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RESUMEN

Se definieron las dosis mas eficientes de aceite de eugenol Syzygium aro-
maticum para la sedacion quirurgica en juveniles de pargo manchado (Lutjanus
guttatus) y se determiné el tiempo minimo de exposicion de no retorno, como
una fuente de informacion para contar con un rango de tiempo seguro en la ma-
nipulacion del pez durante labores de rutina. En el Laboratorio de Acuicultura y
Biotecnologia Marina del Parque Marino del Pacifico en el Golfo de Nicoya, se
seleccionaron 76 juveniles de pargo manchado, producidos en enero del 2016,
con un peso promedio 21.61+ 2.0 g. Los juveniles fueron expuestos a concen-
traciones de eugenol 25, 100, 175 y 250 mg/L en tanques de 30 L, se vigilo los
estados de induccion a la anestesia y su recuperacion. Definida la dosis mas
eficiente, se procedio con ella a determinar el tiempo méximo de exposicion;
para este estudio se definieron cuatro tiempos de induccién en 4, 8, 12 y 16 min.,
y se establecieron 10 min., como umbral de recuperacion. Se determind que el
eugenol es eficaz para la anestesia de juveniles de pargo con temperaturas entre
24.0 y 24.8°C. La concentracion de 25 mg/L fue suficiente para la induccion
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parcial de los peces, apropiado para
realizar actividades rutinarias menos
complejas en el manejo de pargos,
mientras que la concentracion mas
eficiente fue de 100 mg/L, en tiempos
de exposicién no mayor a 8§ minutos
luego de la anestesia total.

Palabras clave: Lutjanus guttatus, anes-
tésico, eugenol, dosis eficiente, tiempo
de no retorno

ABSTRACT

The most efficient doses of euge-
nol oil from Syzygium aromaticum for
surgical sedation in Lutjanus guttatus
juveniles were defined, and the mini-
mum exposure time of no return was
determined as a source of information
to have a safe time range when hand-
ling fish during routine work. A total of
76 juveniles produced in January 2016
with an average weight of 21.61 + 2.0
g were selected at the Aquaculture and
Marine Biotechnology Laboratory of
the Marino del Pacifico Park (Gulf of
Nicoya). Juveniles were exposed to
25, 100, 175, and 250 mg/L eugenol
concentrations in 30 L tanks, and their
induction of anesthesia and recovery
were monitored. Once the most effi-
cient dose was defined, the maximum
exposure time was determined. Four ti-
mes of induction were defined for this
study: 4, 8, 12, and 16 min, and the re-
covery threshold was established at 10
min. Eugenol was determined to be an
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effective anesthetic for rose snapper ju-
veniles with temperatures ranging be-
tween 24.0 and 24.8°C. The 25 mg/L
concentration was sufficient for partial
induction of fish and appropriate to
perform less complex routine activities
in the handling of snappers, while the
most efficient concentration was 100
mg/L, with exposure times no greater
than 8 minutes after total anesthesia.

Keywords: Lutjanus guttatus, anes-
thetic, eugenol oil, efficient dose,
time of no return

INTRODUCCION

El pargo manchado Lutjanus
guttatus (Steindachner, 1869) ha sido
desde los afios noventa una especie
de mucho interés para la piscicultura
marina en América Latina tropical,
ya que se distribuye en el océano Pa-
cifico, desde México hasta Peru y por
presentar una demanda atractiva en los
Estados Unidos (Fischer et al., 1995;
Herrera-Ulloa et al., 2009). En Costa
Rica su reproduccion natural y espon-
tdnea permiti6 la masificacion en la
produccion de juveniles en cautiverio
en el afo 2005, lo que permitio el cul-
tivo con fines comerciales en granjas
marinas desde el ano 2006 (Herre-
ra-Ulloa et al., 2009; Chacon-Guz-
man, 2010).

En varios paises, se han desarro-
llado investigaciones dirigidas a co-
nocer y controlar diferentes aspectos
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de su ciclo de vida en cautiverio (Ab-
do-de la Parra et al. 2015). En Costa
Rica la produccion en granjas marinas
alcanzo las 528 toneladas métricas en
el ano 2016 (Barrantes-Elizondo et al.
2016). Este incremento ha hecho nece-
sario que se optimicen los protocolos
en todas las etapas del proceso pro-
ductivo, especialmente aquellos que
representen un riesgo para la salud de
los peces. En el manejo de juveniles ha
sido esencial aplicar medidas de mani-
pulacion eficientes que eviten lesiones,
estrés, enfermedades y mortalidad. En
este contexto, los anestésicos son una
forma indispensable de tratamiento;
sin embargo, el desconocimiento de
las dosis adecuadas, tiempos de expo-
sicidon y efectos en la salud de los peces
podrian generar pérdidas economicas.

En la produccion de peces se
ha acostumbrado utilizar técnicas de
anestesia para los trabajos rutinarios
como: captura, muestreos, induc-
cion hormonal y transporte; siendo
los méas empleados benzocaina, qui-
naldina, metanosulfonato de tricaina
(MS222©) e isoeugenol (Aqui-S©)
(Garcia-Gomez et al. 2002). No obs-
tante, se han considerado de alto cos-
to y con cierto grado de toxicidad
asociada (Coyle et al. 2004; Roubach
et al. 2005; Velisek et al. 2006).

El aceite de eugenol [2-me-
thoxy-4-2-(2-propenyl)-phenol],  se
obtiene de segmentos de hojas, ta-
llos, flores, y brotes de varias especies
de arboles (Eugenia caryophyllata y
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Eugenia aromatica) (Soto & Burhanu-
ddin, 1995). Se ha convertido en uno
de los productos de mayor uso para
anestesiar en la industria piscicola, ya
que es econdmico, ambientalmente
amigable, y seguro para los acuicul-
tores y los peces (Iversen et al. 2003;
Cunha & Rosa, 2006; Roo et al. 2014;
Cardenas et al. 2016). Se utiliza por
medio de bafios de inmersion en los
peces donde es absorbido por piel y
branques (Javahery et al. 2012). Segliin
la US Food and Drug Administration,
este aceite es considerado como se-
guro para el humano cuando su con-
centracion no supera los 1 500 mg/kg
(Anderson et al. 1997). Roubach et al.
(2005) considera que como las dosis
utilizadas en acuicultura no superan
las concentraciones toxicas para el
ser humano, debe considerarse seguro
para ser utilizado en acuicultura. Java-
hery et al. (2012), lo recomienda para
usos comerciales y de acuicultura ya
que no causan efectos negativos a los
cuerpos de agua, ni al ser humano y
puede ser facilmente manipulable por
personas sin alto grado de preparacion
técnica.

En peces marinos, Garcia-Go-
mez et al. (2002), probaron la eficacia
del eugenol como anestésico y ob-
tuvieron resultados positivos a dosis
de 40 ppm en organismos de seriola
(Seriola dumerili), lubina (Dicentrar-
chus labrax), dorada (Sparus aurata),
denton (Dentex dentex) y sargo picu-
do (Diplodus puntazzo), en dichos
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experimentos se logrd la anestesia to-
tal de los peces en 3-6 minutos y su re-
cuperacion en 2-5 minutos, y no se ob-
servo en ellos ningun efecto negativo.
En el pargo (Lutjanus synagris), Souza
et al. (2015) aplicaron el eugenol en
larvas, juveniles y adultos. Los resul-
tados mostraron que cuanto mayor fue
la concentracioén de eugenol utilizado,
menor fue el tiempo necesario para lle-
gar a cada etapa de anestesia. En esta
especie, el tiempo total para la induc-
cion de la anestesia fue menos de tres
minutos y la mejor concentracion de 50
mg/L para todos los estados biologicos
de los peces analizados. El tiempo de
recuperacion a esta concentracion fue
de 120.7+36.3 seg., 78.95+16.52 seg.,
103.334£22.09 seg., para larvas, juve-
niles y adultos, respectivamente.

Otro aspecto necesario de cono-
cer es su toxicidad. En el cultivo de
peces, se debe saber la concentracion
ideal para su uso apropiado, ya que
concentraciones erroneas conducen a
efectos indeseados en el organismo de
los peces como es en el caso del cor-
tisol, un corticosteroide para la regu-
lacion metabdlica, que en presencia
de eugenol podria aumentar su con-
centracion y con ¢l componentes he-
matologicos como lactato, glucosa y
potasio (Grush ef al. 2004; Javahery et
al. 2012) lo que podria generar mor-
talidad (Roubach et al. 2001). Autores
como Hoskones & Pirhonen (2004)
afirman que los peces, sometidos re-
petidamente al eugenol, pueden tener
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un efecto negativo en su crecimiento
y ser afectados en su fisiologia (Park
et al.2008). Barata et al. (2016) halla-
ron que el uso de eugenol en la perca
regia (Argyrosomus regius) puede ge-
nerar grados de estrés que se podrian
ver reflejados de manera negativa en la
calidad de la carne.

Se ha encontrado que la toxicidad
del eugenol puede estar relacionada con
el dafio que ocasiona al sistema respira-
torio (Din, 2006; Guénette et al. 2007);
en peces limnéticos se ha descrito una
CL50 entre 14 y 60 mg/L (Marin-Mén-
dez et al. 2012); en peces marinos se
han realizado ensayos en juveniles de
cobia (Rachycentron canadum) donde
se determind una concentracion letal de
60 mg/L (Gullian & Villanueva, 2009),
por lo que segin Marin-Méndez et al.
(2012) el uso del eugenol en peces re-
quiere investigaciones que validen su
utilizacion en la acuicultura.

El aceite de eugenol ha sido em-
pleado con éxito en la reproduccion y
produccion de juveniles de L. gutta-
tus en Costa Rica (Chacon-Guzman,
2010), sin embargo, no se han reali-
zado investigaciones formales para la
definicion del procedimiento idoneo.

Este trabajo tuvo como objeti-
vo definir la dosis mas eficiente para
la sedacion quirtrgica de juveniles de
pargo manchado y con esta, determi-
nar el tiempo minimo de exposicion de
no retorno, que permita al acuicultor
contar con un rango de tiempo seguro
para realizar las actividades rutinarias
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de manipulacion de los peces.
MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo du-
rante los meses de septiembre y octu-
bre del afio 2017, en el Laboratorio de
Acuicultura y Biotecnologia Marina
del Parque Marino del Pacifico (PMP),
Puntarenas, Costa Rica.

Se seleccionaron 76 peces ju-
veniles sanos de pargo manchado L.
guttatus, producidos en el laboratorio,
con un peso promedio de 21.61+ 2.0
g. Previamente a la investigacion, los
peces permanecieron aclimatados en
tanques circulares de 10 m? de fibra de
vidrio, con recirculacion de agua ma-
rina y alimentados ad libitum con ali-
mento fresco (sardina, atiin, camaron y
calamar). Los juveniles se dejaron de
alimentar 24 horas antes de la exposi-
cion al anestésico.

Se utilizd aceite de eugenol al
100% de pureza. El aceite se diluyo
con etanol (99.9%) en una relacion 1:9.
Para desestimar cualquier efecto del
etanol (99.9%) utilizado como diluyen-
te del aceite de eugenol, se expusieron
por diez minutos seis juveniles de par-
go a la concentracion mas alta de eta-
nol que se utilizaria en los tratamientos
(41.4 ml/20L). Las condiciones expe-
rimentales fueron las mismas descritas
para la exposicion al anestésico. No se
observo ningun efecto o cambio visible
en el comportamiento de los juveniles
con la exposicion al etanol.

La exposicion de los peces al
aceite de eugenol para la induccion y
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al agua para su recuperacion, se reali-
z6 en tanques de fibra de vidrio circu-
lares transparentes de 30 L. En la re-
cuperacion para cada pez se procedio
a cambiar completamente el agua para
evitar residuos del producto, dejados
por el pez anterior.

Para definir la concentracion
mas eficiente para la sedacioén total
de juveniles de pargo manchado se
establecieron cuatro tratamientos con
25, 100, 175 y 250 mg/L de aceite de
eugenol (las cuales fueron diluidas
en el etanol antes de ser agregadas a
los tanques). Estas cantidades fueron
elegidas de acuerdo a la experiencia
de trece anos adquirida en el PMP en
la aplicacién de anestesia a juveniles
de pargo manchado. Posteriormente,
se realizd su respectiva dilucion con
etanol. La solucion fue aplicada en el
agua dos minutos antes de la inmer-
sion del primer pez. En cada uno de
las dosis evaluadas se anestesiaron
seis peces por tanque (los seis indivi-
duos en el mismo instante). Las etapas
de anestesia y recuperacion (Cuadro 1)
se determinaron de acuerdo a ensayos
previos (Walsh & Pease, 2002; Woody
et al. 2002; Cunha & Rosa, 2006) y
con base en la experiencia practica
en su aplicacion en juveniles de esta
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especie en el PMP.
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Cuadro 1. Estados de induccion a la anestesia y recuperacion aplicados a juveniles (peso

promedio= 21.614+2g) de L. guttatus

Table 1. States of induction of anesthesia and recovery applied to L. gutta-

tus juveniles (mean weight=21. 61+2¢)
Estados Induccion
I Pérdida total del eje de nado (sedacion parcial)
11 Pérdida total de movimiento corporal con movimiento continuo de opérculo
I Perdida de movimiento corporal y del opérculo (sedacion quirtrgica)
Recuperacion
v Recuperacion del movimiento continuo del opérculo
\% Recuperacion de la actividad corporal
VI Recuperacion de la linea de nado

Cuando se alcanz6 la fase de induc-
cion ultima, se procedioé a esperar dos
minutos manteniendo los peces seda-
dos dentro del agua (tiempo de trabajo,
TT, establecido como promedio para
desempefiar tareas rutinarias o de ma-
nejo con los juveniles completamente
sedados). Cumplidos los dos minutos
los juveniles fueron trasferidos a los
tanques con agua limpia, para evaluar
su retorno al estado natural.

Se evalud el efecto del eugenol
en cada pez para facilitar la obser-
vacion de los estados de anestesia y
recuperacion.

Para definir el tiempo maximo
de no retorno, se utilizo la dosis del
tratamiento con mejores resultados en
la primera etapa. Para este estudio se
definieron cuatro tiempos de inducciéon
4,8, 12 y 16 minutos. Estos fueron ele-
gidos por pruebas previas en las cuales
se determino que en cada uno ocurrian
cambios visibles en el comportamiento
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del pez. Ademas, se partio de datos ob-
tenidos de otros autores (Summerfelt
& Smith, 1990) que reportaron seda-
ciones a partir de 4 minutos. Se esta-
blecieron 10 minutos como umbral de
recuperacion; al considerar que en la
practica el tiempo debe ser menor a
este valor para la eficiencia del manejo
de la produccion. El tiempo fue medi-
do con un cronémetro digital.

Se determinaron los estados de
induccién y recuperacion (Cuadro 2)
por medio de ensayos previos y en
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base al método para definir la dosis idonea en la primera etapa de este estudio.
Cuadro 2. Estado de induccion a la anestesia, recuperacion y de no retorno aplicados a los

juveniles (peso promedio= 21.61+2g) de L. guttatus con el tratamiento de mayor eficiencia

Table 2. State of induction of anesthesia, recovery and no return applied to L. guttatus juveniles

(mean weight=21. 61+£2g) with the most efficient treatment

Induccion | Pérdida de movimiento corporal y del opérculo
Recuperacion I Recuperacion del movimiento continuo del opérculo
11 Recuperacion del movimiento corporal
v Recuperacion total del eje de nado
\ Inactividad Total (no retorno)

Entre los 4 y 8 minutos de ex-
posicion al aceite de eugenol no se
presentaron diferencias significativas
(P >0.05), por lo que se puede asumir
que el tiempo maximo de exposicion a
una dosis de 100 g/L, para actividades
rutinarias de manejo con juveniles de
pargo manchado, no debe alcanzar los
8 minutos a partir de la sedacion.

Las variables fisicas quimicas no
presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos (P > 0.05) y se
mantuvieron entre los valores norma-
les de la época para la zona.

DISCUSION

A pesar de que el eugenol, des-
de hace siglos se considera seguro,
por ser empleado como analgésico y
anestésico local en humanos y como
aditivo alimentario; en peces podria
tener efectos no deseados si se aplica
una concentracion incorrecta o a una
exposicion prolongada (Grush et al.
2004; Javahery et al. 2012; Zahl et al.
2012; Cardenas et al. 2016). En salmo6-
nidos, por ejemplo, se ha encontrado
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que bajas concentraciones de este com-
puesto pueden ser toxicas (Hussein et
al. 2000), por ello las dosis no pueden
ser consideradas estandar para todas la

Para cada tratamiento se deter-
mino la salinidad (g/L) con un refrac-
tometro de luz Red Sea RS7945, el
oxigeno disuelto (mg/L) y la tempera-
tura (°C) con un Oxigendémetro HAN-
NA HI9146 y el pH con un pHmetro
HANNA pHEP4.

Por medio del programa InfoStat
(Di Rienzo et al. 2008) se analizaron
los datos obtenidos de las mediciones
ambientales, se determinaron diferen-
cias significativas entre los tiempos
de induccion, recuperacion y total,
asi como, en los periodos que inciden
o no, al no retorno. Los resultados se
contabilizaron en segundos. Para to-
dos los analisis estadisticos se verifico
la normalidad utilizando el test de Sha-
piro-Wilk y posteriormente, se analiz
la homocedasticidad de la varianza al
utilizar el test de Levene. Verificados
estos dos criterios se empleo el analisis

15
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de varianza y la prueba de Tukey.

Los tratamientos realizados a los
peces en la presente investigacion se
desarrollaron con base en las normas
¢ticas establecidas por las pautas de
uso de peces en investigacion (UFR
Committee, 2013).

RESULTADOS

El tratamiento de 25 mg/L, fue
insuficiente para que todos los peces al-
canzaran el estado III, anestesiandolos
parcialmente (2 organismos alcanzaron
la sedacién completa y 4 solo hasta el
tiempo de II). A pesar de que el tiempo
de induccion fue menor en 250 mg/L,
su tiempo de recuperacion fue mayor
respecto a las demas concentraciones.
La concentracion de 100 mg/L fue el que
presentd un menor tiempo en completar
el proceso completo (Cuadro 3 y Fig. 1).

®

Jonathan Chacon-Guzman , Milagro Carvajal-Oses, Silvia Pauletto,

Angel Herrera-Ulloa

No se encontraron diferencias
significativas (P > 0.05) entre el tiem-
po de induccion en los peces de los
tratamientos 250, 100 y 175 mg/L. Sin
embargo, si existieron (P < 0.05) en
los tiempos de recuperacion ya que los
peces en 100 mg/L se recuperaron con
mayor rapidez. Ademas, en 100 mg/L
igualmente existieron diferencias (P <
0.05) respecto a la eficiencia del proce-
so, por lo cual ésta represent6 la mejor
opcion para anestesiar juveniles de par-
go manchado procediendo a la siguien-
te etapa del estudio.

Cuadro 3.Tiempo de induccidn, recuperacion y total promedio del procedimiento de anestesia

con diferentes dosis de aceite de eugenol en juveniles (peso promedio=21.61+2g) de L. guttatus

Table 3. Time of induction, recovery, and total average of the anesthesia procedure with different

doses of eugenol oil in L. guttatus juveniles (mean weight=21.61+2g)

Tratamientos T1 T2 T3 T4
Dosis mg/L 25 * 100 175 250
Peso promedio (g) 21.970.90  21.61+0.75  21.60+1.25  22.01£1.12
Temperatura (°C) 24.0 24.0 23.8 239
Oxigeno (ppm) 6.7 6.8 6.6 6.4
pH 8.0 7.8 8.1 8.1
. . . 1 78+0.15 41+0.07* 38+0.17* 27+0.07*
;l:ge:::i(:}ge induccién en 1 1758029 64£0.13  674017°  56£0.14°
11 201+0.11 77+0.20° 80+0.17* 72+0.17*
Tiempo de trabajo (seg.) TT 120 120 120 120
v 18+0.04 52+40.15° 108+0.28%  136+0.72°
A% 53+0.38 12140.22° 211+0.44°  254+0.44°
Tiempo de recuperacién en \%! 146+0.26 197+0.17* 296+0.37° 345+0.30°
segundos TOTAL (Seg.) 347 274%x 376%* 417%*
TOTAL (+TT 467 394 496 537

Seg.)
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Fig. 1. Tiempos de anestesia y recuperacion en juveniles (peso promedio= 21.61+£2g) de L.
guttatus expuestos a cuatro dosis de aceite de eugenol

Fig. 1. Anesthesia and recovery times in L. guttatus juveniles (mean weight=21.61+2g) exposed

to four doses of eugenol oil
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* En dosis de 25 mg/L solo cuatro peces llegaron al estadio Il y V, y solo dos peces llegaron al
estadio [l y IV.

* Ata 25 mg/ L dose only four fish reached stage Il and V and two reached stage I1I and I'V.

** Los tiempos totales son acumulativos (se suma el tiempo de induccion total III mas el total
de recuperacion VI).

** Total intervals are cumulative (total induction time III plus total recovery VI).
a,b,c indican diferencias significativas (P<0.05) entre las filas.
a,b,c indicate significant differences (P<0.05) between rows.

El tratamiento de 25 mg/L no se tomo en cuenta para el analisis debido a que no todos los peces
alcanzaron la sedacion.

The 25 mg/L treatment was not taken into account in the analysis because not all fish reached
sedation
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REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

** R = Recuperacion; NR = No Recuperacion.
** R = Recovery; NR = No Recovery.

*#* NA = No aplica por no obtener un tiempo
de recuperacion.

*#* NA = Not applicable because recovery

time is not available.

En la evaluacién de la exposi-
cion de los juveniles en cuatro tiem-
pos con la dosis de 100 mg/L, se pudo
determinar que si hay retorno con 8
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minutos de sedacion quirurgica y 75
segundos de induccidn a esta. A partir
de los 12 minutos se presentd una mor-
talidad del 50% y a los 16 minutos el
100% (Cuadro 4).

Es especies. Se deben realizar,
obligatoriamente, estudios para definir
las concentraciones idoneas de cada es-
pecie y cudl es el tiempo maximo de ex-
posicion a estas sin causarles la muerte
(Cho &Heath, 2000; Barata ef al. 2016).

Cuadro 4. Estado de induccion a la anestesia, recuperacion y no retorno aplicados a los juveniles

(peso promedio= 21.614+2g) de L. guttatus con una dosis de 100 mg/L3

Table 4. State of induction of anesthesia, recovery and no return applied to L. guttatus juveniles
(mean weight=21. 61£2¢g) with a dose of 100 mg /L3

Tratamientos T1 T2 T3 T4
Dosis mg/L 25* 100 175 250
Peso promedio (g) 21.97£0.90  21.61+0.75  21.60+1.25  22.01£1.12
Temperatura (°C) 24.0 24.0 23.8 239
Oxigeno (ppm) 6.7 6.8 6.6 6.4
pH 8.0 7.8 8.1 8.1
. . B I 78+0.15 41+0.07° 38+0.17° 27+0.07*
;r;;‘::l':i‘:);‘e induccién en 1 1756029 64+0.13*  67+0.17°  56+0.14°
111 201+0.11 77+0.20* 80+0.17* 72+0.17*
Tiempo de trabajo (seg.) TT 120 120 120 120
v 18+0.04 52+40.15* 108+0.28 136+0.72°
\% 53+0.38 12140.22° 2110.44° 254+0.44°
Tiempo de recuperacion en VI 146+0.26 197+0.17* 296+0.37° 345+0.30°¢
segundos TOTAL (Seg.) 347** 274%* 376%** 417%*
TOTAL (+TT 467 394 496 537

Seg.)

* Letras distintas en los superindices indican diferencias significativas (P<0,05) entre las filas.

Solo se tomo6 T1 y T2 debido a que en los otros tratamientos existié mortalidad.

* Different superscript letters indicate significant differences (P<0.05) between the rows. Only

T1 and T2 were taken because there was mortality in the other treatments.
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A pesar de que su aplicacion es
comun, Prashar et al. (2006), advier-
ten que el aceite de eugenol puede oca-
sionar quemaduras en la piel cuando
se aplica directamente y en altas do-
sis sobre los tejidos blandos, por ello
Gonzalez-Escobar (2002) recomienda
en acuicultura su dilucion en etanol o
como ultimo recurso, su agitacion vi-
gorosa en el agua, para disminuir el
tamafio de las gotas que puedan depo-
sitarse en las branquias y causar seve-
ros dafios. En este estudio se determi-
n6 que las concentraciones de etanol
empleadas no ejercieron ningun efecto
visible en el comportamiento de los
juveniles de pargo manchado. Bajo un
procedimiento similar, Mylonas et al.
(2005) expusieron un grupo de 10 pe-
ces de lubina (Dicentrarchus labrax)
y dorada (Sparus aurata) a concen-
traciones de etanol y no encontraron
efectos negativos significativos sobre
esas especies. Sin embargo, al seguir
el precepto de que todas las especies
no son iguales, para otras se recomien-
da hacer la prueba de exposicion pre-
via al etanol, para asegurar que este no
influird en los resultados de anestesia.

El eugenol demostro, utilizan-
do dosis de 25 mg/L, ser efectivo para
lograr sedacion parcial (solo dos peces
alcanzaron la sedacion total, Cuadro 3),
y quirargica, a partir de los 100 mg/L
de juveniles de L. guttatus. Resulta-
dos similares fueron encontrados por
Millan-Ocampo et al. (2012), quienes
obtuvieron una ligera anestesia con
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la aplicacion de una concentracion de
20 mg/L de eugenol en peces escala-
res (Pterophyllum scalare), dosis que
les permitiria realizar procedimientos
menos complejos. Otros autores como
Mylonas et al. (2005), han reportado
anestesias parciales con dosis de 30
mg/L en lubina (Dicentrarchus labrax).

Se ha observado que la induccién
de anestesia con dosis bajas y tiempo
de exposicion prolongado puede resul-
tar también en tiempos de recupera-
cion prolongados (Sladky et al. 2001;
Cooke et al. 2004) e incluso la muer-
te pues Barata ef al. (2016), quienes
analizaron el efecto del eugenol sobre
perca regia (Argyrosomus regius) ha-
llaron que las mayores mortalidades
se identificaron en las concentraciones
mas bajas del anestésico, a las 2 horas.
Sin embargo, otros autores (Taylor &
Roberts, 1999; Prince & Powell, 2000;
Woody et al. 2002; Webber et al. 2009)
han encontrado entre sus resultados
que concentraciones mas altas en ex-
posiciones mas cortas generan tiempos
de recuperacién menores.

“Este fendbmeno ha sido explica-
do por Mylonas et al. (2005), quienes
obtuvieron tiempos de recuperacion
mas cortos en dosis mas altas de eu-
genol aplicadas en la lubina europea
(Dicentrarchus labrax) y la dorada
(Sparus aurata). Asumen, que dosis
mas altas inducen mas rapido el estado
de anestesia, por lo que el tiempo de
exposicion al aceite de eugenol es me-
nor que en los peces expuestos a dosis

19
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mas bajas. El aceite de eugenol es alta-
mente lipofilico, penetra rapidamente
el epitelio branquial, llega a la sangre y
de ahi es absorbido por los tejidos del
cuerpo, como la grasa y cerebro (Ja-
vahery et al. 2012), por lo que cuan-
to menor sea el tiempo de exposicion
en el bafio de anestesia, sera menor la
cantidad de anestésico absorbido por
el cuerpo, y cuanto mas rapido se tras-
lade el pez al agua limpia mas rapida
serd la eliminacion de la sangre y por
ende, su recuperacion. Resulta impor-
tante recalcar que el grado de sedacion
con eugenol puede variar de acuerdo a
la temperatura del agua con que se esté
desarrollando la investigacion (Cup et
al. 2014). Otros factores que pueden
influenciar en menor grado son el pH,
la salinidad o dureza del agua (Perry &
Gilmour, 2006)”.

En este trabajo no se presentaron
diferencias significativas (P > 0.05)
entre los periodos de induccidn con las
tres dosis que si lograron llevar a los
juveniles a estados de anestésico 111, lo
que infiere que el aumento de la dosis
por arriba de los 100 mg/L no nece-
sariamente aumentara la velocidad de
induccion a la anestesia en juveniles
de L. guttatus, pero si aumentara el
tiempo de recuperacion debido a que
en este si se presentaron diferencias
significativas (P < 0.05) entre las con-
centraciones de 100, 175 y 250 mg/L;
con un tiempo mas prologado en 250
mg/L. Si relacionamos los resultados
de este estudio con los encontrados

20
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por Mylonas et al. (2005) nos lleva a
sugerir que la diferencia entre ambos
se da en que los tiempos de exposicion
a la induccion en este estudio fueron
practicamente iguales, por lo que en
estas circunstancias de induccion la
concentracion si influye en el tiempo
de recuperacion.

Se han establecido varios rangos
de tiempo considerados como eficien-
tes para la anestesia en peces (induc-
cion y recuperacion), por ejemplo, Park
et al. (2003) y Oliveira et al. (2008) re-
comiendan una induccion en un perio-
do menor o igual a tres minutos y una
recuperacion del nado normal en un pe-
riodo no mayor a 10 minutos en el ba-
calao japonés (Hexagrammos otakii) y
tilapia del nilo (Oreochromis niloticus);
mientras que Roubach ez al. (2001) una
induccidn entre uno y tres minutos y la
recuperacion menor a cinco minutos en
la yaturana (Brycon cephalus). Bajo es-
tos parametros y a pesar que los juve-
niles de pargo permanecieron dos mi-
nutos en estado de anestésico antes de
trasladarlos a la fase de recuperacion,
se puede concluir que la concentracion
de 100 mg/L aplicada en este estudio es
altamente eficiente, al obtener un tiem-
po total de induccion de un minuto y
diecisiete segundos y recuperacion de
tres minutos y diecisiete segundos para
un periodo total de cuatro minutos y
treinta y cuatro segundos.

Otros estudios han llegado a la
induccidon quirurgica con dosis simi-
lares en tiempos menores a los cinco
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minutos, entre los que se pueden men-
cionar la perca regia (Argyrosomus re-
gius) a 80 mg/L (Barata et al. 2016),
Salmon atlantico y Salmo salar a 100
mg/L (Iversen et al. 2003); pez gato o
americano (Ictalurus punctatus) a 100
mg/L (Small, 2003), anguila de ale-
ta larga (Anguilla reinhardtii) a 100
mg/L (Walsh & Pease, 2002) y pez co-
nejo (Siganus lineatus) a 50-100 mg/L
(Soto & Burhanuddin, 1995). Aunque
la mayoria de estudios han demostrado
que se puede llegar a la induccioén qui-
rargica en dosis menores, por ejemplo
Cunha & Rosa (2006) reportaron con-
centraciones de 20 a 60 mg/L de acei-
te de eugenol efectivas para anestesiar
peces de arrecife tropical, con periodos
de induccidon menores a dos minutos y
tiempos de recuperacion de dos a cuatro
minutos, mientras que Garcia-Gomez
et al. (2002), lograron anestesiar en un
periodo de 3 a 6 minutos y recuperar
en 2-5 minutos ejemplares de especies
como Seriola dumerili, Dicentrarchus
labrax, Sparus aurata, Dentex dentex 'y
Diplodus puntazzo.

El tiempo es un factor importan-
te en todas las actividades operativas
en la industria acuicola, en especial a
gran escala, por ello con base en los
resultados obtenidos en este estudio se
considera conveniente una induccion
que no supere los dos minutos y una
recuperacion menor a los cuatro minu-
tos; asi como, realizar el mismo estudio
con dosis entre 25 y 100 mg/L, debido a
la probabilidad de que exista una dosis
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con iguales o mejores resultados que la
de 100 mg/L, que permita una menor
dosis de anestésico y por ende, un me-
nor costo econémico. La disminucion
de la dosis evitara el incurrir en gastos
econdémicos innecesarios, ya que los
anestésicos son costosos y excesivas
dosis aumentaran los costos operativos
(Roubach et al. 2005).

Se ha demostrado que pueden
darse episodios de mortalidad en pe-
ces con el empleo de aceite de euge-
nol si el tiempo de exposicidon supera
el margen de seguridad (Sladky et al.
2001). En el cultivo de pargo man-
chado, como en otros peces marinos
(Mylonas et al. 2005), muy pocas ve-
ces se anestesia individualmente, por
lo general, esta practica se realiza so-
lamente con reproductores. En el caso
de larvas, juveniles o adultos en en-
gorde, las inducciones a la anestesia se
hacen grupales, lo que implica que los
ultimos en ser analizados (p. ej. deter-
minacion del peso, longitud, revision
de deformidades o biopsias) tendran
una mayor exposicion al anestésico,
ocasionandose la muerte si se supera el
umbral toxicologico de no retorno. Ra-
zon por la que en este trabajo se con-
sider6 esencial definir el tiempo maxi-
mo de exposicion de los juveniles de
L. guttatus en la dosis mas eficiente de
induccion y recuperacion (100 mg/L).

Los resultados mostraron que
los juveniles de L. guttatus toleran
la dosis de 100 mg/L hasta un maxi-
mo de tiempo de anestesia quirurgica
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de ocho minutos, a los 12 minutos se
presenta una mortalidad del 50% de
los peces y a los 16 minutos el 100%.
Estos resultados le permiten al acui-
cultor cronometrar el tiempo total de
trabajo sin riesgos de mortalidad, en
este caso, equivalente a la suma del
tiempo de induccion de un minuto y
quince segundos mas el tiempo de se-
dacion quirargica de ocho minutos. El
tiempo de trabajo con el eugenol a una
dosis de 100 mg/L aplicado a juveniles
de L. guttatus no debe sobrepasar los
8 minutos tras alcanzar la sedacion a
una temperatura entre 24.0 y 24.8°C.
Segun Portz et al. (2006), las dosis de
sedacion para eugenol deben ser varia-
das cuando hayan cambios de al me-
nos 2°C en el agua.

El eugenol es eficaz para la anes-
tesia de juveniles (peso promedio=21.
61+2g) de pargo manchado (L. gu-
ttatus) en temperaturas entre 24.0 y
24.8°C. La concentracion de 25 mg/L
es suficiente para la induccidon anes-
tésica parcial de los peces, la cual es
ideal para realizar actividades rutina-
rias menos complejas, mientras que
la concentracion mas eficiente en lo-
grar la sedacion quirurgica fue de 100
mg/L, con una induccién y recupera-
cion mas rapida, sin presentar proble-
mas de mortalidad en un tiempo de
exposicion total no mayor a los 8 mi-
nutos después de la sedacion.
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