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EL USO DE BENZOCAINA E HIPOTERMIA COMO SEDANTES PARA EL
TRANSPORTE DE JUVENILES DE PEZ BLANCO, Chirostoma estor estor, Jordan
1879.

RESUMEN:

Se evaluo el efecto del uso de la benzocaina e hipotermia y su combinacién como sedantes
en juveniles de C. estor estor. Se utilizaron once distintas concentraciones de benzocaina:
3,6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 y 40 mg/L; estableciéndose once tratamientos, con tres
réplicas cada uno y su testigo sin anestésico, en agua con una salinidad de 5%.. Se
realizaron observaciones en el siguiente periodo de tiempo: 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 minutos
para cada tratamiento. El experimento de hipotermia se inici6 a la temperatura ambiente del
agua (23.8+£2.8°C) y posteriormente con reducciones a intervalos de 3°C con la siguiente
relacion: 21, 18, 15, 12 y 9°C; estableciéndose en total cinco tratamientos con tres réplicas
cada uno y su testigo a temperatura ambiental. Se realizaron observaciones en el siguiente
periodo de tiempo: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 94 y 120 minutos por tratamiento. Una vez
conocidos los 6ptimos de temperatura y concentracion de benzocaina se realizé un tercer
experimento con una combinacion de benzocaina e hipotermia; se utilizaron las
temperaturas de 15°C y 12°C combinadas con cuatro concentraciones de benzocaina 9, 12,
15 y 18 mg/L; estableciéndose ocho tratamientos con tres réplicas. De acuerdo a los
resultados obtenidos las dosis de 15 y 18 mg/L de benzocaina y las temperaturas de 15°C y
12°C fueron las mas adecuadas para lograr sedacion en términos de supervivencia y
comportamiento en el nado. La mejor combinacion para sedacion profunda fue la de 15°Cy
12 mg/L de benzocaina, la cual se empled para el transporte de los organismos. Esto
constituy6 el cuarto experimento en el que se transportaron peces por un periodo de 3:30
horas en bolsas de plastico con 9 L de agua a una salinidad de 5%o, y, en un quinto
experimento, en que los peces se transportaron durante 8:30 horas. Este tltimo para poner a
prueba la combinacion de las técnicas de sedacion y evaluar los beneficios del uso de Aloe

Vera.

La evaluacion de las actividades y signos de los peces a los 0 minutos del postransporte
mostro diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos; no se encontraron
diferencias significativas (P>0.05) a las 2, 24 y 48 horas postransporte, ni tampoco en la
supervivencia y nimero de escamas pérdidas por los peces, ni entre el uso o no del extracto

de A. vera. Los peces que fueron transportados sin el uso de los anestésicos de los
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tratamiento 3 (T-BH+AV) y 4 (T-BH-AV) a los 2 dias después 48 horas de postransporte

10% presentaron infeccion por hongos y murieron.

La técnica de sedacion desarrollada para el transporte de juveniles de C. estor estor resultd
ser muy confiable, como quedé demostrado al ser aplicada para trasladar a 4, 848 peces de
Morelia a estanques en Ichupio, Tzintzuntzan, Mich., ya que no se registré6 mortalidad
durante el manejo, transporte y siembra en los sistemas semintensivos de cultivo.

Por otra parte, se midio la tasa de consumo de oxigeno en un sistema de recirculacion en
flujo continuo en condiciones: a) reposo, b) después 1 y 5 minutos de la alimentacion
(postprandrial) y c) después 1 y 5 minutos de aplicacion de un estimulo estresante por
manipulacion. Las tasas de consumo de oxigeno en estas condiciones estuvieron fluctuando
entre 334.6-742.9 mgO,'kg'*h™'. Con base en estos datos se considerd que la mayor tasa de
consumo de oxigeno 742.9 mgO,-kg " -h™ que presentaron 20 peces con un peso de 151.3 g
después de 1 minuto de estrés por manipulacion, se calculd el consumo teodrico de oxigeno
de 790 mgO, para transportar en bolsas de plastico durante 16 horas 10 peces con un peso

de 75.65g por bolsa con 9 litros de agua a 5%o saturada a 6 mg/L de oxigeno.

Palabras claves: Juveniles, Chirostoma estor estor, benzocaina, hipotermia, Aloe vera,

tasa de consumo de oxigeno, transporte.

Sanchez-Blanco, J. 2006. El uso de benzocaina e hipotermia como sedantes para el
transporte de juveniles de pez blanco, Chirostoma estor estor, Jordan 1879. Tesis de Grado.
Maestria en Ciencias en Limnologia y Acuicultura. INIRENA-UMSNH. Morelia, Mich.,
Méx. 83 pp.
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El Uso de Benzocaina e Hipotermia como Sedantes para el Transporte de C. estor estor.

I. INTRODUCCION

El pescado blanco Chirostoma estor estor es una especie endémica del Lago de Patzcuaro,
Michoacan, perteneciente a la familia Antherinopsidae, el cual presenta similitudes con

algunos atherinopsidos marinos al poseer ancestros comunes (Barbour, 1973).

El pez blanco es el recurso pesquero de mayor importancia en el lago, reportandose que
unos 2000 pescadores dependen de su pesqueria, ademas de su gran relevancia cultural,
bioldgica y comercial. Sin embargo actualmente su poblacion se encuentra en peligro de
extincion debido al gran deterioro de su habitat, causado por la deforestacion de la cuenca,
la introduccion de especies exoticas y la contaminacion organica e industrial del lago.
Ademas, por la gran demanda y alto valor comercial que tiene en el mercado de la region,
se encuentra sujeto a una fuerte presion pesquera, por lo que se realiza una explotacion
exhaustiva y poco selectiva que captura peces de todas las tallas, reduciendo en

consecuencia notablemente su poblacion.

Diversas investigaciones sobre el pez blanco, como son los estudios sobre sus habitos
alimenticios, comportamiento y reproduccion en cautiverio, larvicultura, estructuras de
alimentacion, condiciones Optimas de salinidad y temperatura, esquemas de alimentacion,
actividades enzimaticas digestivas; entre otras, han permitido sentar las bases para su
cultivo en condiciones controladas y proveer una alternativa para conservar y recuperar la
especie (Martinez-Palacios et al., 2005). Entre estos avances resaltan la optimizacion de los
métodos de cultivo, el incremento de la supervivencia de los organismos, desde huevo hasta
adulto y el logro de cerrar el ciclo de cultivo del pez blanco en las instalaciones del
Laboratorio de Acuicultura del INIRENA-UMSNH. Todo esto permite ahora su cultivo
comercial y su transferencia a diferentes comunidades del estado, contribuyendo asi a
ampliar sus actividades comerciales y de autoconsumo. Sin embargo, la transferencia de la
tecnologia del cultivo de pez blanco requiere indispensablemente el empleo de técnicas de
transporte ad hoc para la especie, puesto que se trata de un organismo sumamente

estresable que presenta altas mortalidades como resultado de esta caracteristica.

Los anestésicos son ampliamente usados en acuicultura para ayudar al manejo de los
animales, ya que minimizan la respuesta al estrés y previenen sus impactos negativos

(Wagner et al., 2002), como la inmunodepresion, que facilita infecciones subsecuentes
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(Ortufio y Messeger, 2002; Davis y Griffin, 2004) e incrementa la susceptibilidad a
enfermedades, la reduccion en la calidad del huevo y del esperma y la afectacion en el

crecimiento (Pickering, 1993; Davis y Griffin, 2004).

Diferentes anestésicos quimicos (Munday y Wilson, 1997; Ross y Ross, 1999; Ortuiio y
Meseguer, 2002; Pirhonen y Schreck, 2003) asi como el empleo de hipotermia, sola o
combinada con anestésicos quimicos (Rodman, 1963; Ross y Ross, 1999; Hovda y Linley,
2000), han sido utilizados para anestesiar peces vivos con la finalidad de ayudar en las
operaciones de captura, manejo, control y transporte. Adicionalmente los anestésicos son
usados en campo o laboratorio para inmovilizar peces en diversos procedimientos como:
medir, marcar, pesar, desovar, sexar, tratamientos de enfermedades o parasitos, vacunar,
capturar, observacion en experimentos de monitoreo en el campo (Munday y Wilson, 1997;

Iversen et al., 2003; Hovda y Linley, 2000) o incluso provocar la muerte por sobredosis.

El transporte es considerado un procedimiento traumatico que expone a los peces a una
serie de estimulos adversos de estrés que pueden causar reacciones fisiologicas que afectan
funciones esenciales para la vida (Schreck et al., 1995; Erikson et al., 1997). Entre los
agentes estresantes que se presentan durante el transporte se encuentra la manipulacion, el
uso de la red para capturarlos, el embarque a altas densidades, la descarga, el inadecuado
intercambio de agua y la mala calidad del agua. El transporte a altas densidades causa
abrasion mecanica debido al contacto entre los peces y el contenedor (Ross y Ross, 1999;
Davis y Griffin, 2004). La calidad del agua en estos sistemas cerrados también causa estrés
y por lo tanto es un factor limitante que compromete la supervivencia durante y posterior al
transporte (Sampson y Macintosh, 1986; Ross y Ross, 1999). El estrés dafia la eficacia de
los tratamientos con anestésicos al reducir la hipoventilacion, incrementar el metabolismo
anaerobico y prolongar el tiempo de recuperacion de los peces (Bernier y Randall, 1998;

Ross y Ross, 1999).

La necesidad de manejar y transportar peces vivos para su comercializacion y dentro de la
industria del cultivo ha requerido del desarrollo de técnicas adecuadas de anestesia que
ofrezcan un manejo 6ptimo de los organismos sin deteriorar su salud o su valor comercial
(Pirhonen y Scheck, 2003), reduciendo ademas la mortalidad durante el transporte (Bernier
y Randall, 1998). Asi, el transporte de peces vivos en bolsas de polietileno cerradas con

agua, oxigeno y con anestésicos de diferente origen es comun en la acuicultura (Ross y
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Ross, 1999, Sampson y Macintosh, 1986). Sin embargo, se ha observado variacion entre
especies y en los estadios de vida a la reaccion del tipo y concentracion de anestésico
utilizado durante el transporte (Ross y Ross, 1999; Celada et al., 2000). Al seleccionar un
anestésico en particular se debe de considerar la conveniencia de su uso, la seguridad para
los peces, usuarios y el ambiente, eficacia, perturbaciones fisiologicas y su costo (Ross y
Ross, 1999; Pirhonen y Schreck, 2003). Sin embargo, aunque existe una amplia gama de
anestésicos quimicos, son pocos los que estan disponibles, seguros, regulados y
economicamente accesibles (Bernier y Randall, 1998). Ademas, todas las técnicas de
anestesia y agentes sedantes tienen limitaciones en su eficacia para un particular propdsito,

pueden dificultar la anestesia o sedacion (Hagen, 2003).

C. estor estor es una especie muy susceptible a la manipulacion y al transporte, presentando
altas mortalidades en adultos y juveniles durante y después del transporte (Solérzano, 1963;
Rosas-Moreno, 1970). Considerando este problema, el propodsito del presente estudio fue
evaluar los efectos sedativos individuales y combinados de la benzocaina y la hipotermia
asi como el efecto protector del Aloe vera. Ademas, resultd también necesario evaluar la
tasa de consumo de oxigeno de juveniles de C. estor estor en agua a 5%o de salinidad; todo
esto con la finalidad de desarrollar una técnica eficiente para el manejo de esta especie
durante el transporte, que asegure la supervivencia y salud de los peces durante y después

del evento.
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II. ANTECEDENTES

2.1. Anestésicos utilizados en Acuicultura

El uso de anestésicos es una herramienta empleada en la acuicultura para minimizar los
efectos negativos del estrés y los dafios fisicos producidos durante el manejo, control y
transporte de los peces, pero también puede producir efectos negativos que incluso pueden
causar la muerte, dependiendo del anestésico y de su concentracion. Sin embargo, en
general son mayores las ventajas que las desventajas cuando los anestésico se utilizan a la
concentracion adecuada (Ross y Ross, 1999).

Se conocen diferentes métodos para inducir anestesia general o local (Tabla 1).

Tabla 1. Métodos usados para producir anestesia general o local. Adaptado de Heavner (1981), tomado de Ross y Ross
(1999).

Métodos Técnicas

Fisicos Hipotermia

Estimulacion eléctrica

Acupuntura

Presion

Quimicos | Inhalacién

Paretal: Intravenoso, Intraperitoneal e Intramuscular
Oral
Rectal

Psicologicos | Sugestion /distraccion

Hipnosis

Entre los anestésicos quimicos utilizados en la acuicultura se encuentra el: MS222,
benzocaina, benzoak®, aceite de clavo, CO,, quinaldina, xilocaina, KCL, MgCl,, 2-
fenoxietanol, cloroformo, sulfato de quinaldina, tricaina, Aqui-S® (50% isoeugenol y otros
ingredientes), Aqui-S™, metomidate, etc., (Ross y Ross, 1999). No obstante existen una
serie de factores biologicos y ambientales, que pueden afectar la eficacia de los anestésicos
(Ross y Ross, 1999), los que se citan a continuacion:

Factores biologicos: especie (en relacion con el 4rea branquial), tamafio y peso
(relacionados con la tasa metabolica), contenido de lipidos, sexo y madurez sexual,

condicion del cuerpo, estatus de enfermedad y variacion genética.
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Factores ambientales: como la temperatura, pH (ionizaciéon de moléculas), salinidad
(capacidad de buffer) y contenido de minerales en el ambiente (importante antagonismo

con el calcio).

Para el presente estudio se emplearon las técnicas de inhalacién de benzocaina como
anestésico quimico; la técnica de hipotermia como anestésico fisico, la combinacion de

ambas técnicas y la utilizacion Aloe vera.

La técnica de inhalacion es la mas ampliamente utilizada para peces, el anestésico se aplica
en solucidon acuosa y por ventilacion (inhalacion), ingresa por la cavidad bucal a las
branquias, donde rdpidamente entra a la sangre arterial, siendo ésta una via muy corta hacia
el sistema nervioso central. Cuando los peces son retirados del anestésico sus metabolitos
son excretados via branquias y en menor proporcion a través de la piel y algunos otros
materiales intactos o como metabolitos pueden ser excretados via rifion (Ross y Ross,

1999).

2.1.1. Benzocaina

Es un anestésico local tipo ester, de color blanco cristalino, de rapida induccién y tiempo de
recuperacion, muy similar al MS222 (a diferencia de este no tiene el grupo sulfonil) y es
efectivo en aproximadamente las mismas dosis. Sin embargo, es 250 veces menos soluble
en agua (solamente 0.04% p/v), por lo que se utiliza acetona, etanol o glicol propileno
(acttan como dispersantes) como solventes. Las soluciones de benzocaina (100g/L en
etanol u otros solventes) requieren almacenarse en frascos color ambar conservandose asi
por periodos largos de minimo un afo. Es neutro en solucién por lo que es menos
hiperactivo y causa menor respuesta de estrés que el MS222. Su eficiencia y solubilidad no
es afectada por la dureza del agua ni el pH. En altas temperaturas incrementa su
solubilidad; de 409 mg/L (a 5°C) a 1,118 mg/L a 30°C (Allen et al., 1994). Actua
sistematicamente bloqueando los canales de Na” en la neurona, lo que reduce la transmision
del potencial de accion (Carmichael, 1985).

La benzocaina es el anestésico quimico mas comtinmente utilizado en el manejo de peces,
por su gran eficiencia cuando es aplicado por exposicion en bafios, por la rapida
recuperacion de los organismos y por ser inofensivo para el hombre, pero el margen de
eficiencia se reduce en altas temperaturas. Las concentraciones optimas comunmente

usadas, en intervalos de 20-100 mg/L, varian con el tamafio del organismo, la especie y la
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temperatura (Meinertz et al., 1991; Canfield et al., 1994; Hiney et al., 1995; Hayton et al.,
1996; Munday y Wilson, 1997; Ross y Ross, 1999; Meinertz et al., 1999; Ortuiio et al.,
2002; Hagen, 2003; Iversen et al., 2003; Marquez de Miranda et al., 2003; Serum y
Damsgérd, 2004).

Su utilizacion en peces no afecta el crecimiento, capacidad reproductiva (Ross y Ross,
1999) ni el consumo de alimento (Serum y Damsgérd, 2004). Al igual que el MS222 la
benzocaina es soluble en grasas lo cual puede prolongar el tiempo de induccion y
recuperacion en animales viejos y gravidos.

Nombre alternativo: Etil-p-aminobenzonato, acido 4-aminobenzoico etil ester

Nombre quimico: etil-4-aminobenzonato

Foérmula: C9H11NO2 [H2 NC6H4CO2C2H5] (Figura 1).

Figura 1. Estructura quimica de la benzocaina

2.1.1.1. Toxicidad

Debido a el potencial de la benzocaina por su uso en peces destinados al consumo humano,
ha sido estudiado en algunas especies de peces su metabolismo, tiempo de persistencia, sus
metabolitos y eliminacion para evaluar los efectos toxicos; de esta manera evitar que sea
consumida por el hombre; encontrandose en trucha Oncorhyncus mykiss (Salmonidae) 3
horas después de administrar "C-benzocaina HCL de forma intra-arterial, a una dosis de
20.8 pg'kg’, que el 70% de la dosis fue eliminada via branquias, orina y bilis, y que la
eliminacion del 30% restante fue lenta hasta las 24 horas (Meinertz et al., 1991). Estos
mismos patrones fueron observados en Ictalurus punctatus (Ictaluridae) (Hayton et al.,
1996). La distribucion de benzocaina y sus metabolitos en I. punctatus fue determinada
Hayton et al. (1996) después de su exposicion a 70 y 35 mg/L de '*C-benzocaina,
observando bandas de concentracion de radioactividad en tejido conectivo, la cual fue
eliminada rapidamente, pero los remanentes persistieron con una vida media de 8 dias en
tejidos y fluidos 3.2 dias en bilis. A los 10 dias de aplicada la anestesia el orden decreciente

., . 14 , T , cn s cn s
de concentracion de residuos de ~C-benzocaina fué: bilis, higado, rifidon tronco, rifién
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cabeza, piel~musculo rojo, plasma y musculo blanco. En estas especies los metabolitos de
la benzocaina fueron acetilbenzocaina, dacido acetil-p-aminobenzoico y 4cido p-
aminobenzoico.

Por otro lado, Marques de Miranda et al. (2003) evaluaron la genotoxicidad en vivo y in
vitro de distintas concentraciones de benzocaina en eritrocitos de Oreochromis niloticus
(Cichlidae) expuestos por 10 minutos y su posible interaccion in vitro con dos mutagenos:
el agente alcalino metil metanosulfunato (MMS) y el agente oxidativo perdxido de
hidrégeno H,0,. Después de 30 minutos, 2, 8, 24 y 48 horas de exposicion al anestésico,
encontrando que la benzocaina no tiene efecto genotoxico o co-genotdxico, no interactia
con los mutagenos ni dafia el DNA, y por lo que su uso es recomendado en estudios donde
se utilize sangre. Posteriormente Meinertz et al. (1999) desarrollaron un procedimiento
sensible, exacto y preciso con el usdé de cromatografia de liquidos para determinar
concentraciones de benzocaina y el metabolito N-acetilbenzocaina en el tejido comestible

(filete) de O. mykiss.

2.1.2. Hipotermia

La temperatura es un factor que influye directamente en el metabolismo de los organismos,
afectando todos los procesos fisiologicos en los ectotermos, como el consumo de alimento,
metabolismo y eficiencia nutricional (Burel et al., 1996). La tolerancia de los peces a una
determinada temperatura depende de la aclimatacion (Das et al., 2005) e historial térmico
de cada especie.

La hipotermia consiste en una disminucion de la temperatura de un organismo y su uso en
peces ha demostrado que reduce el metabolismo, minimiza la secrecion de amonio, la
produccion de desechos solidos, tranquiliza o inmoviliza al organismos y reduce el
consumo de oxigeno de los peces (Bell, 1964). Ademas la disminucion de la temperatura
incrementa la concentracion de oxigeno disuelto en el agua. Asi mismo la hipotermia ha
sido usada como una medida practica de anestesia (Hovda y Linley, 2000), y ha sido usada
para producir sedacion durante el transporte de peces vivos (Rodman, 1963), debiendo
evitar que la temperatura del agua aumente sobre la temperatura de inicio, incluso, si es
posible, debe reducirse dentro de ciertos limites de acuerdo a la especie (Ross y Ross,
1999). Es cominmente empleada como anestesia en otros ectotermos como anfibios y
reptiles por su capacidad de producir insensibilidad al dolor, paralisis (inmovilizacion),
reducir el metabolismo y la actividad motora (Suckow et al., 1998). Para disminuir la

temperatura del agua de cultivo se puede emplear refrigeracion, adicion de hielo de agua o
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hielo seco (CO, soélido), en contacto térmico con el agua, pero fisica y quimicamente

aislado para evitar contaminacion.

Reportes sobre el uso de hipotermia para el transporte de organismos se encuentran citados
por Rodman (1963) quién transporté por aire a 0.28°C durante 23 horas juveniles de
Acipenser transmontanus (Acipenseridae), en bolsas de polietileno con 4 galones de agua y
hielo seco entre las bolsas, reportando una supervivencia en excelentes condiciones. Por su
parte Havda y Linley (1999) estudiaron el efecto de la combinacion de hipotermia y
salinidad sobre la supervivencia de huevos y embriones en el salmén Oncorhyncus
gorbuscha (Salmonidae), encontraron que entre —1.5 y 3°C se presenta anestesia profunda y
que el tiempo de recuperacion se relacion6 con la temperatura y con el tiempo de anestesia,
pero sin afectar la supervivencia de los huevos. La hipotermia se ha usado también en
combinacion con la anestesia quimica: de acuerdo a Ross y Ross (1999) la dosis de
benzocaina para la sedacion de crias de tilapias a 25°C es de 30 a 32 mg'L" logrando la
disminucion de hasta 25 mg-L™" al bajar la temperatura del medio a 18°C.

Aquilina y Roberts (2000) utilizaron nebutal, benzocaina, MS222 y fenoxitol de propileno
y dos métodos no quimicos: temperatura y exposicion al aire para inducir la relajacion
muscular en Haliotis iris (Halotidae); por su parte Celada et al. (2000) para almacenar y
transportar en bolsas de polietileno huevos y embriones de Pacifastacus leniusculus
(Astacidae) de 1, 3, 6, 28 y 56 dias posteclosion; utilizaron 124+1°C y 4+0.5°C; encontrando
que la supervivencia de la etapa juvenil al final del almacenamiento de 4 semanas fue 95%
y la de 8 semanas fue de 63% en ambas temperaturas; asi como que los huevos fueron
viables después del almacenamiento y el transporte de 6 horas seguido por 2 dias de

almacenamiento.

2.2. Transporte de pescado blanco C. estor estor

Las experiencias sobre el transporte del pescado blanco en diferentes etapas de desarrollo,
sin el uso de anestésicos se encuentran desde 1963 cuando Soldrzano transporto6 juveniles y
adultos vivos con una muy baja supervivencia y a su llegada a los lugares de confinamiento
murieron, pero con un éxito parcial el traslado y propagacion de huevos en fase
embrionaria. Rosas-Moreno (1970) realiz6 varios experimentos de transporte, de diferente
duracién, con organismos de distintas edades: 3400 juveniles entre 5 y 7 meses de edad,
reportando que alevines de 10 dias sobrevivieron al transporte durante la noche al evitarse

el ascenso de la temperatura, peces de 3 meses sobreviven a 3 y 4 horas, pero sus
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reacciones disminuyeron durante el transporte y los de 300 y 360 dias de 8 a 10 cm
sobrevivieron y resistieron viajes de 25 horas; mientras peces de 6 meses, 5 0 6 cm
presentaron un éxito parcial resistiendo viajes de 8 a 10 horas, con una mortalidad de 15%.
Los peces mas vulnerables fueron los de 30 dias de edad, los cuales no soportaron el
manejo y no sobrevivieron al movimiento del vehiculo durante el transporte y adultos
capturados en campo no resisten 2 horas de transporte; ademds sefiala que la causa de
mortalidad es la agitacion mecanica, no la intoxicacion por CO; ni la deficiencia de O,. Por
otro lado el mismo autor transportd huevos fecundados artificialmente en una bolsa de
plastico con agua limpia e inyectd oxigeno, después de 120 horas de transporte presentaron
una supervivencia del 100%. Mientras Armijo y Sasso (1976) al transportar huevos
fecundados por 144 horas en bastidores de madera cubiertos con tela de algodon
humedecida: 15 000 huevos/colector, encontraron una mortalidad de solo el 2%; por su
parte Rios (2000) transportd huevos de C. estor copandaro en bolsas de plastico con agua a
salinidad 10%o para evitar el ataque de Saprolegnia, aplicé oxigeno y no reporta mortalidad,
también Tello (2004) transport6d huevos de C. estor estor en bolsas de plastico con 10 litros
de agua del lago filtrada a salinidad 5%o e inyect6 oxigeno tampoco reporta mortalidad. Asi

el transporte de huevos fertilizados en campo no presenta problema.

También se ha usado MS222, xilocaina y xilocaina potenciada con bicarbonato de sodio, en
diferentes concentraciones para el manejo y transporte de Chirostoma humboltianum
silvestres en bolsas de plastico Alvarado y Ruiz (1996) determinaron tiempo de induccion,
etapas de anestesia, tiempo de recuperacion, factor de condicion (K) y el de condicion
multiple (KM) para machos y hembras, los cuales no presentaron correlacién con el tiempo
de induccion y recuperacion de los anestésicos utilizados. Ensayaron dos métodos de
anestesia para transporte: a) concentracion de mantenimiento, en el cual los peces fueron
colocados en el medio de transporte con el anestésico al nivel de sedacion profunda; b)
pretratamiento anestésico los peces fueron previamente anestesiados a los niveles de
sedacion profunda, anestesia ligera y quirurgica, posteriormente se colocaron en el medio
de transporte con el anestésico de mantenimiento; este ultimo método emplearon para un
transporte de 6 horas a anestesia quirirgica con 175 ppm de MS222 y concentracion de

mantenimiento de 5 ppm de MS222 para una densidad de carga de 60 g/L.

Existen algunos estudios sobre los efectos en los peces de la calidad del agua, anestésicos y

estrés, durante y después del transporte con fines comerciales y repoblamiento; asi Schreck
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et al. (1995) ensayaron estresar antes del transporte a Oncorhyncus tshawitscha
(Salmonidae), al bajar los niveles de agua, destellando una luz brillante sobre los tanques,
golpeando a los lados de los tanques y ahuyentando a los peces con redes; lo cual no afectd
la respuesta fisiologica al estrés durante el transporte y adaptabilidad al agua marina, los
niveles de cortisol, glucosa y lactato se establecieron, aumentando la supervivencia y la
resistencia a patdgenos Aeromonas salmonicida; mientras Belanger et al. (2001) reportaron
en machos de A. transmontanus que los estresores transporte + manipulacion y bajo nivel
de agua incrementaron significativamente el cortisol por encima de los niveles pre-estrés y
post-estrés; por su parte Criscuolo et al. (2004) encontraron en juveniles de Brycon
cephalus (Characidae) después de manipulacion y transporte de 4, 25 y 96 horas en bolsas
de plastico a densidades de 83, 125y 166 g'L" que la glucosa aument6 ligeramente después
de la manipulacion y significativamente después del transporte, regreso a su valor inicial a
las 24 horas postransporte, el cortisol decrecid inversamente a la densidad, el cloruro
disminuy6 después del transporte, la osmolaridad increment6 a altas densidades y regreso
al valor inicial después de las 96 horas, el hematocrito aument6 después de la manipulacion
y no se presentd mortalidad.

Por su parte Weirich, et al. (1992) en Morone chrysops x Morone saxatilis (Moronidae)
después de aclimatarse a 5, 10, 20, 40 y 80 mg/L de calcio y salinidades 1, 8, 16 y 24%o a
25°C, los efectos por manipulacidn y transporte disminuyeron en agua dulce con suficiente
calcio y en agua salada cercana isoosmotica con el plasma, la mas alta supervivencia se
presentd en 80 mg/L de calcio en agua dulce y 8%o, en agua salada decreci6 al incrementar
la salinidad, la osmolaridad en el plasma decreci6 en 1%o, aumentd en 16 y 24%o; mientras
Tipping (1998) reportd en O. mykiss en un transporte con 24 horas de descanso antes de ser
liberados, no mejord la supervivencia; por su parte Pavlidis et al. (2003) en juveniles de
Pagrus pagrus (Sparidae) al usar remocion del agua, evitar diferencias en la temperatura
manteniéndola a 19°C y al anestesiar 0, 10 y 20 ppm de etinolglicol-monofenileter no
encontraron diferencias significativas durante transporte de 48 horas a densidades de 20-25
kg/m’, en supervivencia, parametros del agua, salinidad excepto a 50 ppm del anestésico.
Mientras Paterson et al. (2003) reportaron en Lates calcarifer (Latidae) durante la
simulacion de transporte y transporte bajo condiciones de elevado e inusuales niveles CO;
y NHj3 en bolsas, el pH del plasma bajo cerca de niveles letales, poniendo en peligro la
habilidad de la sangre para transportar oxigeno, pero las células rojas de la sangre

aparentemente mantuvieron su pH interno y la capacidad de transportar oxigeno.
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2.2.1. Control del ambiente durante el transporte

Muy comtinmente se realizan algunas practicas de control del ambiente que favorecen las
condiciones de los organismos durante el transporte. Estas son: asegurar la limpieza basica
con cambios parciales o completos de agua, adicion de oxigeno para una buena
oxigenacion, reduccion de la temperatura, adicion de sal (NaCl o CaCl,) para reducir el
trabajo osmético (5 g-L”' NaCl o 50-75 mg-L™ CaCl,) de peces de agua dulce (Ross y Ross,
1999) y para el balance de electrolitos en el agua (Carmichael et al., 1985; Pavlidis et al.,
2003). Se ha reportado que el uso de agua salobre ayuda a reducir la respuesta de estrés
incrementando asi la supervivencia durante el transporte de peces de agua dulce, al
disminuir al minimo el trabajo osmorregulatorio (Pickering, 1993). También se usan
diferentes productos quimicos durante el transporte tales como antibidticos o
desinfectantes: azul de metileno, verde de malaquita, permanganato de potasio, y acriflavin
(clorofenicol, neomiocina) entre otros. Las dosis profilacticas varian para cada una de las
diferentes practicas (Ross y Ross, 1999).

Asi Hiney et al. (1995) emplearon 5.7 pgrmL™" de benzocaina y 100 pgrmL" de flumisol
para prevenir furunculosis a 720, 000 crias de S. salar durante su transporte con 365 kg/m’
en una caja; sin embargo se presentd una induccion furtiva de furunculosis por estrés
después del transporte. Peterson y Carline (1996) aplicaron tetraciclina en larvas de
Stizostedion vitreum (Percidae) durante el marcaje y transporte a diferentes densidades. La
supervivencia a 24 horas fue de 82-100% y el marcado no increment6 la mortalidad 24
horas post-transporte; por su parte Singh et al. (2004) usaron 20 mL-L" de sulfato de
neomicina, 0.01 M Tris buffer, 0.09 mL-L" de 2 fenoxietanol, ademas de dos agentes para
controlar la calidad del agua 250 o 500 mL-L"' de Oxyflow y 7 g'L" Zeolite, para el
transporte por 48 horas de 1500 larvas de carpas de la India Catla catla, Labeo rohita y
Cirrhinus mrigala (Cyprinidae) en bolsas de polictileno. Estos agentes controlaron la
toxicidad del amoniaco, el pH, el crecimiento bacterial y la calidad del agua; su uso no
causo efectos post-transporte, reportandose un 100% de supervivencia. Davis y Griffin
(2004) en (M. chrysops x M. saxatilis) indujeron estrés al bajar el nivel del agua, lo cual
incremento6 el cortisol y glucosa aun con el uso de aceite de clavo, Aquis-S®, MS222,
quinaldina y sulfato de quinaldina excepto con el metamidate, 5 g/l de NaCl combinado
con anestésicos disminuyo la respuesta al estrés, NaCl solo indujoé un incremento temporal

en cortisol y no redujo la respuesta debida al estrés.
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2.3. Aloe vera

Aloe vera (L.) Burm. f. es una planta tropical o subtropical de la familia Liliaceae. Es usada
por diversas culturas en la medicina tradicional con propositos curativos, en tratamientos de
desordenes que incluyen cicatrices, heridas y quemaduras (Grindlay y Reynolds, 1986),
donde estimula la sintesis de coldgeno como resultado de estimular la actividad y
proliferacion de fibroblastos (Thompson, 1991; Chithra et al., 1998), también se usa con
fines cosméticos y para la salud en general (Chithra et al., 1998). Ademas de varios
reportes que describen su actividad anticancerigena, antidiabética, antiinflamatoria,
antibiotica, antimicrobial, en la restauracion de tejidos, solo o en combinacion con otros

compuestos (Reynolds y Dweck, 1999).

Dos principales productos son provistos de las hojas del A. vera, un latex amarillo
(exudados) conocido como purgante (Cheney, 1979 citado por Nobuyuki et al., 1997),
compuesto de aloin, aloe-emodin, fenoles, C-glucosylanthrone, aloin-O-metil-7-
hidroxialoin A (barbaloin) y B (isobarbaloin); homonataloin A y B (Okamura et al., 1997);
ademas 8-C-glucosil-7-0-metil-(S)-aloesol, isoaloeresin D y aloeresin E los cuales inhiben
la tirosinasa (Okamura et al., 1996), los cuales son abundantes en las capas internas de las
células de la epidermis (Nobuyuki et al., 1997; He et al., 2004).

El segundo es un gel claro descolorido, insipido y mucilaginoso obtenido de las células del
parénquima (Grindlay y Reynolds, 1986), el cual es usado para estimular la formacion de
células en los islotes de Langerhans, incluyendo las células beta en tratamientos de
enfermedades de la piel. Contiene diversos compuestos inorganicos: aluminio, boro, bario,
calcio, hierro, magnesio, manganeso, sodio, fosfatos, silice y estroncio (Yamaguchi et al.,
1993), y la sustancia activa del gel esta constituidas por un polisacarido de manosa con O-
acetilaciones (en aproximadamente 8 de cada 10 manosas) que se conoce como acemannan
o Carrisyn'" y fracciones activas de glicoproteinas (Reynolds y Dweck, 1999). Estas
ultimas juegan un papel importante en la actividad terapéutica inmunoldgica. En
experimentos en vitro Aguilar et al. (2000) demuestran que el polisacarido de manosas
activa monocitos y macrofagos, induciendo la produccion de IFN-y, TNF-a , GM-CSF, IL-
1By IL-6.

En los recientes afios ha sido de interés el uso de un polimero de cadena larga, el polivinil
pirolidone (PVP), conteniendo también extractos de A. vera, para el transporte de peces de

acuario. Se cree que este cubre la piel protegiéndola contra la abrasion y en el epitelio
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dafiado promueve la cicatrizacion. Todo lo anterior se esta evaluando por acuiculturistas,
para emplearse en la distribucion de peces desde los laboratorios de produccion hasta el

consumidor final (Ross y Ross, 1999).

Para el presente estudio se utiliz6 el producto comercial “Street Coat” un acondicionador de
agua de acuarios que contiene extracto de A. vera, cuyas indicaciones describen que actia
en la reposicion del revestimiento natural de la mucosa de los peces, estimula la
cicatrizacion de heridas en piel y la curacion de aletas desgarradas, ademas de eliminar el

cloro del agua se emplea en agua dulce o salada.

2.4, Requerimiento de oxigeno de los organismos acuaticos

El oxigeno es uno de los mas importantes gases para los seres vivos. Es principalmente
requerido para llevar acabo la oxidacion total del material alimenticio y extraerle la maxima
cantidad de energia, en un proceso denominado respiracion, que es opuesto a la fotosintesis,
formandose como productos finales bioxido de carbono y agua. El consumo de oxigeno
puede ser usado como una medida de la actividad metabdlica de los organismos en
cualquier situacion o actividad. Los animales acuaticos toman las pequefias cantidades de
oxigeno disuelto en el agua (Schmidt-Nielsen, 1997).

La tasa respiratoria o tasa de consumo de oxigeno en peces varia de acuerdo a diversos
factores incluyendo la velocidad del nado, estado de actividad o de reposo, estrés, peso del
cuerpo, niveles de alimentacion, cantidad de oxigeno en el agua, temperatura y salinidad
(Petersen y Petersen, 1990; Nikinmaa y Salama, 1998; Ross y Ross, 1999; Nikinmaa,
2002). La tasa de consumo de oxigeno refleja el costo de energia del nado y por lo tanto se
incrementa marcadamente al aumentar la velocidad de este (Fredman, 1981; Schmidt-
Nielsen, 1997). El oxigeno consumido por los peces aumenta también con incrementos en
la temperatura; por cada 10°C a menudo incrementa mas del doble; a optima temperatura,
el maximo consumo de oxigeno puede ser 10 veces mas que el consumo estandar (Brett y

Glass, 1973).

El conocimiento de los requerimientos de oxigeno de una especie en acuicultura es de vital
importancia para evitar disminuciones accidentales de este vital gas durante el crecimiento
o durante el transporte. Al conocer la tasa de consumo de oxigeno es posible hacer
estimaciones iniciales de requerimientos de este gas en el agua, calcular los limites de las

densidades de siembra para los sistemas y hacer evaluaciones de sus requerimientos durante
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el transporte dentro del intervalo de temperatura cominmente encontrado en el campo
(Martinez y Ross, 1994). Es muy importante asegurar el suplemento de oxigeno durante el
transporte; debe tomarse en cuenta que el consumo de oxigeno puede ser alto durante la
primera etapa del trayecto debido al estrés inicial y este periodo particularmente debe ser

cuidadosamente manejado (Ross y Ross, 1999).

Se han realizado estudios para determinar la tasa de consumo de oxigeno durante el
transporte con anestésicos, como Teo y Chen (1993), quienes reportaron que el uso de 2-
fenoxietanol suprimi6 la tasa de consumo de oxigeno en Poecilia reticulata (Poeciliidae)
durante la simulacion de transporte, pero en Carassius auratus (Cyprinidae) no se afectod
(Keiser y Vine, 1998). Wedemeyer (1996) reportd en O. tshawytscha una tasa de consumo
de oxigeno de 210 mgO»kg'*h™ durante el transporte y de 190 mgO»-kg'*h™ al usar 10
m-L™" de MS222; mientras Hoskonen y Pirhonen (2004) durante el transporte de 3 y 6 horas
a diferentes densidades de poblacion usaron diferentes concentraciones de aceite de clavo
para cada una de las especies: Salmon trutta, S. salar, O. mykiss, Coregonus lavaretus
(Salmonidae), Rutilus rutilus (Cyprinidae) y Perca fluviatilis (Percidae) encontraron que el
consumo de oxigeno disminuyd mas a 3 horas que a 6, excepto en C. lavaretus, la sedacion
afectd marcadamente el consumo de oxigeno en S. salar, O. mykiss, C. lavaretus, R. rutilus
y P. fluviatilis; por su parte Grottum et al. (1998) reportaron tasas de consumo de oxigeno
en pre-exposicion a amonio en Pomatoscistus sp. (Gobiidae) 0.3-0.9 g de 46.2+8.4
mgO,kg"'hy en testigo sin amonio de 64.2+8.9 mgO,kg"'h™, anestesiados con 10 mg/L
de metamidate seguida por anestesia ligera con 1 mg/L pre-exposicion a amoniaco.
Petersen y Petersen (1990) reportan una tasa de consumo de oxigeno habitual de 48-72
mgO,-kg"*h”'en Pomatoscistus minus (Gobiidae) de 1-3g a 6°C.

Durante el transporte por aire de Amphiprion ocellaris (Pomacentridae), la temperatura
afectd la tasa metabdlica, cambios graduales sobre 25°C incrementaron el consumo de
oxigeno, pero los valores de Qjo fueron constantes. (Chow et al., 1994). Basados en un
modelo de la teoria de hidrodinamica con datos de respiracion Wakeman y Wohlschlag
(1981-1982) predijeron, en cuatro especies de peces estuarinos pelagicos un costo minimo

de transporte 110 mgO,-kg™-km™ por pez de 30 cm longitud.

Otros estudios reportan tasas de consumo de oxigeno durante diferentes condiciones.
Wuenschel et al. (2005) en juveniles Lutjanus griseus (Lutjanidae) encontraron que altas

salinidades incrementaron el costo metabolico y la tasa de consumo de oxigeno,
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observandose una disminucion del crecimiento. El efecto de la salinidad fue dependiente de
la temperatura, en altas temperaturas (30-33°C) aument6 el consumo de oxigeno por °C a
0.0045 mgO,h'; mientras que a 18°C la salinidad (5-45 psu) no afecté el consumo de
oxigeno. Por su parte Das et al. (2005) encontraron en larvas de L. rohita aclimatadas a 26,
31, 33 y 36°C; que la tasa de consumo de oxigeno aumentd significativamente al

incrementar la temperatura de aclimatacion.

Ademas algunos estudios reportan tasa de consumo de oxigeno en respuesta a hipoxia en
peces. Martinez y Ross (1986) investigaron los efectos de la temperatura, peso corporal e
hipoxia en las tasas de respiracion en reposo de Cichlasoma urophthalmus (Cichlidae)
basados en estos datos calcularon la concentracion de oxigeno necesaria para suplir en el
agua y con ello calcular la tasa de siembra; por su parte Muusze et al. (1998) evaluaron la
tasa de consumo de oxigeno en descanso, rutina y actividad, a diferentes niveles de oxigeno
en condiciones de hipoxia en Astronotus ocellatus (Cichlidae); reportan una tasa metabolica
rutinaria de 10.8 mgO;,-h-100 g en normoxia (6.32 mgO,/L) y de 4,4 mgO,-h-100 g en (0.47
mgO0,/L), la tasa de consumo de oxigeno disminuyd al declinar el porcentaje de aire
saturado pero al aumenta el grado de actividad se elevo. Conceicao, et al. (1998)
encontraron en larvas con saco vitelino, larvas alimentadas con alimento exogeno y
juveniles de Clarias gariepinus (Clariidae), que la tasa de consumo de oxigeno fue mayor a
menor peso (de 1 a 0.033 pmolO,'mg-h™), disminuy6 al aumentar el peso de 32.8 a 990.6
umolO,mgh™, juveniles de tallas mas pequefias requirieron mas oxigeno para
mantenimiento y crecimiento. También Pichavant et al. (2000) encontraron en juveniles de
Scophthalmus maximux (Scophthalmidae) de 120 g expuestos a diferentes niveles de
oxigeno durante 45 dias, que la tasa de alimentacion y crecimiento significativamente
disminuyeron en hipoxia 5.0+£0.3 mgO,/L y normoxia 7.2+0.3 mgO,/L; el consumo de
oxigeno de peces alimentados aumentd significativamente en normoxia que sobre hipoxia;
por su parte Thetmeyer et al. (1999) encontraron en Dicentrarchus labrax (Moronidae) que
el crecimiento disminuy6 durante moderada hipoxia y oscilaciones del oxigeno, porque

consumieron significativamente menos alimento.
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II1. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar los efectos sedativos individuales y combinados de la benzocaina e hipotermia, el
efecto protector del Aloe vera y la tasa de consumo de oxigeno en juveniles de Chirostoma
estor estor para su transporte.

3.2. Objetivos particulares

3.2.1. Evaluar efectos en nivel de sedacién, comportamiento en nado, recuperacion y
supervivencia, durante y después de la exposicion de juveniles de C. estor estor a el
anestésico benzocaina.

3.2.2. Evaluar efectos en nivel de sedacién, comportamiento en nado, recuperacion y
supervivencia durante y después de la aplicacion de hipotermia en juveniles de C. estor
estor.

3.2.3. Determinar efectos en nivel de sedacion, comportamiento de nado, recuperacion y
supervivencia durante y después del uso combinado de benzocaina e hipotermia en
juveniles de C. estor estor.

3.2.4. Determinar el efecto combinado del uso de benzocaina e hipotermia durante el
transporte de juveniles de C. estor estor y los efectos del postransporte hasta las 48 horas
con relacion a recuperacion y supervivencia.

3.2.5. Evaluar dafos en términos de erosion de aletas y pérdida de escamas durante el
transporte con y sin el uso de A. vera.

3.2.6. Llevar acabo el trasporte de juveniles de C. estor estor del laboratorio de
reproduccion en Morelia para su siembra en estanques en la comunidad de Ichupio,

Tzintzuntzan, Michoacan a 60 km de distancia.

3.2.7. Determinar la tasa de consumo de oxigeno en reposo, después de alimentacion
(postprandial) y estrés por manipulacion en juveniles de C. estor estor.

IV. HIPOTESIS
Si el uso de la combinacion de benzocaina, hipotermia y A. vera favorece el transporte de

los juveniles de C. estor estor entonces es posible aumentar la supervivencia de estos

organismos, disminuir el estrés y los dafios ocasionados por el manejo y el transporte.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Pruebas de laboratorio
La fase experimental se llevo acabo en el Laboratorio de Acuicultura INIRENA-UMSNH.

Se realizaron 8 experimentos.

5.1.1. Organismos y condiciones experimentales

Se seleccionaron juveniles de C. estor estor del Laboratorio de Produccion; los cuales se
colocaron en tanques de 400 litros a una salinidad de 5%o, con aeracion constante a una
temperatura entre 19°C a 28°C, realizando recambios de agua cada tercer dia durante el
experimento y se alimentaron con Artemia franciscana adulta y alimento balanceado con

40% de proteina.

5.1.2. Criterio de Eficacia

Para determinar el efecto del anestésico en juveniles de C. estor estor en este proyecto se
tomaron como base las actividades (equilibrio, nado, movimiento opercular) y sus niveles
de actividad (normal, inseguro, muy inseguro, pérdida parcial, pérdida total) propuestas por
Chung, 1980; tomado de Hovda y Linley, 2000, modificado al incluir el signo de
sensibilidad al tacto (Ross y Ross, 1999)(Tabla 2). Sin embargo el criterio utilizado para
determinar la eficacia del anestésico se basd en las etapas de anestesia propuestas por
McFarland (1959), de acuerdo a la respuesta de los peces indicada por los niveles de

actividad y signo (Tabla 3).

Tabla 2. Etapas de anestesia asociadas a niveles de actividad (Chung, 1980); tomado de Hovda y Linley,
2000 modificada con el signo de sensibilidad al tacto de acuerdo a Ross y Ross (1999).

ETAPA DE ANESTESIA | ACTIVIDAD Y SIGNO

Equilibrio Nado Movimiento Sensibilidad

opercular al tacto
Ninguno (recuperado | Normal Normal Normal Normal
completamente)
Inactividad Inseguro Pérdida parcial | Pérdida parcial |Pérdida total
Pérdida de movimiento | Muy inseguro | Pérdida total Pérdida parcial | Pérdida parcial
Completa anestesia Pérdida total | Pérdida total Pérdida total Pérdida total
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Tabla 3. Etapas de anestesia en peces. Segun McFarland (1959); tomado de Ross y Ross (1999).

Etapas |Nivel |Descripcion Signos de conducta fisicos
I 1 Sedacion ligera Respuesta a estimulos, se reduce el movimiento y
la ventilacion decrece
2 Sedacion profunda Como anterior: algo de analgesia, solamente
responde a severa estimulacion
1 1 Anestesia ligera Pérdida parcial de equilibrio. Buena analgesia
2 Anestesia profunda Pérdida total de tono muscular y equilibrio,
ventilacion casi ausente
I Anestesia quirargica | Como anterior: pérdida total de reaccion alin a
estimulacion masiva
v Colapso medular Cesa la ventilacién; paro cardiaco, muerte
eventual. Sobredosis

La induccion de un estado fisiologico de sedacion se define como aquel en que los peces
pueden mantener su postura normal en el agua, con movimiento opercular activo, que los
mantiene menos inquietos y les reduce la magnitud y duracion de la respuesta fisiologica de
estrés inducida por manipulacién, manejo y/o transporte. Se considera que el nivel de
anestesia conocido como sedacion profunda es el mas benéfico para el transporte de peces
ya que reduce la reaccion a disturbios durante el transporte, el metabolismo, el consumo de
oxigeno y la acumulacion de metabolitos por desechos (McFarland, 1960; citado por
Rodman, 1963). El nivel de sedacion profunda se define como una pérdida total de reaccion
a estimulos externos, excepto a una fuerte presion y una ligera disminucion de la tasa
opercular McFarland (1959).

Sin embargo un estado de anestesia completa no es deseable para el transporte de peces
porque se presenta una pérdida total de equilibrio, lo cual tiene un efecto negativo al
permitir el contacto entre los organismos y de ellos con el contenedor; este es solamente
sugerido para una efectiva manipulacion de los peces en el campo o el laboratorio (Ross y

Ross, 1999; Davis y Griffin, 2004).

Para interpretar los resultados, se evaluaron los efectos en las actividades y en el signo de
sensibilidad al tacto en los peces por tratamiento de acuerdo a 4 niveles de actividad
(normal, inseguro, pérdida parcial y pérdida total) los dos tltimos niveles indican un efecto
directo en alguna actividad y signo, permitiendo determinar la etapa de anestesia durante la

exposicion a las concentraciones de benzocaina.
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Se sumo el numero de peces de cada réplica que presentd pérdida parcial y total de alguna
actividad y signo promediandose con el niimero total de peces utilizados por tratamiento
durante la exposicion al anestésico y recuperacion; con estos datos se elaboraron las
respectivas graficas (Anexo 5) para su andlisis y se determind la etapa de anestesia
correspondiente por dosis. Para fines practicos los promedios de pérdida (parcial y total) se
sumaron en cada tratamiento determinandose el porcentaje de peces afectados, los datos se

expresaron en forma grafica y se describieron (Figuras 3-26).

5.2. Serie experimental

5.2.1. Experimento 1. Efecto de benzocaina como anestésico

En el primer experimento se probaron once concentraciones de benzocaina: 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21, 24, 27, 30 y 40 mg/L. Asi se establecieron 11 tratamientos cada uno con tres
réplicas, tres tinas de recuperacion para introducir los peces después de ser expuestos a
benzocaina y un testigo sin anestesia. Con lo cual se tuvo un total de 77 unidades
experimentales de 57 x 40 x 27 cm con capacidad de 54 L, aunque solo se llenaron con 15
L a 5%o, con aireacion constante y 25.2+2.7°C.

Para obtener las diferentes concentraciones de benzocaina se prepar6 la solucion Stock, en
un frasco color &mbar se disolviéo 100 g de benzocaina en un litro de etanol; para obtener la

cantidad de solucidn a utilizar por concentracion se empleo la formula:

V1C1 = V2C2
V1=(V2C2)=+Cl

Donde:

V1 = Volumen solucion inicial o stock.

C1 = Concentracion solucion stock.

V2 = Volumen solucién a preparar.

C2 = Concentracion final de la solucion a preparar.

La concentracion de benzocaina correspondiente por tratamiento se administré con una
jeringa hipodérmica de 1 mL lentamente con movimientos en zig zag y mezclé con
movimientos fuertes con una pala plana durante 3 minutos para tratar de eliminar el etanol,
antes se saco la cantidad de agua correspondiente a los mililitros de solucion stock a
introducir. Se colocaron 10 peces por réplica en el bafio de benzocaina y se realizaron

observaciones en el siguiente periodo de tiempo: 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 minutos, para un
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total de siete tiempos por tratamiento. Se evalud efectos en el comportamiento en nado, el

nivel de sedacion alcanzado y la supervivencia (Anexo 1).

Recuperacion del experimento 1

Al concluir el tiempo de exposicion a la benzocaina se sacaron los peces con una red y
colocaron inmediatamente en tinas de recuperacion correspondientes a cada réplica y con la
mismas condiciones, pero sin anestésico, y se realizaron observaciones en el siguiente
periodo de tiempo 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 minutos, en los cuales se evalud el
comportamiento en nado, el nivel de sedacion alcanzado, durante el tiempo de recuperacion

y la supervivencia (Anexo 1).

5.2.2. Experimento 2. Efecto de hipotermia

En el segundo experimento se inicia a partir de 23.8+2.8°C que fue la temperatura ambiente
registrada durante su realizacion; se redujo la temperatura en intervalos de 3°C obteniendo
la siguiente relacion 21, 18, 15, 12 y 9°C. Asi se establecieron 5 tratamientos,
correspondientes a las diferentes temperaturas cada uno con tres réplicas y su testigo a
temperatura ambiente. Con lo cual se tuvo un total de 20 unidades experimentales de 57 x
40 x 27 cm con capacidad de 54 L, aunque solo se llenaron con 15 L a 5%o y aireacion
constante con dos piedras de airear colocadas en cada extremo de las tinas para
homogenizar la temperatura. Se colocaron 10 peces por réplica se bajo la temperatura con
hielo molido en bolsas de plastico 18 x 27 cm con capacidad de 500 g, se afadio
gradualmente hasta la temperatura requerida en un tiempo total de 25 minutos, para
permitir cierta aclimatacion. Se realizaron observaciones en el siguiente periodo de tiempo
1,2,4,8, 16, 32, 64, 94 y 120 minutos para un total de nueve tiempos por tratamiento. Se
evaluo el comportamiento en nado, nivel de sedacion alcanzado y supervivencia (Anexo 2).
El hielo se obtuvd de una maquina productora de hielo Lift 6Slide y se triturdé en un molino

de hielo Servitronic.

Recuperacion del experimento 2

Al concluir el tiempo de exposicion a la temperatura, se agregd agua caliente lentamente a
cada réplica para elevar la temperatura del agua e igualarla a la temperatura ambiental, con
un periodo de aclimatacion de 25 minutos, y se realizaron observaciones en el siguiente

periodo de tiempo 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 94 y 120 minutos, en los cuales se evalud antes,
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durante y después del cambio de temperatura el comportamiento en nado, el nivel de

sedacion alcanzado durante el tiempo de recuperacion y la supervivencia (Anexo 2).

5.2.3. Experimento 3. Combinacion de benzocaina y de hipotermia
En el tercer experimento de acuerdo a los resultados de los experimentos 1 y 2 se utilizo la
combinacion de diferentes concentraciones de benzocaina y temperaturas, que indujeron
sedacion ligera y profunda en los peces. Se establecieron ocho tratamientos cada uno con
tres réplicas:
1. 18 mg/L de benzocainay 12°C
15 mg/L de benzocaina 'y 12°C
12 mg/L de benzocaina 'y 12°C
9 mg/L de benzocainay 12°C
18 mg/L de benzocainay 15°C
15 mg/L de benzocainay 15°C
12 mg/L de benzocaina 'y 15°C

® =N kDb

9 mg/L de benzocainay 15°C

Con lo cual se tuvo para un total de 24 unidades experimentales de 57 x 40 x 27 cm con
capacidad de 54 L, aunque solo se llenaron con 15 L a 5%o y aireacion constante con dos
piedras de airear colocadas en cada extremo de las tinas para homogenizar la temperatura y
se colocaron 10 peces por réplica. Se utilizaron los mismos procedimientos que en los
experimento 1 y 2 para aplicar la dosis deseada de benzocaina y para bajar la temperatura,
respectivamente. Se consideraron los mismos tiempos del experimento de hipotermia
(Anexo 2) para realizar las mismas observaciones compartiméntales que en los

experimentos anteriores.

Recuperacion del experimento 3

Al concluir el tiempo de exposicion a la benzocaina e hipotermia se sacaron los peces con
una red y colocaron inmediatamente en tinas de recuperacion correspondientes a cada
réplica y con las mismas condiciones, pero sin anestésico, y se agregd agua caliente
lentamente para elevar la temperatura del agua e igualarla a la temperatura ambiental, con
un periodo de aclimatacion de 25 minutos y se realizaron las mismas observaciones

compartiméntales que en los experimentos anteriores (Anexo 2).
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5.2.4. Experimento 4. Beneficios del Aloe vera y transporte por 3:30 horas

En el transporte se utilizd una caja de carton doble corrugado de 1 m x 61 x 62 cm de alto,
internamente forrada con unicel de 1 cm de espesor; se disefio la tapa con unicel adaptada
al tamafio de la caja, para conservar la temperatura en el interior. Se realizaron ensayos
previos en bolsas de 70 x 40 cm con 9 L de agua a la temperatura 15°C sin peces,
colocandose un termémetro entre cada bolsa para obtener la lectura de la temperatura del
agua, dentro de la caja y la del ambiente, con la finalidad de conocer el tiempo en que se
conserva la temperatura y la cantidad de hielo a utilizar para mantenerla constante; asi se

realizé un experimento bajo las mismas condiciones en laboratorio y transporte por 2 horas.

De acuerdo al experimento 3 la combinacion que se utilizd fué 12 mg/L de benzocaina y
15°C de temperatura en la cual los peces presentaron sedacion profunda para emplearse en
el transporte utilizando A. vera. Asi se establecieron 8 tratamientos incluido el testigo, cada
uno con tres réplicas:

1. Transporte, con benzocaina e hipotermia y con A. vera, T+BH+AV.

. Transporte, con benzocaina e hipotermia y sin A. vera, T+BH-AV.

. Transporte, sin benzocaina e hipotermia y con A. vera, T-BH +AV.

. Transporte, sin benzocaina ¢ hipotermia y sin A. vera, T-BH-AV.

. Sin transporte, con benzocaina ¢ hipotermia y con A. vera, -T+BH+AV.

. Sin transporte, con benzocaina e hipotermia y sin A. vera, -T+BH-AV.

. Sin transporte, sin benzocaina e hipotermia y con A. vera, -T-BH+AV.

0 9 N D B~ W

. Sin transporte, sin benzocaina e hipotermia y sin A. vera, -T-BH-AV (Testigo).

Asi el primer lote experimental (1, 2, 3 y 4) se transportd por 3:30 horas y el segundo lote
(5, 6, 7 y 8) se mantuvo estatico en el laboratorio por 3:30 horas bajé las mismas
condiciones de temperatura.

Se utilizaron bolsas de plastico transparentes 70 x 40 cm las cuales fueron cubiertas con
bolsas negras de 70 x 40 cm para disminuir el estrés por luz; teniendo un total de 24
unidades experimentales.

Se prepard agua a 5%o, se procedid a reducir la temperatura con hielo en bolsas de plastico
a 14°C, un grado menos de la seleccionada, por la ganancia de calor durante el empaque.
Los peces se aclimataron a la temperatura de 14°C en tinas de 80 x 54 x 30 cm anadiéndose
hielo en bolsas de plastico para bajar la temperatura. En cada bolsa se anadieron 9 L de

agua, 12 mg/L de benzocaina con una jeringa hipodérmica de 1 mL y 2.25 mL de Stress
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Scoat (se aplican 10 mL por 40 L de agua) con una jeringa de 5 mL cuando se requiri6. Se
introdujeron 10 peces por bolsa e inyect6 oxigeno industrial introduciendo la manguera en
el agua, se gird la bolsa sacando la manguera del agua hasta llenar de aire a dos cuartos de
la bolsa, se cerrd la primera bolsa con ligas haciendo un amarre posteriormente se
introdujeron en la bolsa negra y se colocaron en la caja. En los tratamientos con hipotermia
se intercalaron 3 bolsas con 500 g de hielo entre las bolsas para su transporte. Se realizaron
dos transportes cada uno con dos tratamientos; cada 15 minutos se midio6 la temperatura del
ambiente dentro de la camioneta, dentro de la caja y la del agua de las bolsas, se afiadio
hielo para mantenerla constante durante el trayecto. Se recorrié una distancia de 150

kilometros aproximadamente (Morelia-Quiroga-Ichupio-Tzintzuntzan-Morelia).

Recuperacion del experimento 4

Al concluir el transporte se llevaron los peces al Laboratorio, se procedid a introducir las
bolsas en tinas de plastico transparente de 57 x 40 x 27 c¢cm con capacidad de 54 L, aunque
solo se llenaron con 15 L a 5%o, con aireacion constante, se abrieron las bolsas asi los peces
fueron aclimatados por 20 minutos a 25+1°C temperatura a la cual se encontraba el agua de
las tinas, se sacaron de cada bolsa con una red y colocaron en las tinas de recepcion.

Para contar el numero de escamas de cada réplica por tratamiento se filtro el agua de cada
bolsa en un colador con una malla de 2.2 mm de luz y con agua de la llave se enjuago tres
veces para filtrarse nuevamente asi extraer las escamas y colocarse en vasos de plastico de
40 mL. Por otro lado, también se limpid la red utilizada para sacar los peces con el agua
para recuperar las escamas perdidas en el proceso las cuales también fueron contabilizadas.
El conteo se realizd en cajas de petri con la ayuda de una aguja de diseccion, lupa y
Microscopio Estereoscopico ZEISS |

Se evaluo en los peces el efecto del post-transporte con relacion a su comportamiento y
supervivencia después del transporte 0 minutos (dentro de las bolsas), 2, 24 y 48 horas
(Anexo 3) y cuando se regresaron a los tanques de recepcion. Se evaluaron los efectos del
A. vera por erosion de aletas y pérdida de escamas. Los tratamientos sin transporte se
dejaron en la caja que se disefo para el transporte en el Laboratorio de Acuicultura durante

3:30 horas y posteriormente se hizo el mismo procedimiento explicado anteriormente.
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5.2.5. Experimento 5. Aloe vera y transporte por 8:30 horas

Para determinar si existian diferencias significativas al usar A. vera se realizo el siguiente
experimento en un tiempo de 8:30 horas de transporte. Se seleccionaron tres tratamientos,
cada uno con tres réplicas incluyendo el testigo:

1. Transporte, con benzocaina e hipotermia y con A. vera, T+BH+AV.

2. Transporte, sin benzocaina e hipotermia y sin A. vera, T-BH-AV.

3. Sin transporte, sin benzocaina e hipotermia y sin A. vera, -T-BH-AV (Testigo)

Se utiliz6 el mismos sistema de bolsas y los mismos procedimientos descritos en el
experimento 4 para bajar la temperatura, empacar, aplicar la dosis de benzocaina y A. vera
en el tratamiento T+BH+AV y transportar, respectivamente. En el tratamiento con
hipotermia se intercalaron dos bolsas con 500 g de hielo entre las bolsas para su transporte.
Cada 2 horas, se midi6 la temperatura del agua contenida en las bolsas y la del ambiente
dentro de la camioneta; se anadio6 hielo para mantenerla constante cuando se requiri6.

La caja disenada en el experimento anterior se modificé con una division de unicel a la
mitad de la caja perfectamente sellada para separar cada tratamiento y mantener la

temperatura en cada uno. Se recorrid una distancia de 500 kilémetros aproximadamente.

Recuperacion del experimento 5

Al concluir el transporte se realizd el mismo procedimiento que en el experimento 4 bajo
las mismas condiciones de temperatura ambiente. Posteriormente, se sacaron los peces de la
bolsa con una red, y se transfirieron a las tinas de recepcion, se conto el nimero de escamas
tal como ya se mencion6. Se evaluo el efecto del post-transporte al minuto 0, después de 2,
24 y 48 horas en las tinas de recepcion de acuerdo a su comportamiento y supervivencia
(Anexo 3). El tratamiento sin transporte (testigo) se dejo en el laboratorio a temperatura de

23°C.

5.2.6. Experimento 6. Transporte practico de 4,848 juveniles C. estor estor a Ichupio,
Tzintzunzan, Michoacan

Se transportaron del laboratorio 4,848 peces con la técnica desarrollada para su cultivo en
sistemas semintensivos en Ichupio. Se utilizd el mismos sistema de bolsas y los mismos
procedimientos descritos anteriormente pero se introdujeron en cada bolsa 120 juveniles de
C. estor estor. Las bolsas se colocaron apiladas en cajas de plastico de 1 x 1 x 1 m, 3 bolsas
con 500 g de hielo se intercalaron entre las bolsas, las cajas se colocaron en camionetas y

cubrieron con una lona de plastico para su transporte.
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5.2.7. Experimento 7. Tasa de consumo de oxigeno
En un sistema de recirculacion en flujo continuo se utilizaron 4 tanques con capacidad de
70 L en los cuales se colocaron 20 peces y se taparon con plastico negro durante el periodo

experimental para evitar disturbios durante la medicion del oxigeno (Figura 2).

Flujo de entrada
(02)

Flujo de salida
(02)

Tanque de presion A

Tanques

Tanque de bombeo a saturacion

Figura 2. Sistema de recirculacion en flujo continuo usado para determinar la tasa de consumo de oxigeno.
Las flechas indican la direccion del flujo de agua. (1 y 2 sensor de oxigeno).

Se anestesiaron los 20 peces de cada tanque con 27 mg/L de benzocaina (anestesia
profunda) en una tina con 3 L de agua a 5%o. Una vez anestesiados, los peces se pesaron y
se introdujeron en una tina con agua a 5%o para su recuperacion y desecho de la anestesia;
posteriormente se introdujeron a los tanques del sistema de recirculacion y cada tanque se
tapd con un pléstico negro.

El flujo de agua de cada tanque se midi6 al cabo de 1, 5 y 10 minutos con una cubeta con
capacidad de 15 L; se determind la cantidad de agua con una probeta de 1000 mL,

obteniéndose el promedio para obtener el flujo por hora.

Para determinar la tasa de consumo de oxigeno bajo diferentes condiciones se establecieron
tres tratamientos con cuatro replicas:
1. Reposo: se realizaron mediciones a las 8:15 y 9:15 pm de la noche, se midi6 el oxigeno

que entra y sale de cada tanque.
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2. Postprandrial: los peces fueron alimentados al libitum después de 1 y 5 minutos se midi6
el oxigeno que entra y sale de cada tanque.

3. Estrés: se procedio a simular la captura ahuyentando los peces intensamente con la red
dentro de cada tanque, después de 1 y 5 minutos de ser estresados, se midio el oxigeno que

entra y sale de cada tanque.

El consumo de oxigeno se midi6 durante 4 dias seguidos en cada tratamiento en reposo,
después de alimentacion (postprandrial) y estrés por manipulacion, se uso la diferencia del
oxigeno disuelto (mg/L) entre el flujo de agua que entra y del flujo de agua que sale de cada
tanque, y se multiplico por el flujo del agua a través de los tanques (L/hora) y el peso en
(kg) de los peces y se expresd en mgO,kg'h'.

Para las lecturas del oxigeno en el sistema se usé un sensor de oxigeno manual diariamente
calibrado marca YSI Modelo 55.

Con los valores se procedi6 a conocer la cantidad de oxigeno consumido por mgO»-kg™'h™!
de acuerdo al siguiente criterio:

DO;1 - DO32 * Flujo de H,O a través del tanque™ 1000/Peso total de peces = mg,Q;ﬁgi_hi
Donde:

D O;1= concentracion de O, que entra en el tanque

D 0,2= concentracion de O, que sale del tanque (cantidad consumida por los peces)

5.2.8. Tiempo de consumo de oxigeno en bolsas

Obtenidas las tasa de consumo de oxigeno se determin6 la cantidad de 742.6 mgO,-kg™+h™
consumido por 20 peces con biomasa 151.3 g después de 1 minuto de ser estresados, con
este valor se calculd tedricamente la cantidad de oxigeno necesaria para transportar
durantel6 horas 10 peces con biomasa de 75.65 g (0.07565 kg) en bolsas de plastico de 70
x 40 cm en 9 L de agua a 5%o, saturada a 6 mgO,/L, asi se determino una tasa de consumo
de oxigeno de 790.8 mgO, e inyect6 el oxigeno evitando tocar el agua dentro de las bolsas.
Se establecio dos tratamientos para simulacion de transporte cada uno con tres réplicas:

1. Transporte con 12 mg/L de benzocaina e hipotermia 15°C (sedacion profunda)

2. Transporte sin benzocaina e hipotermia a 22°C temperatura ambiente (Testigo)

Las bolsas de los dos tratamientos fueron colocadas en la caja usada en el experimento 5, se

coloco en un carrito de 1.50 x 60 cm con cuatro llantas en el cual se simuld un transporte
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moviéndose hasta el tiempo tedrico de 16 horas de duracion del oxigeno en las bolsas del
testigo y asi corroborar el tiempo de duracion del oxigeno.

Al concluir el experimento se procedié a introducir las bolsas en tinas de plastico
transparente de 57 x 40 x 27 cm con capacidad de 54 L, las cuales contenian 15 L de agua a
5%o, con aireacion constante; inmediatamente se abrieron y midi6 el oxigeno contenido en
el agua; los peces fueron aclimatados por 20 minutos a 23°C temperatura a la cual se
encontraba el agua de las tinas, se sacaron de cada bolsa con una red y colocaron en las
tinas de recepcion. Los peces fueron alimentados con A. franciscana enriquecida con

vitamina C a las 48 horas después de post-simulacion de trasporte.

5.3. Parametros evaluados

5.3.1. Andlisis fisicoquimico del agua

Se analizaron las siguientes variables fisicoquimicas del agua: salinidad con un
Refractometro ATAGO S/Mill Salinity: O-100%o; oxigeno disuelto con Oximetro YSI
Modelo 52CE y 55; temperatura con Termometro graduado de 50°C a -20°C Brannan y pH

con un potenciometro Accumet Basic AB15 Fisher Scientific.

5.3.2. Biometrias de los organismos

Se pesaron los peces durante la realizacion del experimento con una balanza de precision
Metter TOLEDO PB 153-S con un rango de 0.02 g a 151 g y las biometrias que
comprenden longitud promedio, longitud estandar y ancho maximo se hicieron con un
vernier de plastico de 15 cm.

Los peces que se transportaron tenian una edad de 3 y 7 meses, se tomo6 del lote 330 peces,

obteniéndose el peso promedio y longitud patron promedio.

5.4. Tratamiento estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con los paquetes estadisticos Statistical Software
MINITAB Version 13.32 y Minitab, Inc 2000 y MVSP3.0 Multivariate Statistical Package
Version 3.01 Kovach Computing Services 1988. Los resultados experimentales fueron
comparados mediante un analisis de varianza ANOVA de una via y las diferencias entre las
medias fueron identificadas con la prueba de Fisher y Tukey a un nivel de significancia de
(95%) a = 0.05. Para la elaboracion de tablas y graficas se utilizé el paquete estadistico

Microsoft Excel version 2000 Microsoft Corporation 1985-1999.
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VI. RESULTADOS

6.1. Benzocaina
Durante la exposicion de juveniles de C. estor estor a las dosis de 3, 6 y 9 mg/L de

benzocaina los peces no mostraron efectos en sus actividades y signos (resultados no

mostrados).

En 12 mg/L. de benzocaina (Figura 3), se observa que el 20% de los peces presentaron
pérdida de nado a 16 minutos manteniéndose asi hasta los 64 minutos; en esta dosis no se
determina alguna etapa de anestesia. Los peces al ser sacados del bafio de benzocaina en

agua a 5%o inmediatamente recuperaron el nado.

O Pérdida de equilibrio
12 mg/L de benzocaina o Pérdida de nado
m PMO*
oPST*
100

80 -
60 -

40 |

JA R 11

1 2 4 8 16 32 64

% Peces afectados

Tiempo (minutos)

Figura 3. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a 12 mg/L de benzocaina. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.

En 15 mg/L de benzocaina (Figura 4a) se observa que el 13.3% de los peces presentaron
pérdida de nado a los 4 minutos este porcentaje aumentd hasta 56.7% a 64 minutos, pérdida
de sensibilidad al tacto se presentd en 13.3% de los peces a 4 minutos este porcentaje
aumentd hasta 43.4% a los 64 minutos, pérdida de equilibrio se presentd en 10% de los
peces a los 32 minutos este porcentaje aumentd hasta 23.3% a los 64 minutos y pérdida de
movimiento opercular se presentd a los 64 minutos en 20% de los peces. Los signos
obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de sedacion ligera (Etapa I, Nivel 1).

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 4b) al ser sacados del anestésico en agua a

5%o después de los 4 minutos.
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Figura 4. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 15 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

En 18 mg/L de benzocaina (Figura 5a) se observa que el 13.3% de los peces presentaron
pérdida de nado a 4 minutos este porcentaje aumentd hasta 50% a los 64 minutos, pérdida
de sensibilidad al tacto se presentd en 23.3% de los peces a los 4 minutos este porcentaje
aumentd hasta 70% a los 64 minutos y pérdida de equilibrio se presentd en 3.3% de los
peces a los 8 minutos este porcentaje aumentd hasta 30% a los 64 minutos. Los signos
obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de sedacion profunda (Etapa I, Nivel 2).

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 5b) al ser sacados del anestésico en agua a

5%o después de los 4 minutos.
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Figura 5. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 18 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%o.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

A 21 mg/L de benzocaina (Figura 6a) se observa que el 13.3% de los peces presentaron
pérdida de nado a los 2 minutos este porcentaje aument6 progresivamente a 93.3% a los 64
minutos, pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 3.3% de los peces a los 2 minutos
este porcentaje aumento hasta 83.4% a los 64 minutos, pérdida de equilibrio se presentd en
3.3% de los peces a los 4 minutos este porcentaje aumento6 hasta 83.4% a los 64 minutos y
Unicamente a los 32 minutos 16.7% de peces presentaron pérdida de movimiento opercular.
Los signos obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de anestesia ligera (Etapa II,
Nivel 1).

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 6b) al ser sacados del anestésico en agua a

5%o después de los 8 minutos.
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Figura 6. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 21 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

En 24 mg/L de benzocaina (Figura 7a) se observa que el 10% de los peces presentaron
pérdida de nado a los 2 minutos este porcentaje aumentd hasta 96.7% a los 64 minutos,
pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 36.7% de los peces a los 4 minutos este
porcentaje aument6 hasta 96.6% a los 64 minutos, pérdida de equilibrio se presentd en
43.3% de los peces a los 16 minutos este porcentaje aumentd hasta 100% a los 64 minutos
y pérdida de movimiento opercular se presentd en 30% de los peces a los 32 minutos este
porcentaje aument6 hasta 43.3% a los 64 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis
corresponden a una etapa de anestesia profunda (Etapa II, Nivel 2).

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 7b) al ser sacados del anestésico en agua a

5%o después de los 16 minutos.
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Figura 7. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 24 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%o.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

En 27 mg/L (Figura 8a) se observa que el 16.7% de los peces presentaron pérdida de nado y
de sensibilidad al tacto a los 2 minuto este porcentaje aumentd hasta 100% a los 64
minutos, pérdida de equilibrio se presentd en 3.3% de los peces a los 4 minutos este
porcentaje aumento hasta 96.7% a los 64 minutos y pérdida de movimiento opercular se
presentd en 16.7% de los peces a los 16 minutos este porcentaje aument6 hasta 63.3% a los
64 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis corresponden a una transicion entre
anestesia quirargica (Etapa III) con colapso medular (Etapa IV) que lleva a los peces a la
muerte.

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 8b) al ser sacados del anestésico en agua a
5%o después de los 8 minutos; murieron tres peces durante el desarrollo de experimento lo
que se representa en la grafica como pérdida total de las actividades a partir de los 16
minutos hasta concluir el tiempo de observacidn; presentandose una supervivencia de 27

peces de los 30 originales utilizados en el tratamiento.
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Figura 8. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 27 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%o.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

En 30 mg/L (Figura 9a) se observa que el 73.3% de los peces presentaron pérdida de nado a
los 2 minutos este porcentaje aumentd hasta 96.7% a los 64 minutos, pérdida de
sensibilidad al tacto se presentd en 76.7% de los peces a 2 minutos este porcentaje aumento
hasta 100% a 64 minutos, pérdida de equilibrio se presentd en 6.6% de los peces a los 4
minutos este porcentaje aument6 hasta 96.7% a los 64 minutos y pérdida de movimiento
opercular se presentd en 10% de los peces a los 8 minutos aument6 este porcentaje hasta
100% a los 64 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de
anestesia quirargica (Etapa III) en transicion con colapso medular (Etapa IV) que lleva a los
peces a la muerte.

Los peces recuperaron sus actividades (Figura 9b) al ser sacados del anestésico en agua a
5%o después de los 16 minutos; murieron seis peces de los 30 del tratamiento, lo que se

representa en la grafica como pérdida total de las actividades a partir de los 32 minutos
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hasta concluir el tiempo de observacion. La mayoria presentaron hemorragias leves y
marcadas en la linea abdominal, base de aletas y cabeza, después de su exposicion al

anestésico.
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Figura 9. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 30 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

Para el tratamiento de 40 mg/L, se sacaron todos los peces a los 16 minutos con el fin de
evitar la muerte de todos los organismos, dado que el 100% de los peces perdieron todas
sus actividades a los 8 minutos (Figura 10a). Se observa que el 36.7% de los peces presentod
pérdida de nado este porcentaje aumentd hasta el 100% a los 8 minutos, pérdida de
sensibilidad al tacto se presentd en 50% de los peces al inicio este porcentaje aumento hasta
100% a los 2 minutos, pérdida de equilibrio se presentd en 90% de peces a 1 minuto
disminuye hasta 46.7% a los 2 minutos después este porcentaje aumento hasta 100% a los 4
minutos y pérdida de movimiento opercular se presentd en 6.7% de los peces a 1 minuto

este porcentaje aumentd hasta 100% a los 8 minutos.
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Murieron 4 peces durante la exposicion a la benzocaina y los peces que sobrevivieron
recuperaron sus actividades al ser sacados del anestésico en agua a 5%o (Figura 10b) a los
32 minutos; también presentaron fuertes hemorragias en linea abdominal, base de aletas y

cabeza todos los peces.
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Figura 10. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a: a) 40 mg/L de benzocaina y b) durante la recuperacion en agua a 5%.. PMO*= Pérdida de
movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

En los testigos de cada tratamiento en agua a 5% no se presentaron efectos en las
actividades y signos por lo cual los peces presentaron un estado normal en su
comportamiento. Los peces que fueron sometidos a cada tratamiento después de ser
utilizados se regresaron al tanque de recepcion y después de una semana no presentaron

infecciones por hongos.

6.2. Hipotermia
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A 21°C, se observa que el 3.3% de los peces presentaron pérdida de nado a los 32 minutos;
este porcentaje aumentd hasta 30% a los 90 minutos y después disminuy6 hasta 10% a los
64 minutos (Figura 11a). La pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 3.3% de los
peces a los 32 minutos y permanece constante hasta los 120 minutos. A esta temperatura no
se describe ninguna etapa de anestesia.

Los peces recuperaron sus actividades durante el tiempo de aclimatacion después de los 4

minutos (Figura 11b).
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Figura 11. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a hipotermia: a) temperatura de 21°C y b) aclimatacion en agua a 5%o a 22.8°C (temperatura
ambiente). PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

A 18°C, se observa que el 3.3% de los peces presentaron pérdida de nado a los 90 minutos,
mientras que la pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 13.3% de los peces a los 16
minutos y aumentd hasta el 30% a los 32 minutos aunque después disminuyo en los
siguientes periodos de tiempo hasta el 10% (Figura 12a). En esta temperatura no se describe

ninguna etapa de anestesia.
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Los peces se recuperan de pérdida de sensibilidad al tacto (Figura 12b) durante el tiempo de

aclimatacion después de 1 minuto.
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Figura 12. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a hipotermia: a) temperatura de 18°C y b) aclimatacion en agua a 5% a 22°C (temperatura
ambiente). PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

A 15°C, se observa que el 100% de los peces presentaron pérdida de nado a los 2 minutos
aunque este porcentaje disminuyd hasta el 66.7% a los 120 minutos (Figura 13a). La
pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 23.3% de los peces a 1 minuto y
posteriormente aument6 hasta valores entre 77 a 83.3% a partir de los 4 minutos. A esta
temperatura se encontr6 que se induce la etapa de sedacion profunda (Etapa I, Nivel 2).

Los peces se recuperan de la pérdida de nado y sensibilidad al tacto al cabo de los 32

minutos durante el tiempo de aclimatacion (Figura 13b).
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Figura 13. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a hipotermia: a) temperatura de 15°C y b) aclimataciéon en agua a 5% a 21°C (temperatura
ambiente). PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

A 12°C, se observa que el 100% de los peces presentaron pérdida de nado y pérdida de
sensibilidad al tacto a 1 minuto este porcentaje se mantiene practicamente a lo largo de los
120 minutos (Figura 14a). El 3.3% de los peces presentaron pérdida de equilibrio y
movimiento opercular a los 32 minutos este porcentaje aumentd 6.7% a los 90 minutos
manteniéndose hasta el final. En esta temperatura se describe una etapa de sedacion
profunda (Etapa I, Nivel 2) e inicia transicion con anestesia ligera (Etapa II, Nivel 1).

Los peces se recuperaron sus actividades al cabo de los 90 minutos durante el tiempo de

aclimatacion (Figura 14b).
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Figura 14. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a hipotermia: a) temperatura de 12°C y b) aclimatacion en agua a 5% a 22°C (temperatura
ambiente). PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

A 9°C, la pérdida de sensibilidad al tacto se observa en 100% de los peces desde el inicio y
hasta el final del periodo evaluado, mientras que la pérdida de nado se presentd en 90% y
100% de los peces desde 1 a 8 minutos, para después disminuir a valores entre 50% y
76.7% desde los 16 a los 120 minutos (Figura 15a). Se presentd pérdida de movimiento
opercular en 56.7 a 66.7% de los peces desde 1 a 4 minutos, pero posteriormente disminuy6
hasta el 30% a los 120 minutos. La pérdida de equilibrio se presentd en 26.7 a 33.4% de los
peces entre 1 y 16 minutos, pero posteriormente disminuyo a menos de 10% a partir de los

32 minutos. A esta temperatura se identifica una etapa de anestesia ligera (Etapa II, Nivel

).
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Los peces se recuperan sus actividades al cabo de los 90 minutos durante el tiempo de

aclimatacion (Figura 15b), un pez murio al siguiente dia del experimento.
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Figura 15. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a hipotermia: a) temperatura de 9°C y b) aclimatacion en agua a 5% a 22°C (temperatura
ambiente). PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de sensibilidad al tacto.

Se observo en el testigo a temperatura ambiente de cada tratamiento después de ser
expuestos a las temperaturas de 21, 18, 15, 12 y 9°C en agua a 5%o de salinidad que los
organismos se encuentran en estado normal durante cada experimento sin presentarse un

efecto en sus actividades y signos.
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6.3. Benzocaina e hipotermia

Se observa a 18 mg/L de benzocaina y 12°C (Figura 16a) que el 80% de los peces
presentaron pérdida de nado a los 4 minutos este porcentaje aumentd hasta 100% a los 90
minutos, pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 33.3% de los peces a | minuto este
porcentaje aumentd hasta 100% a los 2 minutos manteniéndose hasta el final, pérdida de
equilibrio se presentd en 6.7% de los peces a los 4 minutos este porcentaje aumento hasta
100% a los 90 minutos y pérdida de movimiento opercular se presentd en 53.3% de los
peces a 32 minutos y aumentd 100% a los 64 minutos manteniéndose hasta los 120
minutos. Los signos obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de anestesia
profunda (Etapa II, Nivel 2).

Los peces recuperaron sus actividades al cabo de los 32 minutos (Figura 16b).
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Figura 16. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 18 mg/L de benzocaina y 12°C; b) aclimatacion
en agua a 5%o a 21.5°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.
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En 15 mg/L de benzocaina y 12°C se observa que el 70% de los peces presentaron pérdida
de nado a los 8 minutos este porcentaje aumentd progresivamente hasta 100% a los 120
minutos (Figura 17a). La pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 96.7% de los peces
a | minuto y disminuy6 hasta 93.3% a los 8 minutos aunque después aumentd 100% a los
64 minutos manteniéndose hasta los 120 minutos, pérdida de movimiento opercular se
presentd en 46.7% de los peces a los 8 minutos aumentd progresivamente hasta 100% a los
120 minutos y pérdida de equilibrio se presentd en 3.3% de los peces a 8 minutos este
porcentaje aument6 hasta 100% a los 120 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis
corresponden a una etapa de anestesia de anestesia profunda (Etapa II, Nivel 2).

Los peces recuperaron sus actividades al cabo de los 32 minutos (Figura 17b).
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Figura 17. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 15 mg/L de benzocaina y 12°C; b) aclimatacion
en agua a 5%o a 22°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.

En 12 mg/L de benzocaina y 12°C se observa que el 36.7% de los peces presentaron

pérdida de nado a 1 minuto este porcentaje aumento6 hasta 100% a los 120 minutos, pérdida

de sensibilidad al tacto se presentd en 66.7% de los peces a 1 minuto este porcentaje
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aumentd hasta 100% a 2 minutos manteniéndose hasta 120 minutos y pérdida de equilibrio
se presento en 3.3% de los peces a 1 minuto este porcentaje aumentd hasta 26.7% a los 120
minutos (Figura 18a). Los signos obtenidos con esta dosis corresponden a una etapa de
anestesia ligera (Etapa II, Nivel 1).

Los peces recuperan sus actividades al cabo de a los 8 minutos (Figura 18b).
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Figura 18. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 12 mg/L de benzocaina y 12°C; b) aclimatacion
en agua a 5%o a 21°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de

sensibilidad al tacto.

En 9 mg/L de benzocaina y 12°C se observa que el 10% de los peces presentaron pérdida de
nado a los 4 minutos y aumentd hasta 70% a los 64 minutos aunque después disminuyo
hasta 43.3% a los 120 minutos (Figura 19a). La pérdida de sensibilidad al tacto se presento
en 100% de los peces manteniéndose hasta los 120 minutos, pérdida de movimiento
opercular se presentd en 3.3% de los peces a 32 minutos este porcentaje aument6 hasta 10%

a 120 minutos y pérdida de equilibrio se present6 en 6.7% de los peces a 64 minutos este
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porcentaje aumentd hasta 10% a 120 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis
corresponden a una etapa de anestesia ligera (Etapa II, Nivel 1).

Los peces recuperan sus actividades al cabo de los 8 minutos (Figura 19b).
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Figura 19. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 9 mg/L de benzocaina y 12°C; b) aclimatacion en
agua a 5%o a 22°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.

En 18 mg/L de benzocaina y 15°C se observa que el 20% de los peces presentaron pérdida
de nado a los 8 minutos y aument6 hasta 90% a los 90 minutos aunque después disminuyo
a 83.3% a los 120 minutos (Figura 20a). La pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en
100% de los peces a 1 minuto permaneciendo constante hasta los 120 minutos, pérdida de
equilibrio se present6 en 10% de los peces a los 32 minutos este porcentaje aumentd hasta
70% a 120 minutos y pérdida de movimiento opercular se present6 en 43.3% de los peces a

64 minutos este porcentaje aument6 hasta 60% a los 120 minutos. Los signos obtenidos con

esta dosis corresponden a una etapa de anestesia profunda (Etapa II, Nivel 2).
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Los peces recuperaron sus actividades al cabo de los 8 minutos (Figura 20b).
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Figura 20. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 18 mg/L de benzocaina y 15°C; b) aclimatacion
en agua a 5%o a 22°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de

sensibilidad al tacto.

En 15 mg/L de benzocaina y 15°C se observa que el 46.7% de los peces presentaron
pérdida de movimiento en nado a los 16 minutos y aument6 hasta 86.7% a los 90 minutos
aunque después disminuy6 hasta 80% a los 120 minutos (Figura 21a). La pérdida de
sensibilidad al tacto se presentd en 90% de los peces a los 2 minutos, aument6 hasta 100%
a los 4 minutos permaneciendo constante hasta los 120 minutos; y pérdida de equilibrio se
presentd en 6.7% de los peces a los 64 minutos este porcentaje aumento hasta 26.7% a los
90 minutos permaneciendo constante hasta los 120 minutos. Los signos obtenidos con esta
dosis corresponden a una etapa de anestesia ligera (Etapa II, Nivel 1).

Los peces recuperaron sus actividades al cabo de los 8 minutos (Figura 21b)
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Figura 21. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 15 mg/L de benzocaina y 15°C; b) aclimatacién
en agua a 5%o a 22.5°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.

En 12 mg/L de benzocaina y 15°C se observa que el 10% de los peces presentaron pérdida
de nado a los 4 minutos y aument6 hasta el 76.7% a los 64 minutos aunque después
disminuy6 hasta 63.3% a los 120 minutos y el 100% de los peces presentaron pérdida de
sensibilidad al tacto a 1 minuto este porcentaje permanece constante hasta de los 120
minutos (Figura 22a). Los signos obtenidos con este tratamiento corresponden a una etapa
de sedacion profunda (Etapa I, Nivel 2).

Los peces recuperaron sus actividades completamente después de los 8 minutos (Figura

22b).
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Figura 22. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 12 mg/L de benzocaina y 15°C; b) aclimatacion
en agua a 5%o a 23°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de

sensibilidad al tacto.

En 9 mg/L de benzocaina y 15°C se observa que el 16.7% de los peces presentaron pérdida
de nado a | minuto hasta 43.3% a los 90 minutos después disminuy6 hasta 33.3% a los 120
minutos (Figura 23a). La pérdida de sensibilidad al tacto se presentd en 100% de los peces
a ] minuto permanecio6 constante hasta los 120 minutos. Los signos obtenidos con esta dosis
corresponden a una etapa de sedacion profunda (Etapa I, Nivel 2) no bien diferenciada.

Los peces recuperaron sus actividades al cabo de los 8 minutos (Figura 23b).
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Figura 23. Porcentaje de peces afectados en el tiempo por pérdida de sus actividades y signos durante la
exposicion a la combinacion de benzocaina e hipotermia: a) 9 mg/L de benzocaina y 15°C; b) aclimatacion en
agua a 5%o a 23°C, temperatura ambiente. PMO*= Pérdida de movimiento opercular, PST*= Pérdida de
sensibilidad al tacto.
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6.4. Transporte por 3:30 horas
No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en supervivencia de los juveniles de
C. estor estor entre los ocho tratamientos (Figura 24); a pesar de que en el tratamiento (4)

transporte sin benzocaina e hipotermia y sin A. vera se murieron 3 peces durante el

Supervivencia
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Tratamientos

transporte.

Figura 24. Supervivencia de juveniles de C. estor estor durante el transporte de 3:30 horas en los diferentes
tratamientos: T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina e hipotermia, -BH= Sin benzocaina e
hipotermia, +AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las medias+SE, n=24 réplicas). Las letras
iguales de las barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

Se determind el efecto a los 0 minutos después del transporte por 3:30 horas en las
actividades y signo, que presentaron los niveles de actividad (normal, inseguro, pérdida
parcial y total); se realizo el analisis de ANOVA de una via. Se graficaron los valores de las

medias y error estandar del porcentaje de peces que presentd algin nivel de actividad y

signo en cada tratamiento después del transporte.

A 0 minutos después del transporte los efectos en actividades y signos desaparecieron al
aumentar la temperatura progresivamente durante el tiempo de aclimatacion en las bolsas;
se observo que los peces pasaron de sedacion profunda a sedacion ligera y al ser liberados
en las tinas de recepcion recuperaron sus actividades inmediatamente; mientras que a 2, 24
y 48 horas no se presentaron efectos por el transporte en actividades y signo.

Los peces de los tratamientos 3, 4, 7 y 8 presentaron movimiento opercular normal a
diferencia de los tratamientos 1, 2, 5 y 6 no hubo peces que hayan perdido esta actividad,

son significativamente diferentes (P<0.05) de los tratamientos 3, 4, 7 y 8 (Figura 25).
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Movimiento Opercular (Normal)

120 a a a a
100 |
80

60 4

% Peces

40

20
b b b b

-T+BH-AV

-T-BH+AV | -T-BH-AV

8

T+BH+AV | T+BH-AV | T-BH+*AV | T-BH-AV |-T+BH+AV

1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos

Figura 25. Porcentaje de juveniles de C. estor estor con movimiento opercular normal del transporte de 3:30
horas en los diferentes tratamientos: T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina e hipotermia, -
BH= Sin benzocaina ¢ hipotermia, +AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las medias+SE, n=24
réplicas). Las letras iguales de las barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

El 100% de los peces de los tratamientos 3, 6, 7 y 8, presentaron equilibrio normal aunque
se observa que el porcentaje es ligeramente menor en los tratamientos 1, 2, 4 y 5; sin
embargo no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos (Figura

26a).
En los tratamientos 1, 2, 4 y 5, un porcentaje minimo de peces presentd pérdida total de

equilibrio, mientras que en los tratamientos 3, 6, 7 y 8 no hubo peces que hayan perdido

esta actividad, sin diferencia significativa (P>0.05) entre los tratamientos (Figura 26b).
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Figura 26. Porcentaje de juveniles de C. estor estor con equilibrio: a) normal y b) pérdida total
inmediatamente después (0 minutos postransporte) del transporte de 3:30 horas en los diferentes tratamientos:
T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina ¢ hipotermia, -BH= Sin benzocaina ¢ hipotermia,
+AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las medias£SE, n=24 réplicas). Las letras iguales de las
barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

Los peces de los tratamientos 3, 4, 7 y 8 presentaron nado normal, mientras que en los
tratamientos 1, 2, 5 y 6 no hubo peces que hayan perdido esta actividad, son

significativamente diferentes (P<0.05) de los cuatro tratamientos anteriores (Figura 27a)

En los tratamientos 1, 2, 5 y 6 un porcentaje minimo de peces presentaron nado inseguro,
sin embargo son significativamente diferentes (P<0.05) entre ellos, mientras que en los
tratamientos 3, 4, 7 y 8 no hubo peces que hayan presentado esta actividad, no hay

diferencias significativas (P>0.05) entre ellos (Figura 27b).
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Los peces de los tratamientos 1, 2, 5 y 6, presentaron pérdida parcial en nado; mientras que
en los tratamientos 3, 4, 7 y 8 no hubo peces que hayan presentado esta actividad, son

significativamente diferentes (P<0.05) de los cuatro tratamientos anteriores (Figura 27c¢).

Los peces de los tratamientos 3, 4, 7 y 8 presentaron sensibilidad al tacto normal; mientras
que en los tratamientos 1, 2, 7 y 8 no hubo peces que presentaran este signo, son

significativamente diferentes (P<0.05) de los cuatro tratamientos anteriores (Figura 28a).

El 100% de los peces de los tratamientos 1, 2, 4, 5 y 6 presentaron pérdida total de
sesensibilidad al tacto; mientras en los tratamientos 3, 7 y 8 no hubo peces que presentaran
este signo, son significativamente diferentes (P<0.05) de los cinco tratamientos anteriores

(Figura 28b ).
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Figura 27. Porcentaje de juveniles de C. estor estor con nado: a) normal, b) inseguro y c) pérdida parcial
inmediatamente después (0 minutos postransporte) del transporte de 3:30 horas en los diferentes tratamientos:
T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina e hipotermia, -BH= Sin benzocaina e hipotermia,
+AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las mediastSE, n=24 réplicas). Las letras iguales de las

barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

Sanchez-Blanco Judith (2006)

53



El Uso de Benzocaina e Hipotermia como Sedantes para el Transporte de C. estor estor.

a Sensibilidad al Tacto (Normal)
120 4
a a a a
100 4 — — I
80 -
13
[
3
& 60
R
40 4
20 |
b b b b
0
T+BH+AV | T+BH-AV | T-BH+AV | T-BH-AV |-T+BH+AV | -T+BH-AV |-T-BH+AV | -T-BH-AV
1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamientos
b Sensibilidad al Tacto (Pérdida Total)
120
a a a a
1004 — — — —
w 80
[}
]
2 60
=
40 |
b
2 b % b b
0
T+BH+AV | T+BH-AV | T-BH+AV | T-BH-AV |-T+BH+AV | -T+BH-AV | -T-BH+AV | -T-BH-AV
1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamientos

Figura 28. Porcentaje de juveniles de C. estor estor con sensibilidad al tacto: a) normal y b) pérdida total
inmediatamente después (0 minutos postransporte) del transporte de 3:30 horas en los diferentes tratamientos:
T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina ¢ hipotermia, -BH= Sin benzocaina ¢ hipotermia,
+AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las medias+SE, n=24 réplicas). Las letras iguales de las
barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en el nimero de escamas pérdidas por
los peces (Figura 29), aunque varid el nimero de escamas de un tratamiento a otro, el
mayor numero de escamas perdidas se observo en el tratamiento 3 con A. vera, 4 sin A
vera, y 8 sin A. vera (Testigo). Aunque en los tratamientos 5 sin transporte, con benzocaina

e hipotermia y A. vera y 1 transporte con benzocaina e hipotermia y A. vera se presento el

menor nimero de escamas pérdidas.
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Figura 29. Ntimero de escamas pérdidas de juveniles de C. estor estor durante el transporte de 3:30 horas en
los diferentes tratamientos: T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina e hipotermia, -BH= Sin
benzocaina e hipotermia, +AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las medias+SE, n=24 réplicas).
Las letras iguales de las barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

Hemorragias de diferente intensidad se observo en boca y cabeza después del transporte, en
los tratamientos: 3 (T-BH+AV), 7 (-T-BH+AV) y 8 (-T-BH-AV). No se presentaron

rasgones en piel ni erosion de aletas en los peces

Tabla 4. Hemorragias en juveniles de C. estor estor.

Tratamientos |Peces con Hemorragias
hemorragias Leves Intensas
3 (T-BH+AV) |9 9 boca
4 cabeza
7 (-T-BH+AV) |6 5 boca 1 boca, 1 cabeza
8 (-T-BH-AV) |8 8 boca 1 entre boca y cabeza
3 cabeza

En los tratamientos donde no se sedaron los peces para el transporte 3 (T-BH+AV) y 4 (T-
BH-AV); después de las 48 horas los peces de ambos tratamientos se regresaron a los
tanques de recepcion, a los 2 dias después presentaron infeccion por hongos seis peces, los
cuales se aislaron para combatir el hongo en agua a 10%o de salinidad, murieron a los 2 dias
de su aislamiento. También del tratamiento 7 (-T-BH+AV) un pez murié después de las 48

horas postransporte.

6.5. Transporte por 8:30 horas

Todos los peces sobrevivieron después del transporte en todos los tratamientos.
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En el tratamiento 2 (T-BH-AV) de transporte sin benzocaina e hipotermia y sin A. vera se
presentd el mayor numero de escamas pérdidas, seguido por el tratamiento 1 (T+BH+AV)
transporte, benzocaina e hipotermia y A. vera; mientras que el tratamiento 3 (-T-BH-AV)
sin transporte, sin benzocaina e hipotermia y con A. vera (testigo) se presentd la menor
cantidad de escamas pérdidas. Sin embargo las diferencias no fueron significativas (P>

0.05) entre los tratamientos (Figura 31).
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T+BH+AV T-BH-AV -T-BH-AV
1 2 3
Tratamientos

Figura 30. Numero de escamas pérdidas de juveniles de C. estor estor durante el transporte de 8:30 horas en
los diferentes tratamientos: T= Transporte, -T= Sin Transporte, +BH= Benzocaina ¢ hipotermia, -BH= Sin
benzocaina e hipotermia, +AV= A. vera, -AV= Sin A. vera; (los valores son las mediastSE, n=24 réplicas).
Las letras iguales de las barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

No se presentaron rasgones en piel ni erosion de aletas en los peces después de aplicarse los
tres tratamientos. Solamente en el tratamiento 2 (T-BH-AV) se presentd infeccion por

hongos en un pez después de 48 horas.

6.6. Tasa de consumo de oxigeno

Los resultados (Figura 31) de la tasa de consumo de oxigeno por mgO»-kg”-h™ de juveniles
de C. estor estor en reposo son claramente menores, sin embargo el consumo se incrementa
después de 1 y 5 minutos de la alimentacion (postprandrial) y este se eleva
considerablemente después de 1 y 5 minutos haber provocado estrés por manipulacion, asi
la tasa de consumo de oxigeno de los peces durante estas actividades fue significativamente

diferente (P<0.05).
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Tasa de Consumo de Oxigeno
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Figura 31. Tasa de consumo de oxigeno en reposo, después de 1 y 5 minutos de alimentacion postprandial y
de haber provocado estrés por manipulacion en juveniles de C. estor estor (los valores son las medias£SE,
n=4 réplicas). Las letras iguales de las barras no presentan diferencia significativa (P>0.05).

Se presentd una tasa de consumo de oxigeno en reposo de 334.6 a 396.1 mgO,kg'h™,
después 1 minuto de alimentacion (postprandial) 521.2 a 639.6 mgO,-kg"-h™' y después de 5
minutos de 450.4 a 672.0 mgO,kg'-h™". Después de 1 minuto de estrés por manipulacion

de 649.9 a 742.9 mgO,kg'*h' y después de 5 minutos 663.9 a 728.3 mgO-kg"-h™".

También se observo que las tasas de consumo de oxigeno son mayores en los peces de

menor peso que en los de mayor peso (Tabla 5).

Tabla 5. Promedios de tasas de consumo de oxigeno en reposo, después de alimentacion postprandial y de
haber provocado estrés por manipulacion en juveniles de C. estor estor.
*datos tomados para el requerimiento de oxigeno.

Tanque Peso | Individuo Flujo Tasa de Consumo de Oxigeno m Oykg'l‘h'1
Total peso litro/hora Reposo Alimentacién Estrés
(g) | promedio (23.9°0) (23.1°C) (23.1°C)
(€3] 8:15pm |9:15pm | 1 min 5 min 1 min 5 min

1 1434 |7.17 116.10 396.1 388.6 639.6 672.0 655.8 663.9
2 145.7 |7.29 111.35 382.1 374.5 573.2 5579 695.4 7259
3* 1513 |7.57 110.19 3714 3714 553.5 5244 742.9 728.3
4 169.5 |8.48 109.06 334.6 341.0 521.2 450.4 649.9 656.3

6.7. Tiempo de consumo de oxigeno en bolsas
Basandose en los datos de la tasa de consumo de oxigeno de 20 peces con un peso de 151.3

g después 1 minuto de estrés por manipulacion que registré 742.9 mgO»-kg™'h™'; se calculd
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un requerimiento de oxigeno 790.8 mgQO, para transportar durante 16 horas 10 peces con un

peso de 75.65 g en 9 litros de agua a 5%o (Tabla 6), el cual se afiadi6 a cada bolsa.

Tabla 6. Calculo practico de requerimiento de oxigeno para juveniles de C. esto estor a partir de datos
experimentales de respiracion después de 1 minuto de estrés por manipulacion.

a) Convertir el peso de 10 peces (de gramo a kilo)

Peso promedio por pez = 7.565 g x 10 peces = 75.65 g = 0.07565 kg

b) Asumiendo que el agua esta 100% saturada de oxigeno: ;Cuanto oxigeno tendria en cada
bolsa con 9 L de agua?.

9 L de H20 x 6 mgO2 /L a saturacion = 54 mgO)/L (totales)

¢) Determinar ;Cuanto oxigeno consumiran 10 peces de 0.07565 kg durante 8 horas de
transporte?

kg ——742.9 mgOy-kgh™!

0.07565 kg X =56.2 x 8 horas = 449.4 mgO)

d) Al resultado, restar la cantidad de oxigeno en los 9 L de agua. Para conocer la cantidad de
O; que se necesita introducir a cada bolsa.
449.4 mgO>kg'*h'- 54 mgOy/L = 395.4 mgO, kg h~

e) Duplicar el requerimiento de oxigeno, por seguridad395.4 mgOz'kg'l'h'1 X 2 (16 horas) =
790.8 mgO,kg=-h?

f) Se afiadi6 a cada bolsa 790.8 mgO2 para simulacion transporte por 16 horas

Los resultados de las evaluaciones del consumo de oxigeno de los peces en el tiempo puede
observarse en las Tablas 7 y 8. La prediccion del calculo de duracion del oxigeno dentro de
las bolsas con 10 peces en 9 L de agua a 5%o0 durante 16 horas de simulacién de transporte

correspondi6 al tiempo planteado para el tratamiento sin anestésicos (testigo).

En el tratamiento con benzocaina e hipotermia los niveles de oxigeno en el agua
disminuyeron en un 22% (Tabla 7), mientras que en el tratamiento sin anestesia la
disminucion fue del 63.84% (Tabla 8).

La supervivencia fue afectada por el tratamiento sin anestésico (testigo) dado que se
encontraron 5 peces muertos de los 30 utilizados al finalizar el tiempo establecido.
Posterior a la simulacion de transporte a 12 horas, se encontraron otros 6 peces muertos, a
24 horas cuatro peces muertos adicionales y 48 horas otros 2 peces muertos (Tabla 8). Por

otro lado, después de las 48 horas se presentd infeccion por hongos en 5 peces los cuales se
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aislaron y murieron a los tres dias. En resumen la mortalidad acumulada durante 48 horas
después del transporte fue de 73.34%. Por lo contrario, en el tratamiento con anestésicos, se
presentd uUnicamente un pez muerto al cabo de 24 horas después de la simulacion del

transporte (Tabla 7), lo cual corresponde a una mortalidad acumulada de 3.3%.

Tabla 7. Datos de oxigeno y supervivencia en juveniles de C. estor estor a las 16 horas de simulacion de
transporte en el tratamiento con 12 mg/L de benzocaina e hipotermia (15°C) y postransporte (0, 12, 24 y 48
horas).

Replicas 0, O, Final en | Tiempo de Peces muertos postransporte
Inicio en el agua ;,r:;;gg;te (0 hrs) | (12 hrs) | (24 hrs) | (48 hrs)
el agua

1 6 mg/L 5.15mg/L |16/10 0 0 0 0

2 6 mg/L 4.35mg/L |16/14 0 0 1 0

3 6 mg/L 4.56 mg/L | 16/14 0 0 0 0

Promedio | 6 mg/L 4.68 mg/L | 16/13 0 0 0.33 0

Tabla 8. Datos de oxigeno y supervivencia de juveniles de C. estor estor a las 16 horas de simulacién de
transporte a temperatura de 22°C y postransporte (0, 12, 24 y 48 horas) en el tratamiento testigo.

Replicas O; Inicio | O, Final en | Tiempo de Peces muertos postransporte
en el el agua Transporte | (0 hrs) | (12 hrs) | (24 hrs) | (48
agua (hrs/min) hrs)

1 6 mg/L 1.81 mg/L |16/ 00 2 2 2 1

2 6 mg/L 1.83 mg/L | 16/05 2 3 1 1

3 6mg/L  [2.89mg/L |16/10 1 1 1 0

Promedio |6 mg/L |2.17 mg/L | 16/.05 1.67 2 1.33 0.66

Por otro lado, en el tratamiento sin anestésicos durante y después de la simulacion de
transporte los peces se mostraron muy estresados, mientras que en el tratamiento con

benzocaina e hipotermia se mostraron tranquilos.

En el tratamiento con simulacion de transporte sin anestésico (testigo) se encontraron en el
agua de las bolsas bastantes desechos al final del tratamiento, mientras que en el
tratamiento donde se aplico benzocaina e hipotermia los desechos producidos por los peces

fueron mucho menores.

6.8. Parametros analizados

6.8.1. Analisis fisicoquimicos del agua

No se mostraron diferencias significativas en los resultados de los andlisis fisico-quimico
del agua durante el desarrollo de los experimentos: (1) Benzocaina, (2) Hipotermia y (3)

Combinacion de benzocaina e hipotermia.
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Tabla 9. Datos del analisis fisicoquimico del agua durante el desarrollo de los experimentos (1) Benzocaina,
(2) Hipotermia y (3) Combinacion de benzocaina e hipotermia.

Experimentos Benzocaina Hipotermia Benzocaina e
Hipotermia

Temperatura 25.242.7°C 23.8+£2.8°C 23+2°C

(ambiente del agua)

Oxigeno disuelto 6+0.33 mg/L 6+0.27 mg/L | 5.9840.44 mg/L

pH 8.84+1.68 8.89+0.55 8.45+0.33

Salinidad 5 %o 5 %0 5 %0

Durante el trayecto del transporte se reportaron temperaturas en el ambiente entre 18°C y

31°C.

6.8.2. Biometrias de los organismos

El peso promedio de los peces utilizados durante los experimentos (1, 2, 3,4, 5, 7y 8) fue
de 7.688 g, longitud patrén promedio 8.89 cm, longitud estandar promedio 10.31 cm y
ancho maximo promedio 1.54 cm.

Para el experimento (6) transporte de 4,848 juveniles de C. estor estor a Ichupio el peso
promedio de los peces que se transportaron fue de 2.697 g y longitud patron promedio de

4.3 cm.
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VIIL. DISCUSION

Los resultados obtenidos permitieron determinar las concentraciones y técnicas de
aplicacion optimos en el uso de benzocaina, hipotermia y su combinacién como anestésicos
para manipular con seguridad juveniles C. estor estor durante el desarrollo de proyectos de
investigacion, practicas de manejo acuicola, efectuar morfometrias basicas, desoves
controlados naturales o inducidos, movimientos de peces en el funcionamiento normal de
una granja, su transporte a otras localidades o el aprovechamiento de poblaciones silvestres
como fuente de reproductores. Los parametros fisicoquimicos del agua en el sistema
experimental permanecieron estables durante el experimento y dentro de los intervalos

adecuados para la especie (Martinez- Palacios et al., 2002)

Los efectos en las actividades y signos de los peces en respuesta a la exposicion de las
diferentes dosis de benzocaina en condiciones experimentales, permiti6 diferenciar una
determinada etapa de anestesia de acuerdo a McFarland 1959. A 30 mg/L murieron seis
peces durante los 120 minutos de exposicion a la benzocaina y a 40 mg/L murieron cuatro
peces en 16 minutos al cabo de los cuales el tratamiento se interrumpi6 para evitar la
muerte masiva de los peces. En ambas dosis inicia un proceso de transicion de anestesia
quirtrgica que puede llevar a los peces a la muerte, lo cual corresponde con una etapa IV
conocida como colapso medular, encontrandose traumas graves como: hemorragias en
cabeza, base de aletas y linea abdominal en todos los peces. Se produce hemdlisis de los
eritrocitos de la sangre en altas concentraciones de benzocaina por las interacciones
hidrofébicas del anestésicos en las membranas, ocasionando cambios en la organizacion de
los fosfolipidos de la membrana provocando hemdlisis (De Matos Alves et al., 2000). Las
actividades que primero se pierden cuando los peces son introducidos a las diferentes
concentraciones de benzocaina en orden son nado, sensibilidad al tacto, equilibrio y
movimiento opercular; las cuales se recuperan completamente de la accion del anestésico
inversamente iniciando con movimiento opercular, equilibrio, sensibilidad al tacto y nado.

Se observo que en los peces expuestos a benzocaina se presentd ataxia, cambio de color
hacia una tonalidad obscura y taquiventilacion. Al aumentar las concentraciones del
anestésico, se afectan las actividades de los peces en un tiempo mas corto y la recuperacion
del efecto del anestésico es mas lenta permitiendo distinguir diferentes etapas de anestesia.

En el experimento de hipotermia, a las temperaturas de 21°C y 18°C los peces no mostraron

efectos marcados en sus actividades y signos, por lo cual no se diferencio la etapa inicial de
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anestesia debido a que estas temperaturas se encuentran dentro del intervalo de tolerancia
de la especie (Martinez et al., 2002). Nuestros resultados muestran que la hipotermia es
efectiva en condiciones experimentales para sedacion profunda a 15°C y sedacion profunda
en transicion con anestesia ligera a 12°C, existiendo una recuperacion los peces después de
los 32 minutos. Durante el proceso de aclimatacion a la disminucion de la temperatura hasta
9°C, se observd que los peces mostraron cierto grado de estrés al alcanzar los 11°C,
inferido por taquiventilacion, cambio a color oscuro la piel y pérdida parcial de equilibrio.
Una vez que la temperatura alcanzo los 10°C, desaparecieron estos signos sugiriendo que se
habia alcanzado ya el estado de anestesia. Un comportamiento similar fue observado en O.
gorbuscha al aclimatarse a 8.5°C al pasar de 15 a 10°C: los peces se convulsionaron, la
respuesta fue temporal (5-10 segundos) y rapidamente pasaron a un letargo como lo
describen Hovda y Linley (2000). Este comportamiento se debid probablemente a que el
tiempo de aclimatacion fue demasiado corto para un intervalo de temperatura amplio de
exposicion, ya que el efecto de shock térmico parece estar relacionado al grado o rapidez en
el cambio de temperatura en donde se pueden experimentar convulsiones (Yoshikawa et al.,
1989) y muerte (Badillo, 2003). Esto se observa cominmente en peces adaptados a aguas
templadas de temperaturas >20°C que son sujetos a una disminucion de la temperatura
entre 5 a 10°C durante un intervalo corto de tiempo. Sin embargo, se ha observado en
especies de agua frias adaptadas a temperatura menores de 10°C que al ser expuestas a
temperaturas cercanas a congelacion gradualmente o rapidamente no logran anestesia
Hovda y Linley (2000), probablemente porque la temperatura necesaria para anestesia
profunda estar relacionada a la temperatura de aclimatacion.

Se observa que el tiempo de cada estado de anestesia con hipotermia declind al disminuir la
temperatura y el tiempo de recuperacion fue influenciado por la temperatura encontrandose
directamente relacionado al tiempo de anestesia estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Hovda y Linley (2000) que muestran similares resultados con O. gorbuscha
durante su exposicion a diferentes temperaturas. La hipotermia es solo efectiva por corto
tiempo como anestesia ya que los peces tienden a aclimatarse en ciertos intervalos de
tiempo de acuerdo al historial térmico de la especie (Ross y Ross, 1999, Hovda y Linley
2000) este comportamiento lo observamos para el pescado blanco claramente durante su
exposicion a la temperatura de 9°C donde se present6 la etapa de anestesia ligera ya que los
peces al final del tiempo de exposicion antes de los 120 minutos se recuperaron en algunas

de sus actividades pérdidas al inicio de su exposicion a esta temperatura, se aclimatan.
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La potenciacion en los efectos de una droga por la administracion de otra droga se conoce
como sinergismo definido como el aumento de la accion farmacologica de una droga por el
empleo de otras (Charmichel, 1985). Nuestros resultados demuestran que el uso de
benzocaina e hipotermia muestran un efecto sinergético en juveniles de C. estor estor, dado
que aument6 la eficacia de una dosis minima efectiva de 12 mg/LL de benzocaina se
incremento6 a una temperatura de 15°C manteniendo a los peces bajo sedacion profunda. El
uso de la combinacion de estas dos técnicas de anestesia permite reducir la concentracion
de benzocaina de 15 mg/L y 18 mg/L entre 3 y 6 mg/L teniendo la misma eficacia a un
costo menor, resultados similares reporta Ross y Ross (1999) en tilapia al usar hipotermia
redujo la dosis efectiva del anestésico para sedacion en un 30% entre 5y 7 mg/L. A una
temperatura de 15, 12 y 9°C la eficacia anestésica de las concentraciones 9, 12, 15 y 18
mg/L de benzocaina se incrementa, Iversen et al. (2003) encontraron resultados similares
en S. salar expuesto a una temperatura de 5.4°C y a diferentes concentraciones de aceite de
clavo, metamidato, Aquis™ y benzocaina la eficacia de los cuatro anestésicos se vid
incrementada en sus concentraciones durante la exposicion a esta temperatura que a la

observada en temperatura ambiente.

La combinacion de las técnicas de anestesia en laboratorio permitid el eficiente transporte
de los peces en campo durante 3:30 y 8:30 horas dado que se facilitd el manejo y se evito el
estrés durante el proceso de empaque y durante su transporte, lo cual permitié una
supervivencia del 100%. Sin embargo, en cuanto al uso de A. vera, al examinar los peces
después de su transporte no se presentaron maltratos en piel y aletas ni se encontrd
diferencias significativas (P>0.05) en el nimero de escamas perdidas entre los tratamientos,
por lo que no se puede determinar un efecto positivo del uso de A. vera con y sin transporte
se concluye por este estudio que no se considera necesario su uso para el transporte de
peces blancos.

En términos de supervivencia tampoco se encontraron diferencias significativas (P>0.05)
en los tratamientos de los dos transportes aunque en el tratamiento 4 (T-BH-AV) del
transporte de 3:30 horas se murieron tres peces. En los tratamientos del transporte de 3:30
horas donde no se aplicé anestésicos 3 (T-BH+AV) transporte sin benzocaina e hipotermia
con A. vera y 4 (T-BH-AV) transporte sin benzocaina e hipotermia ni A. vera los peces al
ser desempacados mostraron gran estrés y durante el periodo postransporte a diferencia de
los otros tratamientos, posteriormente estos animales presentaron infeccion por hongos

(10%) y en el tratamiento 2 (T-BH-AV) del transporte de 8:30 horas (3.33%) como fue
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reportado para M. chrysops x M. saxatilis cuando no se emplean anestésicos (Davis y
Griffin, 2004).

La técnica de anestesia benzocaina combinada con hipotermia fue efectiva y confiable al
sedar los peces para el transporte lo que minimizo6 el estrés y no causé dafios mecanicos ni
afect6 la supervivencia, evitando las mortalidades citadas por Solorzano (1968) y Rosas-
Moreno (1970) en los transportes de C. estor estor. Sin embargo el A. vera no lo fue ya que
no se observod su beneficio en los tratamientos sin anestesia y con anestesia durante el

transporte.

La tasa de consumo de oxigeno mgO»-kg-h™ fue significativamente diferente en reposo,
después de la alimentacion (postprandial) y después del estrés por manipulacion.
Resultados similares fueron reportados por Muusze et al. (1998) en A. ocellatus al medir las
tasas de consumo de oxigeno en reposo, de rutina y después actividad a diferentes niveles
de oxigeno disuelto. Asimismo, Wuenschel et al. (2005), en juveniles de L. griseus,
encontr6 que las tasas de consumo de oxigeno fueron 3 a 4 veces mayores en peces activos

que en los peces menos activos.

En Pleuronectes plateas, el incremento en la tasa de consumo de oxigeno después de
alimentar (postprandial) esta fuertemente correlacionada con el tamafio de la porcion
alimenticia y composicion, debido a los de requerimientos de digestion y absorcion,
biosintesis y almacén de nutrientes (Jobling y Davis, 1980), mientras que si se reduce la
toma de alimento disminuye el consumo de oxigeno postprandial (Jobling, 1994).
Pichavant et al. 2000 encontraron por su parte que el consumo de oxigeno después de cada
alimentacion es significativamente mas alto en juveniles de Scophthalmus maximus (2 a 3
veces mas) que en los no alimentados durante 7 dias en oscuridad a diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto.

Nuestros resultados también indican que los peces de menor peso requieren mas oxigeno
por unidad de peso de cuerpo que los de mayor peso en las diferentes condiciones, lo cual
ha sido previamente reportado en C. uropthalmus (Martinez-Palacios, 1987), L. griseus
(Wuenschel et al., 2005) y C. gariepinus (Conceigdo et al., 1998). Respuestas similares se
han observado previamente en larvas con saco vitelino, larvas alimentadas y juveniles de C.
gariepinus en donde se observan correlaciones significativas en la tasa de consumo de

oxigeno con el peso corporal y la toma de alimento (Conceigao et al., 1998).
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Durante la simulacion del transporte el tiempo en el cual se consume el oxigeno hasta
niveles criticos correspondié al estimado, dado que se observaron peces muertos a las 16
horas en el tratamiento testigo (sin anestésico). El efecto de condiciones hipoxia se hacen
aparente a niveles de oxigeno disuelto entre 2.89 y 1.81 mg/L debajo de este valor hay una
declinacion progresiva en el consumo de oxigeno y las posibilidades de sobrevivencia bajo
este nivel son virtualmente cero, dado que C estor estor no tolera bajas concentraciones de
oxigeno disuelto (Martinez et al., 2000).

La mortalidad que se presentd durante y después del tratamiento sin anestésico
probablemente se debid al estrés al cual fueron expuestos por la simulacion de transporte,
que a su vez implicé un aumento en el consumo de oxigeno y por ende disminucion del
oxigeno disuelto hasta niveles criticos, ademas de una acumulacion de CO, y amoniaco. La
calidad del agua durante el transporte en sistemas cerrados es un importante factor que
determina la supervivencia de peces, su deterioro ocurre rapidamente durante una o dos
horas después del empacado y el subsiguiente deterioro puede ocurrir relativamente
despacio (Chow et al., 1994), niveles de oxigeno disuelto por consumo durante la
respiracion disminuyen a causa de la acumulacion de bidxido de carbono el cual se
comporta como acido carbonico cuando entra en contacto con el agua, reduce el pH del
ambiente y del plasma de la sangre como iones bicarbonato no téxico, los productos de
excrecion incrementan los niveles de amoniaco, asi elevados niveles de bioxido de carbono
y NH3-NH4 provocan que el pH del plasma de los peces caiga cerca niveles letales
provocando disturbios en las concentraciones ionicas en el plasma esto deteriora la
capacidad de la hemoglobina de transportar oxigeno (McFarland y Norris, 1958; Berka,
1986; Ross y Ross, 1999; Pichavant et al., 2000, Paterson et al., 2003) y afectan la
supervivencia de peces e incrementan la mortalidad durante el transporte al provoca una
severa acidosis en peces sobrevivientes causando cambios en la quimica de la sangre,
incluyendo elevacion en el hematocrito y disturbios en el balance de electrolitos. Es
importante considerar los efectos de bioxido de carbono y amonio.

En el tratamiento con anestésicos s6lo un pez murié después de las 24 horas de la
simulacion de transporte y al cabo de 16 horas de simulacion de transporte los niveles de
oxigeno se mantuvieron relativamente constantes dentro de la bolsa, debido a la efectividad
de la técnica de transporte que mantiene a los peces sedados y por lo tanto su metabolismo
es bajo disminuyendo la tasa de consumo de oxigeno. Resultados similares se reportan en
P. reticulata la tasa de consumo de oxigeno disminuy6 durante la simulacion de transporte

con 2-fenoxietanol (Teo y Chen, 1993). Wedemeyer (1996) reportan que la tasa de
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consumo de oxigeno de 210 n1g02~kg'l-h'1 en crias de salmon (O. tshawytscha) decrecio
durante el transporte con 10 mg/L de MS222 a 190 mgO,-kg'h”, Grottum et al. (1988) la
tasa de consumo de oxigeno de 64.2 mgO»-kg™'*h™ en Pomatoschistus sp. disminuy6 a 46.2
mgO,kg"'h™” después de aplicar 10 mg/L de metamidate seguido por 1 mg/L. Hoskonen y
Pirhonen (2004) durante la simulacion de transporte 3 y 6 horas de exposicion a sedacion
con aceite de clavo se redujo la tasa de consumo de oxigeno en S. trutta, S. salar, P.
fluviatilis, R. rutilus y O. mykiss. Los anestésicos se usan en bajas dosis durante el
transporte de peces para reducir el estrés fisioldgico, consumo de oxigeno, el metabolismo
y produccion de bidxido de carbono y amoniaco (Wedemeyer, 1996; Ross y Ross, 1999;
Hoskonen y Pirhonen, 2004) esto disminuye mortalidades durante y después del transporte
(Hoskonen y Pirhonen, 2004) lo cual se demuestra en nuestros resultados de una manera

clara con el pescado blanco de Patzcuaro.

El incremento en el consumo de oxigeno al aumentar la temperatura fue observado por
Chow et al. (1994) en A. ocellaris, Martinez y Ross (1986) en C. uropthalmus y en L.
rohita se reportaron siguientes tasas de consumo de oxigeno en rutina, las cuales aumentan
significativamente al aumentar la temperatura 26, 31, 33 y 36°C con 58.02, 66.04, 76.28 y
93.27 27 mgOykg'*h' respectivamente Das et al. (2005). Por lo que se observéd que a la
temperatura de 22°C la cantidad de oxigeno por la respiracion casi se agotd dentro de la
bolsa en el tiempo estimado, lo cual no ocurri6 en el tratamiento con anestésico a 15°C por
el efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno.

VIII. CONCLUSIONES

1. Las concentraciones encontradas mas adecuadas para sedar los juveniles de C. estor estor
son 15 mg/L y 18 mg/L de benzocaina, en un tiempo de 16 minutos y recuperacion a 8

minutos.

2. A una concentracion de 30 mg/L y 40 mg/L de benzocaina inicia un proceso de anestesia
quirtrgica que lleva a los peces a la muerte describiendo una etapa IV conocida como
colapso medular, encontrandose traumas graves como: hemorragias en cabeza, base de

aletas y linea abdominal en todos los peces.
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3. Cuando se usa hipotermia solamente las temperaturas mas adecuadas para mantener
sedados los juveniles C. estor estor fueron 15°C y 12°C, permitiendo una recuperacion
rapida de los peces a 8 minutos.

4. Los juveniles acusaron alto nivel de estrés al reducir la temperatura a 11°C en el proceso
de aclimatacion de 9°C y presentaron taquiventilacion, cambio de color oscuro y pérdida
parcial de equilibrio, al momento que la temperatura disminuy6 a 10°C los peces se

recuperaron del shock.

5. Se observd un efecto sinérgetico por la combinacion de las dos técnicas de anestesia

quimica (benzocaina) y fisica (hipotermia).

6. El mejor tratamiento de la combinacion benzocaina e hipotermia fue el de la temperatura
de 15°C y 12 mg/L de benzocaina el cual mantuvo bajo sedacion profunda a los peces y se
emple6 para el transporte, sin causar dafios en el comportamiento y recuperacion con una

supervivencia del 100% durante y después del transporte.

7. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) después 3:30 horas de transporte entre
los diferentes niveles de actividad y signo presentados por los peces en los tratamientos a 0
minutos (desempaque).

8. Después de las 48 horas post-transporte de 3:30 horas se presentaron a los 4 dias
infeccion por hongos en 6 peces (10%) correspondientes a los tratamientos de transporte sin

benzocaina e hipotermia 3 (T-BH+AV) y 4 (T-BH-AV).

9. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en supervivencia, numero de

escamas pérdidas por los peces y entre el uso o no del Aloe vera durante los transportes.

10. En el transporte de 4, 848 juveniles de C. estor estor, todos sobrevivieron al manejo,

transporte y siembra.

11. La tasa de consumo de oxigeno de juveniles de C. estor estor en reposo son claramente
menores, sin embargo el consumo se incrementa después de alimentacion (postprandrial) y
se eleva considerablemente después haber provocado estrés por manipulacion, asi la tasa de

consumo de oxigeno durante estas actividades fue significativamente diferente (P<0.05).
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12. Se registraron tasas de consumo de oxigeno: en reposo entre 334.6 a 396.1 mgO,-kg*h
! después 1 minuto de alimentacion (postprandial) entre 521.2 a 639.6 rngOz-kg'l-h'l y
después de 5 minutos entre 450.4 a 672.0 mgO,kg'h™". Después de 1 minuto de estrés por
manipulacién entre 649.8 a 742.9 mgO,kg'h™ y después de 5 minutos entre 663.9 a 728.3
mgO,kg'h™. Los valores del consumo de oxigeno son mayores en los peces de menor

peso que en los peces de mayor peso.
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Anexo 1. Tabla de trabajo con etapas de anestesia asociado con varios niveles de actividad
modificado de (Chung 1980 y Ross 1999) para benzocaina.

BENZOCAINA _ mg/L REPLICA#: Fecha:
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento [Sensibilidad
opercular al tacto
1 min
2 min
4 min
8 min
16 min
32 min
64 min
N = Normal
Inicio Antes Después P Pérl(ﬁzd?;zfg‘i:;
T° T T PT= Pérdida Total
pH pH pH
O, 0, 0,
%0 %0 %0
Supervivencia:
Recuperacion H,O 5%o
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento |Sensibilidad
opercular al tacto
1 min
2 min
4 min
8 min
16 min
32 min
64 min
Inicio Antes Después
T° T° T°
pH pH pH
0, 0, O,
%0 %0 %0
Supervivencia:
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Anexo 2. Tabla de trabajo con etapas de anestesia asociado con varios niveles de actividad
modificado de (Chung 1980 y Ross 1999) para hipotermia y combinacién de benzocaina e
hipotermia.

HIPOTERMIA T°C REPLICA #: Fecha:
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento Sensibilidad al
opercular tacto
1 min
2 min
4 min
8 min
16 min
32 min
64 min
1:30 min
2 hrs
N = Normal
Inicio Antes Después 1= Inseguro
r r T e
pH pH pH
0O, 0O, 0,
%60 %60 %60 Supervivencia:

Recuperacion H;O 5%o

ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio Nado Movimiento |Sensibilidad
opercular al tacto

1 min

2 min

4 min

8 min

16 min
32 min
64 min
1:30 min
2 hrs

Inicio Antes Después
T° T° T°

pH pH pH

0, 0, 0,

%0 %0 %0

Supervivencia:
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Anexo 3. Etapas de anestesia asociado con varios niveles de actividad modificado de
(Chung 1980 y Ross y Ross, 1999) para combinacion de benzocaina e hipotermia durante el
transporte y postransporte.

Tratamiento : Fecha:
Hipotermia T°C Benzocaina mg/L. Aloe vera: S/N
Tiempo de aclimatacion:

9L

TO
Caja

TO
H,O

TO
Ambiente

Volumen
de Hielo

Tiempo
Minutos
0
15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
185

Observaciones:

DESPUES DEL TRANSPORTE (Total de tres replicas )
Tiempo de aclimatacion:
Recuperacion H,O 5%o

ACTIVIDAD ETAPA DE ANESTESIA

TIEMPO

McFarland 1959

Equilibrio

Nado

Movimiento
opercular

Sensibilidad
al tacto

0 min

120 min

24 hrs

48 hrs

N = Normal
I = Inseguro
PP = Pérdida Parcial
PT= Pérdida Total
No. peces con hemorragias:

Tipo de hemorragias:
Aletas desgarradas:
No. escamas:
Después de las 24hrs y 48hrs
Alimentacion:
Supervivencia:

Mortalidad:

Otros:
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POSTRANSPORTE
Tratamiento : Fecha:
Hipotermia T°C  Benzocaina  mg/L  Aloevera:S/N 9L
(Replica )
Tiempo de aclimatacion: Supervivencia:
H,0 5%o
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento [Sensibilida
opercular | d al tacto
0 min
120 min
24 hrs
48 hrs
(Replica )
Tiempo de aclimatacion: Supervivencia:
H,0 5%o
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento Sensibilidad
opercular al tacto
0 min
120 min
24 hrs
48 hrs
(Replica )
Tiempo de aclimatacion: Supervivencia:
H,O 5%o
ACTIVIDAD Y SIGNO ETAPA DE ANESTESIA
TIEMPO McFarland 1959
Equilibrio | Nado | Movimiento (Sensibilidad
opercular al tacto
0 min
120 min
24 hrs
48 hrs
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Anexo 4. Graficas que muestran el numero de peces (promedio) que en el tiempo presentaron
dos niveles de actividad (PP: Pérdida parcial y PT: Pérdida total), alcanzados durante la
exposicion a benzocaina, hipotermia, benzocaina e hipotermia y recuperacion.

*PMO: Pérdida de movimiento opercular, PST: Pérdida de sensibilidad al tacto
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21 mg/L de benzocaina
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m PMO*
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Niveles de actividad y signos/Tiempo (minutos)

Niveles de actividad y signos/Tiempo (minutos)
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Benzocaina e Hipotermia

18 mg/L de benzocainay12°C O Pérdidade Equilibrio i i O Pérdida de Equilibrio
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18 mg/L de benzocainay 15°C
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