,17, 15, 16, 200-1,000 g 40 mg It 3-6min y
Risso), Lobina (Dicentrarchus y 16 °C, recuperacion
labrax Linnaeus), Dorada respecti- de 2 a 5 min.
(Sparus aurata Linnaeus), vamente
Dentén (Dentex dentex
Linnaeus) y Sargo picudo
(Diplodus puntazzo Cetti)
Mylonas et al. 2005 Manipulacion Lobina Europea (Dicentrarchus 15°C 32.5+£1.2 g. 40 mg It <3 miny
labrax) y dorada (Sparus 25 oC 41.9+ 2.2g 30 mg It recuperacion
aurata) 10 min
44.9+ 0.3q. 55 ma It
46.3£2.7 g 9
King et al. 2005 Manipulacion Lobina (Centropristis striata L.) 18-21°C 760+ 81.7¢g 70 mg It 3-6 miny
recuperacion
[MS-222] < 6 min
Dong-Won et al 2007 Manipulacion Pulpo comun (Octopus minor, 15, 20 y 25°C <1lg 200 mg It < 4.7 miny

Sasaki)

recuperacion
< 22.8




En el presente trabajo se estudio la eficiencia del aceite de
clavo como anestésico utilizando como organismos de prueba:
corvina blanca, la cual habita aguas subtropicales (Ayres, 1860), con
temperaturas menores a los 22 °C (Cruz, 1984) y con el pez payaso,
el cual es una especie de aguas tropicales (Wilkerson, 2001), con un
intervalo de temperatura de 24-27°C (Patxi, 2007). Ambas especies
se caracterizan por ser de gran interés comercial (Vojkovich y Reed,

1983; Wilkerson, 2001).

Corvina blanca

Corvina blanca (Atractoscion nobilis) es un pez marino con
distribucion desde Alaska, EUA; hasta Bahia Magdalena, en Baja
California, México. Corvina blanca es una especie de gran importancia
comercial y deportiva en el sur de California, EUA y de Baja California,
México (Vojkovich y Reed, 1983). Esta especie pertenece al Orden
Pisiforme, del Suborden Percodei, miembro de la Familia Scianidae del

genero Atractoscion y de la especie nobilis (Escobar y Sin, 1997).

Corvina blanca es una especie de gran interés comercial, por la
alta calidad de su carne y por su tamafio en la pesca deportiva. Debido
a esto ha sido fuertemente sobreexplotada (Vojkovich y Reed, 1983).
Actualmente el centro de investigaciones Hubbs de Sea World en San
Diego, California, cuenta con un programa de biotecnologia de cultivo y

repoblamiento.



Pez Pavaso (Amphiprion ocellaris)

A. ocellaris conocido también como pez payaso es un
organismo de ornato el cual se distribuye geograficamente en el
Pacifico Occidental en las costas de Australia, Filipinas, en el este de
la India, Melanesia y Ryukyus (Hoff, 1996). Esta especie pertenece a
la Clase Osterichthyes, de Orden Perciformes, perteneciente a la
Familia Pomacentridae, del Genero Amphiprion y de la Especie

ocellaris (Wilkerson, 2001).

A. ocellaris es una especie de gran importancia comercial la
cual es facil de mantener ya que puede ser cultivada en tanques
pequefios de hasta 38 |. Ademas, esta especie es una de las mas
tolerantes ya que puede convivir con otros organismos en un mismo

estanque (Wilkerson, 2001).

Actualmente en el laboratorio de la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad
Auténoma de Baja California, se mantiene un programa de crianza de

A. ocellaris para investigacion y comercializacion.

En los Ultimos afios se han realizado estudios demostrando la
efectividad del aceite de clavo como anestésico en peces, sin
embargo no ha sido probado en A. nobilis y A. ocellaris. Por tal

motivo el propdsito del presente trabajo fue determinar la eficacia del



aceite de clavo comparado con el quimico MS-222 mediante la

determinacién de dosis adecuadas de los anestésicos en corvina

blanca y pez payaso.



II.- OBJETIVOS
I1.1.- Objetivo general
Conocer la eficiencia del aceite de clavo como anestésico

natural en la manipulacién de Atractoscion nobilis y Amphiprion

ocellaris comparado con el anestésico quimico MS-222.

I1.2.- Objetivos particulares
e Determinar la dosis de anestesia optima del quimico MS-222
para el manipuleo de Atractoscion nobilis y Amphiprion
ocellaris.
o Determinar la dosis de anestesia optima del aceite de clavo
para el manipuleo de Atractoscion nobilis y Amphiprion

ocellaris.



III.- MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el laboratorio de la
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la facultad de Ciencias

Marinas de la Universidad Autdnoma de Baja California.

Se realizaron un total de 9 tratamientos por especie: A. nobilis
y A. ocellaris, para determinar la eficiencia del aceite de clavo como

anestésico comparado con Sulfato Metano Tricaina (MS222).

III.1- Anestésicos:

El quimico MS-222 (Western Chemical Inc. 1269 Lattimore Rd.
Ferndale, WA 98248), fue disuelto en 3 ml de agua en navecillas de
pldstico con capacidad de 10 ml y posteriormente vertido a los
recipientes destinados para anestesia en un volumen de agua de 2 It

en para corvina blanca y en pez payaso en 100 ml.

El aceite de clavo (80% de eugenol) (Garcia et al., 2002) fue
previamente diluido en etanol (1:10) en frascos de vidrio color ambar
con una capacidad de 1 ml, por su escasa solubilidad en agua se
mezclo vigorosamente en el recipiente destinado para el ensayo de
anestesiado. Para corvina blanca se disolvié en 2 | de agua y para el

pez payaso en 100 ml.



II1.2.- Organismos

I11.2.1- Corvina

Se utilizaron un total de 94 corvinas provenientes del Instituto
Hubbs de Sea World, ubicado en San Diego, California EUA, con un
peso promedio de 34.45 £ 3.13 gr y una longitud aproximada de <
12.5 cm. Las corvinas fueron adquiridas en el mes de agosto del
2007 y transportadas en bolsas de pldstico con inyecciéon de oxigeno
al agua, las cuales fueron colocadas en una hielera con hielo en gel
para tratar de mantener una temperatura del agua de aprox. 17 °Cy
asi disminuir el estrés y el metabolismo de los organismos durante su
transporte. Los organismos fueron mantenidos en un tanque de fibra
de vidrio con una capacidad de 800 |, a una temperatura inicial de

15.99° + 0.02°C y al final 20.34° + 0.91°C.

II1.2.2.- Pez Payaso

Se muestrearon un total de 54 peces payaso cultivados en la
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de Ciencias
Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California, durante el
mes de septiembre del 2007. Con pesos promedio de 0.50 + 0.05 gr
y longitudes menores a 1.5 cm. Los organismos fueron colocados en
peceras de vidrio con una capacidad de 10 galones, mantenidos a una

temperatura de 23.74° = 0.60°C.



II1.3.- Unidades experimentales:

Para la inducciébn a la anestesia y recuperacion en corvina
blanca se utilizaron 18 cubetas de platico con una capacidad de 4 |, y
dimensiones de 22.5 cm de alto y 19.5 cm de didmetro, a las cuales
se les agregaron 2 | de agua de mar filtrada y pasada por UV, asi
como el suministro de aire necesario para garantizar una

concentracién minima de oxigeno de 7 mg I (Figura 1).

Figura 1. Imagen del sistema de experimentacion utilizado en

los ensayos con corvina blanca

En la induccién a la anestesia-recuperacion para pez payaso se
utilizaron 18 vasos precipitados de vidrio Pyrex, con capacidad de 400
ml y dimensiones de 10.5 cm de alto y 7.5 de diametro, a los cuales
se les agrego 100 mi de agua de mar filtrada y pasada por UV, asi
como el suministro de aire necesario para mantener una
I,

concentracion de oxigeno de 7 mg Se colocaron 10 vasos

simultdneamente en bafio maria para mantener una temperatura
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constante de 23.74° = 0.60°C, utilizando un recipiente rectangular de
vidrio de 126 cm de largo y de ancho 14 cm, protegido en sus
paredes exteriores con hule espuma, dentro del recipiente se coloco
un calentador de titanium de 150 w marca Via Aqua y dos bombas
para la circulacion del agua a través del recipiente con una capacidad

de 90 y 150 | hr -! (Figura 2).

Figura 2. Imagen del sistema de experimentacion utilizado en

los ensayos con pez payaso.

III.4.- Corvina blanca

Se realizaron dos experimentos a una temperatura de 15.99° %
0.02°C, empleando dosis de 95, 135 y 150 mg I* con MS222 y 95,
150, 205 y 260 mg I con aceite de clavo, mediante el siguiente

procedimiento.
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1I1.4.1.- Previo al experimento

1. Se acondicionaron durante 1 hora a 9 organismos con pesos
similares colocandolos en cubetas de 20 | provistas con 7 | de

agua de mar.

2. Se prepararon 18 cubetas con agua de mar y suministro de
oxigeno. A 9 de ellas se les adiciono el anestésico previamente
pesado,(0.095, 0.0135 y 0.0150 gr para MS222 y 0.095,
0.0150, 0.0205 y 0.0260 para el aceite de clavo) y las 9
restantes fueron colocadas bajo las mismas condiciones, pero,
sin anestésico para ser utilizadas en la recuperacion de los

organismos (Figural).

I11.4.2.- Induccidén a la anestesia y recuperacién

Una vez preparadas las anestesias se procedié a sumergir a un
organismo por cubeta y se registro el tiempo de respuesta al
anestésico (ayudados con un cronometro) registrando las siguientes
fases (Tabla 2).

Tabla 2. Fases de anestesia para corvina blanca

Fases Descripcion
I Perdida de equilibrio
II Perdida de movimiento corporal, pero con continuo
movimiento opercular
ITI Perdida de movimiento corporal, pero con cese de
movimiento opercular
v Perdida de flotacion




Una vez determinada la fase IV (Tabla 2) se saco al pez
inmediatamente, se peso y se coloco en la cubeta de recuperacién

para determinar las siguientes fases (Tabla 3).

Tabla 3. Fases de recuperacidn en corvina blanca

Fases Descripcién
I Inicio de movimiento opercular
II Inicio de movimiento corporal
I11 Recuperacién del equilibrio

Lo anterior se hizo para cada uno de los 2 experimentos.

II1.5. Pez payaso
Se ejecutaron 2 experimentos a 23.74° £0.60°C,
administrando concentraciones de 100, 200, 300 mg I de MS-222 y

aceite de clavo.

II1.5.1.- Previo al experimento:

1. Se preparo un bafio maria para conservar la temperatura a
la que se encontraban dichos organismos (23-24.5°C). Esto
con un recipiente rectangular de vidrio, un calentador y dos
bombas para la circulaciéon de agua en el bafio y con ello
mantener la temperatura constante a través de el recipiente
(Figura 2).

2. Se prepararon 9 vasos de vidrio de 400 m! por duplicado,
con 100 ml de agua de mar y suministro de oxigeno. A 9 de

los vasos se les agrego la concentracion de anestesia
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previamente pesada (0.0100, 0.0200, 0.0500 gr, para cada
experimento), los 9 restantes fueron utilizados para la

recuperacion.

IIL.5.2.- Induccidn a la anestesia y recuperacion

Una vez ya preparadas las anestesias se procedié a sumergir a
un organismo por vaso y Sse registro el tiempo de respuesta al
anestésico (ayudados con un cronometro) con las siguientes fases
(Tabla 4).

Tabla 4. Fases de anestesia en pez payaso

Fases Descripcion
I Perdida de equilibrio
II Perdida de movimiento

Nota: En pez payaso la respuesta a los anestésicos fue
diferente a la de corvina blanca, por lo tanto solo se pudieron

identificar dos fases de anestesia en los experimentos preliminares.

Una vez determinada la fase II (Tabla 4) se saco al pez
inmediatamente, fue pesado, se coloco en el vaso de recuperacion
y se determinaron las siguientes fases (Tabla 5).

Tabla 5. Fases de recuperacion en pez payaso

Fases Descripcidon
I Inicio de movimiento
11 Recuperacién de equilibrio
II1 Comportamiento al pre-anestesia

Lo anterior se realizo para cada uno de los 2 experimentos.
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Analisis Estadistico

El muestreo experimental del estudio fue no aleatorio
procurando seleccionar organismos con pesos similares. A los datos
generados se les determino su normalidad, esto para obtener un
valor representativo para cada dosis. Asi mismo, se realizo un analisis
de varianza (ANOVA) de una via para comparar si los valores
obtenidos de peso, tiempo de anestesia y tiempo de recuperacion en
A. nobilis y A. ocellaris fueron significativamente distintos para cada
una de las dosis, el nivel de significancia para todas las pruebas fue
de 0.05. Estas pruebas se realizaron mediante el paquete estadistico
SigmaStat version 2.0 para Windows (Jandel Corporation 1992-

1995).
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IV.- RESULTADOS

IV.1.- Corvina Blanca
IV .1.1. Respuesta y recuperacion a la anestesia con MS-222

Los pesos de los organismos anestesiados no mostraron
diferencias significativa (P=0.655) entre si, con pesos de 33.87 £2.05
a 35.24 £3.12 g.

La respuesta al anestésico con la dosis de 95 mg It fue
significativamente diferente (P=0.001) con un tiempo de 6.81 +1.52
min, mientras que para las concentraciones de 135 y 150 mg It los
tiempos fueron similares con 2.79 +0.30 y 2.40 +0.46 min,
respectivamente. En la recuperacion se encontré diferencias
significativas (P=<0.001) entre las dosis, teniendo el menor tiempo
en la concentracion de 135 mg I* con 3.49 £0.68 min, mientras que
para la concentraciéon de 95 mg It se presento el mayor periodo con

6.95+1.47 min (Tabla 6).

Tabla 6. Tiempo de induccién a la anestesia y recuperaciéon para
corvina blanca con MS-222 a 15.99+0.02°C.

Concentracién mg I 95 135 150

Peso (g) 33.87+2.05 35.24+3.12 33.95+3.91
Anestesia (min) 6.81+£1.52° 2.79+0.30° 2.40+0.46°
Recuperacién (min) 6.95+1.47° 3.49+0.68° 3.99+0.94°

IV.1.2. Respuesta y recuperacion a la anestesia con aceite de clavo
Los pesos de los organismos seleccionados fueron similares
(P=0.095) entre si, con 32.75 £3.38 a 37.12 £3.28 g. Para la fase de
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anestesia se encontraron diferencias significativas (P=<0.001) siendo
la concentracién de 95 mg I! diferente al resto de las dosis
analizadas con un tiempo de anestesiado de 4.60 +0.76 min, los
tiempos de repuesta para las dosis de 150 y 205 mg It fueron
similares entre si (3.76 +£0.48 y 3.10 +£0.56 min, respectivamente),
asi mismo los tiempos de anestesiado para las dosis de 205 y 260 mg
It fueron similares entre si. En la etapa de recuperacién los
organismos que se anestesiaron con la dosis de 260 mg It fueron los
que mostraron el tiempo mayor con 9.36+1.65 min siendo esta
significativamente  diferente (P=<0.001) al resto de |las
concentraciones, para 95, 150 y 205 mg It estas fueron similares con

4.60£0.76, 6.49+0.82y 6.42+1.19 min, respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Tiempo de induccién a la anestesia y recuperacion para
corvina blanca con aceite de clavo a 15.99+0.02°C.

Concentracion mg I 95 150 205 260
Peso (g) 33.71+2.82  32.75+3.38  34.64%3.51  37.12+£3.28
Anestesia (min) 4.60+£0.76  3.76+0.48°  3.10£0.56*  2.87%0.70°

Recuperacidon (min) 5.98+1.479 6.49+0.82°¢  6.42+1.19° 9.36+1.65°

IV.1.3. Comparativo de respuesta y recuperacion a los dos anestésicos en

corvina blanca

En la Figura 3 se muestra el tiempo de induccién a la anestesia,
en donde se puede observar que para la dosis de 95 mg Ilen aceite
de clavo fue en la que se obtuvo el menor periodo de respuesta, sin
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embargo para las dosis de 135y 150 mg It con el anestésico MS-222
los tiempos fueron menores, siendo este el mas eficiente comparado
con el resto de las concentraciones de aceite de clavo (150 205 y 260
mg I'}). Para la fase de recuperacion con el anestésico quimico, en la
concentracién de 95 mg I*' se obtuvo un mayor tiempo de
recuperacién, comparativamente con la concentracién de 135 mg It
que fue el mas corto y para 150 mg It fue ligeramente mas tardado.
Sin embargo, para el caso de aceite de clavo se observo que
conforme se aumento la dosis del anestésico el tiempo de respuesta

se incrementaba (Figura 4).
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Figura 4. Tiempo de recuperacion a los anestésicos en corvina blanca
a una temperatura de 15.99° +0.02°C.
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IV. 2. Pez payaso
IV.2.1. Respuesta a la anestesia con MS-222

El peso de los organismos muestreados fue similar para todas
las concentraciones (P=0.171) con pesos de 0.39 +0.068 a 0.51
+0.12 g. El tiempo de respuesta al anestésico fue significativamente
diferente (P=<0.001) en la concentracién de 100 mgl™? con 10.73
+3.26 min respecto a las dosis de 300 y 500 mg It con 1.64 £0.74 y
0.43 #0.11 min (respectivamente) siendo estas ultimas similares
entre si. Para la recuperacion se mostrd similar a la anestesia, ya que
la dosis de 100 mg I'* fue diferente (P=1.783) a 300 y 500 mg I |a
primera con 1.49 +£0.51 min y para las dos restantes 0.89 £0.25 y

1.03 £0.11 min, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Tiempo de induccidn a la anestesia y recuperacion para pez
payaso con MS-222 a 23.74° £ 0.60°C.

Concentraciéon mg/I? 100 300 500

Peso (g) 0.39+0.068 0.51£0.12 0.46+0.16
Anestesia (min) 10.73%3.26° 1.64+0.74° 0.43+0.11°
Recuperacién (min) 1.4940.51° 0.89+0.25° 1.03+0.11°

IV.2.2. Respuesta a la anestesia con aceite de clavo

En la Tabla 9 se puede observar que el peso de los organismos
fue similar entre las tres dosis (P=0.263) con pesos de 0.53+0.05 a
0.58+0.07 g. Para el tiempo de anestesia la dosis de 100 mgl? fue
diferente (P=<0.001) con 5.87 *2.31 min a la de 300 y 500 mgl™

0.56 +£0.29 y 0.48 +0.25 min, respectivamente. En la recuperacion
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las tres concentraciones fueron similares (P=0.137), en donde el
tiempo menor se obtuvo en la dosis de 300 mg It con 0.92 +£0.24

min y el mayor a 100 mg It con 1.09 £0.20 min.

Tabla 9. Tiempo de induccidn a la anestesia y recuperacion para pez
payaso con aceite de clavo a 23.74° £ 0.60°C.

Concentracién mg/I™? 100 300 500

Peso (9g) 0.53+0.05 0.58+0.07 0.55+0.07
Anestesia (min) 5.87+2.312 0.56+0.29° 0.48+0.25°
Recuperacion (min) 1.09+0.20° 0.92+0.24° 1.03+0.22°

IV.2.3. Comparativo de respuesta a los dos anestésicos en pez payaso

En la Figura 5 se muestra que el aceite de clavo fue el mas
efectivo para las concentraciones de 100 y 300 mg It comparado con
el MS-222, ya que en estas se presenta los tiempos menores de
respuesta con (5.87+2.31 y 0.56+0.29 min, respectivamente), sin
embargo, para ambos anestésicos en la dosis de 500 mg I se

observan tiempos similares con 0.43 +£0.11 y 0.48 £0.25 min.

El tiempo de recuperacién en aceite de clavo para la dosis de
100 mg I"' el periodo fue menor (5.87+2.31 min) al del MS-222
(10.73+3.26 min). Sin embargo para las concentraciones de 300 vy
500 mg I'' en ambos anestésicos las fases fueron similares, siendo la

dosis de 300 mg I'! la de menor tiempo (Figura 6).
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V.- Discusiones

El uso de anestesia para la manipulacién de organismos de
cultivo es una préactica necesaria para minimizar el estres (King et al.,
1998). Hasta el momento el anestésico mas utilizado para esta
actividad por su alta solubilidad y répido efecto ha sido el MS-222
(Soivio et al., 1977), sin embargo, ademas de que tiene un alto costo
(Bernstein et al., 1997), no es del todo benéfico para los organismos
y puede causar efectos secundarios tales como incremento en la
concentracion de glucosa, lactato, magnesio, hemoglobina Yy
hematocrito de 3 a 7 dias después de la anestesia, asi como hipoxia,
anoxia, bradicardia y en algunos casos mortalidades (Stoskopf,
1993). Por estas razones, es de vital importancia buscar alternativas
de anestesia de origen natural. Recientemente se ha demostrado que
el aceite de clavo es una alternativa natural, amigable con el medio
ambiente, segura, facil de preparar, asi como econdémica para ser

utilizado como anestésico (Waterstrat, 1999).

V.1.- Corvina blanca
V.1l.1.- Respuesta a la anestesia con MS-222
Las dosis de 135 y 150 mg I'! fueron similares, por lo que la
concentracion de 135 mg I! es la mas eficiente debido a que los
organismos se anestesiaron y se recuperaron en menor tiempo (<3.1

y < 4.5 min, respectivamente) sin necesidad de utilizar mas
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anestésico (150 mg I!). En este trabajo la dosis fue elevada
comparada con lo reportado por Keene et al. (1998), en donde los
autores mencionan concentraciones eficientes de MS-222 para
trucha arcoiris de 80 y 100 mg I"* con un tiempo de respuesta <1.5
min. La temperatura es un factor extrinseco que modifica la tasa
metabdlica directamente con su variacion. Esto significa que al
disminuir la temperatura también disminuye la tasa metabdlica, asi
como, al elevarse se aceleran los procesos fisioldgicos (Hoar, 1978).
Corvina blanca al ser un organismo donde su temperatura optima de
cultivo se encuentra entre los 18-23 °C (Chavarria, 2008; Torres,
2005) y al haber sido anestesiado a 15.99 + 0.02 °C posiblemente la
temperatura tuvo un efecto sobre la velocidad de consumo de
oxigeno disminuyendo la tasa de respiracién, retardando con ello la

respuesta y recuperacion al quimico MS-222.

V.1.2.- Respuesta a la anestesia con aceite de clavo

Las concentraciones de 205 y 260 mg I fueron similares entre
si, la dosis mas eficiente fue de 205 mg It esto quizds debido a que
con una concentracion minima el organismo logro anestesiarse y
recuperarse en un tiempo menor (<3.1 y <7.6 min,
respectivamente), en comparacién a una dosis mayor (260 mg IY). La
dosis muestra ser elevada a lo publicado por Mylonas et al. (2005)
quienes reportan concentraciones eficientes en lobina europea vy

dorada a 15°C con aceite de clavo con una concentracién de 40 mg It
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y un tiempo de respuesta < 3 min., los resultados del presente
trabajo muestran respuestas diferentes ya que probablemente la
dosis 6ptima en este estudio fue elevada debido a la respuesta
metabdlica del organismo al anestésico utilizando bajas
temperaturas. Ademas la eficacia de los anestésicos también puede
ser afectada por el tipo de especie, tamafio corporal, numero de
organismos muestreados y la calidad del agua (Ackerman et al.,
2008). Estos factores posiblemente influyeron a que la respuesta de
corvina blanca a la induccidn y recuperacién de anestesia fuera

retardada.

En la Figura 4 se observo que el tiempo de recuperacion
aumentéd mientras se elevaba la dosis de 150-260 mg I"t, Diversos
autores mencionan que el tiempo de recuperacién se incrementa
conforme se aumenta la dosis o si el organismo se mantiene durante
un periodo prolongado en el anestésico con aceite de clavo (Keene et
al., 1998; Waterstrat, 1999; Hoskonen y Pirhonen, 2004; Hajeck et
al.,, 2006). En particular Keene et al. (1998) sugiere que el eugenol
tiene un efecto mayor sobre el sistema cardiaco y respiratorio
comparado con el MS-222, provocando asi una reduccion en estos
ritmo. Estos efectos podrian prolongar la retencion de eugenol en el
torrente sanguineo. Por lo tanto el aceite de clavo es mas efectivo en
dosis pequefias comparado con los otros anestésicos (King, 1998;
Grush, 2004).

26



V.1.3.- Comparativo de respuesta y recuperacion a los dos anestésicos

En este trabajo se esperaba que el aceite de clavo fuera mas
eficiente que el quimico MS-222. Sin embargo, las dosis y tiempos de
anestesia asi como la de recuperacion en el presente experimento
fueron mayores en aceite de clavo comparadas con las del quimico
MS-222, esto posiblemente debido a la escasa solubilidad del aceite
con el agua, asi como a la baja temperatura 15.99° + 0.02°C ya que
a temperaturas bajas los solutos son dificilmente disueltos. Ademas la
solubilidad y la estabilidad de los agentes (eugenol y Tricaina) afectan
la eficiencia de un anestésico retardando el efecto de respuesta y

recuperacion (Ackerman et al., 2008).

V.2.-Pez payaso
V.2.1.- Respuesta a la anestesia con MS-222
La dosis de 300 mg I'! fue la mas eficiente con un tiempo de
respuesta <2.40 min y de recuperacion <1.20 min. Esta
concentracion es superior a lo publicado por Grush (2004) quien
reporta que en dosis de 100-200 mg It a una temperatura de 24 +

2°C es posible anestesiar al pez cebra en menos de 3 min.

Aunque los tiempos de respuesta y recuperacion en pez payaso
son eficientes, es importante considerar que no es recomendable
utilizar dosis muy altas, porque es probable obtener una respuesta

toxica en el organismo (Martindale, 1997). Ademas Matttson y Riple
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(1989) determinaron que concentraciones mayores a 100 mg I en el
bacalao (Gadus morhua) pueden desarrollar una anoxia y por

consiguiente altas tazas de mortalidad.

V.2.2.- Respuesta a la anestesia con aceite de clavo

La dosis mas eficiente fue de 300 mg It con un tiempo de
anestesia <0.85 min y de recuperacion <1.20, siendo los periodos de
respuesta mds cortos en aceite de clavo comparados con MS-222. La
concentracion mas eficiente reportada en este trabajo para pez
payaso es considerablemente mas elevada comparada con la
publicada por Durville y Collet (2001) para Valamugil cunnesius y
Monodactylus argenteus con una dosis de 25 mg It con un tiempo de
respuesta <1 min, no obstante, los autores no reportan la
temperatura del ensayo y quizds este parametro produjo dicha
respuesta. Sin embargo Grush (2004) reportd dosis de 60-120 mg It

las cuales inducen al pez cebra a la anestesia en menos de 1 min.
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V.2.3.- Comparativo de respuesta a los dos anestésicos

El anestésico mas eficiente fue el aceite de clavo con tiempos
de respuesta y recuperacién mas cortos comparados con el quimico
MS-222. Keene et al. (1998) reporto que con aceite de clavo es
posible obtener tiempos de respuesta mas cortos comparados con las
mismas dosis en MS-222. Encontrando en el presente estudio

tendencias similares para pez payaso.

En general lo descrito nos indica que el aceite de clavo puede
ser empleado como anestésico en corvina blanca y pez payaso sin
provocar alteraciones en los organismos, mostrando mayor eficiencia
en A. ocellaris. Sin embargo, es recomendable en dosis bajas (<205
mg I y <300 mg I"t, respectivamente) ya que al administrar
concentraciones altas con aceite de clavo los tiempos de recuperacion

son mayores.
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VI. CONCLUSIONES
o El aceite de clavo puede ser utilizado eficientemente como
anestésico en corvina blanca y pez payaso.

« El quimico MS-222 fue mas eficiente como anestésico

comparado con el aceite de clavo en corvina blanca.

e El aceite de clavo mostré ser mas eficiente como anestésico

comparado con el quimico MS-222 en pez payaso.

« El aceite de clavo utilizado en dosis elevadas en corvina blanca
y pez payaso mostrd tiempos mas prolongados de recuperacion

en comparacion con el quimico MS-222.
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VII. RECOMENDACIONES

« Se recomienda para futuros experimentos anestesiar a corvina
blanca bajo témperaturas de 19 - 21°C vy asi facilitar la
disolucion del aceite de clavo, permitiendo utilizar dosis de

anestesia bajas.

e En futuros ensayos en corvina blanca se recomienda utilizar
material de cristaleria para las anestesias vy asi las dosis
aplicadas serdn mas precisas, ya que al utilizar recipientes de
plastico se puede absorber en las paredes porcion de la dosis

de anestesia.
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