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RESUMEN

La Acuicultura es la técnica de produccién de organismos acudticos (peces, moluscos,
crustdceos, algas, etc.) donde se utilizan diferentes técnicas de producciéon que cada una
implica una modificacion del hédbitat natural, exponiéndose a cualquier cambio, que puede

ocasionar afectacion a su estado sanitario, disminuyendo su rendimiento.

La manipulacién de los peces es una practica muy comiun en todo sistema de cultivo, pero
esta actividad puede causar cierto estrés en los animales lo que significa debilitacién de su
sistema inmune, que puede ocasionar desde alguna lesién, como la presencia que alguna
enfermedad ocasionada por los patégenos oportunistas que estd siempre presentes en el
medio llegando incluso a ocasionar mortalidad masiva representando pérdidas econdmicas

al productor.

Para tratar de mitigar este impacto, es muy comun usar anestésicos comerciales, que estan
presentes en mercados especificos, de diferentes procedencias pudiendo ser de origen
natural o sintéticos, sin embargo su alto valor comercial, y su dificil obtencién implican
algunos esfuerzos econémicos, lo que al final del cultivo representan un alto costo. Para
ello se buscan alternativas con materiales disponibles en el medio y que no representen un
valor elevado y sean seguros tanto para los organismos como para la persona que los aplica.
El clavo de olor es una planta con muchos beneficios medicinales, entre una de sus
propiedades se encuentra la anestésica. Por este motivo, el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la aplicacion de diferentes dosis utilizando un anestésico artesanal de
clavo de olor (Syzygium aromaticum) para reducir el estrés en los peces, en el proceso de

biometria de los peces.

El anestésico artesanal se elabor6 colocando 100 g de clavo en 200 ml de aceite de oliva y
llevando a bafio de Maria por 20 minutos. Después de esto, se dejo reposar esta mezcla por
60 dias, para la aplicaciéon se mezclé 6 ml de aceite de clavo y 4 ml de etanol (mezcla
madre). Las dosis probadas fueron de 10 ml, 5 ml y 2.5 ml de la mezcla madre diluidas en 1
L de agua, ademds de un control de 5 ml de anestésico industrial diluido en 1 L de agua.

Los peces fueron colocados en cada tratamiento y una vez anestesiados se les tomé peso y



talla. La recuperacién se la realiz6 en una pecera con 4 L con abundante aireacion

(concentracion oxigeno promedio de 7.7 ppm).

El andlisis estadistico aplicado fue ANOVA de un factor con un nivel de significancia de

p<0,05.

En los resultados se pudo observar que usar 10 ml/l (6 ml de aceite de clavo y 4 ml de
alcohol industrial), induce a los peces en una sedacién profunda en 97 segundos y con un
tiempo de recuperaciéon de 100 segundos y no representa diferencia significativa respecto al
control, llegando a la conclusién que esta dosis es la mas adecuada para su aplicacién en
Vieja Azul (Andinoacara rivulatus) y ademds se pudo apreciar que ninguna de las

concentraciones causo mortalidad en los peces.

Finalmente, el uso del aceite de clavo elaborado de forma artesanal se puede utilizar para
realizar biometrias en los peces y se lo puede elaborar dentro del mismo lugar de
produccion con materiales muy disponibles en nuestro mercado y que representan un bajo

costo en comparacion con los anestésicos industriales.



ABSTRACT

Aquaculture is the technique of production of aquatic organisms (fish, molluscs,
crustaceans, algae, etc.) where different production techniques are used, each of which
implies a modification of the natural habitat, exposing them to any change that may affect

their status sanitary, decreasing its yield.

The handling of fish is a very common practice in all of cultivation systems, but this
activity can cause some stress in the animals which means weakening of the immune
system, which can cause from some injury, such as the presence that some disease caused
by the opportunistic pathogens that are always present in the environment, even causing

massive mortality, representing economic losses to the producer.

To try to mitigate this impact, it is very common to use commercial anesthetics, which are
present in specific markets, from different origins, and may be of natural origin as
synthetic, however its high commercial value, and it’s difficult to obtain them involve some
economic efforts, which end of the crop represent a high cost. For this, alternatives are
sought with materials available in the medium and those do not represent a high value and

are safe both for the organisms and for the person who applies them.

Clove is a plant with many medicinal benefits; one of its properties is anesthetic. For this
reason, this work aims to develop an artisanal anesthetic with (Syzygium aromaticum) clove

to reduce stress in fish, in the process of biometrics of fish.

The artisanal anesthetic was prepared by placing 100 g of clove in 200 ml of olive oil and
carrying a water bath for 20 minutes. After this, this mixture was allowed to stand for 60
days, for the application was prepared 6 ml of clove oil and 4 ml of ethanol (masterbatch)

were mixed.

The doses tested were 10 ml, 5 ml and 2.5 ml of the masterbatch diluted in 1 L of water, in
addition to a control of 5 ml of industrial anesthetic diluted in 1 L of water. The fish were
placed in each treatment and once they were anesthetized, weight and height were taken.
The recovery was carried out in a tank with 4 L with abundant aeration (average oxygen

concentration of 7.7 ppm).
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The statistical analysis applied was ANOVA of a factor with a level of significance of p
<0.05.

In the results it was observed that using 10 ml / L (6 ml of clove oil and 4 ml of industrial
alcohol), induces the fish in a deep sedation in 97 seconds and with a recovery time of 100
seconds and does not represent difference significant regarding the control, concluding that
this dose is the most suitable for its application in Old Blue (Andinoacara rivulatus) and in

addition it was possible to appreciate that none of the concentrations caused mortality in the

fish.

Finally, the use of clove oil made by hand can be used to perform biometrics in fish and can
be produced within the same production site with materials that are accessible in our market

and represent a low cost compared to anesthetics industrials

PALABRAS CLAVES: Anestésico (Syzygium aromaticum), Vieja azul (Andinoacara

rivulatus), Concentraciones, Sedacién y Recuperacion.
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1. INTRODUCCION

En la Acuicultura los organismos acudticos cultivados siempre estdn sometidos a labores de
manejo que pueden generan problemas de estrés y ocasionar alteraciones en el estado

sanitario.

En la naturaleza se encuentran una gran diversidad de plantas con diferentes propiedades
medicinales dependiendo del fin que estemos buscando, algunas tienen caracteristicas
antibacterianas, antiparasitarias o anestésicas, las mismas que se pueden utilizar tanto en

medicina humana como veterinaria y/o en el campo acuicola.

Para llevar a cabo un correcto manejo de nuestros peces, en los procesos que se realizan en
la granja, debemos tener a nuestra disposicién de herramientas que nos faciliten dicha
actividad, con la finalidad de reducir el estrés en los animales para prevenir y minimizar el
posible riesgo que se pudiera ocasionar luego de la ejecuciéon de esta actividad. La
anestesia se presenta como una alternativa para disminuir los dafios producidos, y
amortiguar la contestacion vital desfavorable (Weber, Peleteiro, Garcia, y Aldegunde,

2009).

La anestesia es un mecanismo de gran amplitud empleado en el sector Acuicola que se
utiliza durante el proceso de manipulaciéon, muestreo, transporte y operaciones de manejo

de los peces (Hoseini et al., 2018).

Por ello se tratan de tomar medidas de prevencion que minimicen el riesgo de ocasionar
dafio a los organismos. Un anestésico artesanal elaborado con materiales disponibles
localmente y con un precio relativamente bajo en comparaciéon con los anestésicos
industriales, es una buena opcién para el pequeno productor que busca optimizar sus

recursos para obtener buenos resultados en su proceso productivo.

Ocasionar el menor dafio posible a los organismos con los que se trabaja debe ser la
finalidad de todo productor, y sobre todo utilizar productos que sean amigables con el

ambiente y con los organismos, asegurdndose que sea, sustentable a lo largo del tiempo.



Conociendo los efectos de los anestésicos de manera individual, la interaccién entre
algunos de estos podria facilitar la creacion de anestésicos nuevos que presenten mayor
eficiencia y seguridad para todos los involucrados en el proceso de aplicacion del
anestésico. Esto se debe a que algunos compuestos de estos aceites esenciales, generan
respuestas secundarias y algunos tienen relacién compatible o incompatible por lo tanto
siempre se debe tener pleno conocimiento del origen de cada uno de estos para saber el

efecto que producen (Benovit et al., 2015).

El clavo de olor es un producto con miltiples beneficios y propiedades terapéuticas, se lo
puede utilizar en la cocina como un condimento, en el campo de la odontologia como
anestésico y para el control de microorganismos debido a sus propiedades medicinales

Gilderhus y Marking (1987), por lo tanto es ampliamente utilizado.

Las herramientas que faciliten para llevar un buen proceso productivo deben ser adoptadas
para que de esta forma nos aseguramos que el manejo de los peces sea Optimo sin ocasionar

dafios a los peces cultivados.



2. EL PROBLEMA

Los efectos que se producen en las labores de produccion de las especies acuicolas
cultivadas. Las actividades realizadas por la manipulacion de los peces, especialmente en
las etapas de reproduccion, pesaje, medicion; es un riesgo en el proceso productivo debido
al estrés que se ocasiona a los animales, por ello es necesario tener a la disposiciéon del
productor mecanismos de prevenciéon que permita el manejo de los animales disminuyendo
el estrés de los mismos, ademads estos deben ser disponibles localmente y facil de elaborar

en el propio centro productivo.

El producto que se utiliza debe ser barato, disponible en el sector de produccién y
amigable con el ambiente con la finalidad de no ocasionar efecto negativo en los

organismos en cultivo y a su alrededor.



3. JUSTIFICACION

Los peces son los organismos acudticos mds utilizados para realizar experimentacion, con
la finalidad de conocer algunos aspectos que permitan mejorar la produccion de especies
acuicolas, entre ellas se encuentra la anestesia que permita realizar labores de manejo en los

centros de produccién (Chance et al., 2018).

Esta investigacion tiene como finalidad darle al pequefio productor una herramienta de
trabajo para el manejo de los peces cultivados en granja, aprovechando las propiedades

anestésicas del clavo de olor (Syzygium aromaticum).

Su principio activo es el eugenol, ha sido estudiado por los beneficios que presenta como su
amplio rango de acciéon frente a una gran cantidad de microorganismos que causan

patologias tanto en animales, plantas y el ser humano (Aguilar y Lépez, 2013).

Moura et al (2012) sefiala que el clavo de olor tiene propiedades desinfectantes, sedante,

antibacteriano, anestesia, antifingico, etc.

Este producto se elabora con materiales disponibles localmente, con precios médicos y
amigables con el ambiente, al ser natural no genera riesgo tanto para el que lo aplica como

para las especies cultivadas, cuando se utiliza la dosis adecuada.

Este producto es aplicable para inducir a los animales a una sedacién tanto ligera como
profunda, con la finalidad de mejorar el proceso de biometria, transporte, sin realizar
ninguna perturbacién que desencadene un proceso de estrés, que implicaria la presencia de
alguna patologia que ocasiona riesgo en la salud de los organismos y por lo tanto afectaria

la produccion.



4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes dosis de anestésico artesanal elaborado a base de clavo de
olor (Syzygium aromaticum) en Vieja Azul (Andinoacara rivulatus) asi como la influencia

del peso, talla y si genera mortalidad de los organismos aplicados.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Determinar el efecto de diferentes dosis de anestésico artesanal, el tiempo de

sedarse, recuperarse, peso y talla de Andinoacara rivulatus.

e Establecer la influencia del uso continuado de anestésico natural en la

sobrevivencia de los organismos.

HIPOTESIS

El anestésico artesanal de clavo de olor (Syzygium aromaticum) es efectivo para la
aplicacion en vieja azul (Andinoacara rivulatus) que no afecta a los peces y no es

perjudicial al Medio Ambiente.



5. REVISION DE LITERATURA

La Acuicultura es una actividad que genera grandes divisas econdmicas, que abarca la
produccién de diferentes especies como peces, moluscos, crustdceos, algas y equinodermos.
El crecimiento anual estimado es de 8%, engloba una gran diversidad de dreas generando
muchas fuentes de trabajo para todos los involucrados en este proceso productivo,

comenzando desde la obtencion de larvas hasta la cosecha (Kumar y Engle, 2016).

Es una actividad de répido crecimiento por lo tanto la demanda por alimentos sanos va en
aumento, asi mismo el crecimiento de la poblacién a nivel mundial especialmente en
Continentes desarrollados como Asia, hace que aumente la oferta por especies de origen
acudtico en comparacion con otros alimentos de procedencia animal.

La empresa acuicola engloba la produccion local, la necesidad de condiciones ambientales
favorables, el recurso de agua disponible en todo momento, y todo el equipamiento del
lugar de produccion.

La industria acuicola necesita de muchos factores, que se relacionan entre ellos, desde la
fase de alevinaje, nutricion, zona de rendimiento, factores ambientales, la forma de cultivo,
el mercado de los productos, y el nivel de consumo del producto por parte de los
compradores, etc.

Finalmente esta el procesamiento de algunas especies producidas por medio de la actividad
acuicola que se les da un valor agregado para sacarlos al mercado y de esa manera generar
ingresos extras (Suthamathy y Flaaten, 2017).

El cultivo de organismos acudticos bajo sistemas de produccién tanto intensivos como
semiintensivos, ha ido en rdpido crecimiento, significando un gran aporte en la obtencion
de alimentos para consumo humano (FAO, 2003).

Los peces tanto de agua dulce como marina, constituyen una gran fuente de proteina
disponible a través de la acuicultura.

La localizacién de nuestro Pais, Ecuador es Optima para la explotaciéon de la industria
Acuicola, principalmente tenemos el camarén como producto de cultivo en la mayoria del
territorio costero, permitiendo a Ecuador ubicarse en el puesto 15 respecto al resto del
mundo (Acebo et al., 2018).

Continuando con el cultivo de Tilapia, y lo sobrante estd destinado a la produccién de otras

especies en menor proporcion (peces y otros crustaceos). El cultivo en agua dulce estd mds
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desarrollada en la Region Andina especialmente los cultivos de trucha Arco Iris
(Onchorynchus mykiss) y la produccién de Chame (Dormitator latifrons) que viene en
aumento en la Costa (FAO, sf).

Segin el informe en 2008 en el Ecuador el cultivo de peces en sistemas dulceacuicolas, esta
definido por el cultivo de tilapia (Oreochromis sp) que se anestésicos estandarizé después
de la aparicién de la Mancha Blanca, que ocasioné un grave perjuicio a la industria
Camaronera. En el afio 2006 el cultivo de tilapia sobrepasé el 2% de la produccion a nivel
mundial, con un alcance de 2000 Ha de superficie de agua alcanzando una produccién
anual de 22000 toneladas.

La trucha arco iris estd localizada en rios y lagos en temperaturas frias localizadas en la
Sierra Andina. De acuerdo a los datos del 2002 se produjo 1058 toneladas, siendo otra
especie cultivada.

Con el fin de ampliar las produccién de peces en nuestro Pais la Subsecretaria de Recursos
Pesqueros en 2000 incentivé el cultivo de chame y boca chico en la Provincia del Guayas y
Manabi (Simbaiia, 2015).

Significando con esto que el cultivo de peces va en aumento aunque sea un porcentaje bien
pequeno.

5.1 ORGANISMO UTILIZADO PARA LA APLICACION DEL ANESTESICO

5.1.1 VIEJA AZUL ANDINOACARA RIVULATUS

TAXONOMIA
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actipteryggi
Subclase: Nepterygii

Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae Figura 1 Pol Mulca, 2013 Andinoacara rivulatus
Género: Andinoacara

Especie: Andinoacara rivulatus (Giinther, 1860).

De acuerdo con Luna y Figueroa (2007) mencionan que Andinoacara rivulatus pertenece a
la Familia Cichlidae, es un linaje de peces que es muy utilizada en Acuicultura, cuenta con

alrededor de 1000 especies, de las cuales la mayor parte son peces ornamentales y otras son
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utilizadas para producir alimento que luego serd utilizado en la nutriciéon del hombre
(Solérzano, 2017).

Es originario de la cuenca del Pacifico, habitando desde Ecuador hasta Perd. Es una
especie Optima para la Acuariofilia, debido a los colores que posee, y también es una fuente
de alimento y trabajo para las personas carentes de recursos econdmicos (Mendoza, 2004).
La variedad de Andinoacara rivulatus es de tamafio mediano pudiendo alcanzar hasta los
30 cm en el caso de los machos y las hembras llegan hasta los 20 cm. La caracteristica de
esta especie es que tienen en la zona del mentén y la mejilla lineas de color azul eléctrico, y
los machos tienen una giba por lo que es facil su identificacién y eso los hace muy
atractivos para la Acuariofilia especialmente.

5.1.2 PRODUCCION DE VIEJA AZUL EN EL HUMEDAL LA TEMBLADERA

Este sector turistico se encuentra ubicado en la parroquia Jumoén, perteneciente al canton
Santa Rosa en la provincia de El Oro, las comunidades nativas con la colaboracion del
Ministerio del Ambiente (MAE) y el Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo a
través del Proyecto de Sostenibilidad Financiera (PSF) para el Sistema Nacional de Areas
Protegidas han implementado algunos planes productivos de Conservacion, produccion, y
distribucion, de la Vieja azul, siendo esta especie nativa y demandada por su valor
nutricional. La produccién de vieja azul proveerd a la comunidad una fuente de proteina
animal, de excelente calidad y bajo precio, y genera una fuente de trabajo para los

habitantes de este Sector (Ministerio del Ambiente, 2015).

Andinoacara rivulatus es una especie que estd repartida desde Esmeraldas hasta
Huagquillas. En estudios ambientales de riesgo se apuntd la presencia de esta especie dentro
de las Provincias del Guayas, Los Rios y Santo Domingo siendo comun encontrarlo en los
rios ( Jiménez et al., 2015).

Ortega (2015) menciona que es una especie vulnerable debido a que su hdbitat estd
colonizado por una especie introducida como la tilapia que pone en riesgo su continuidad

en el ambiente, por lo tanto se debe tomar medidas para su conservaciéon



5.1.3 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE

5.1.3.1 REPRODUCCION

Forman parejas, la fecundacién es externa la hembra prepara el lugar y el macho los
fertiliza, y la encargada del cuidado de los huevos es la hembra hasta que se dé la eclosién
de los alevines.

5.1.3.2 HABITOS ALIMENTICIOS

Es un pez omnivoro de hdbitos carnivoro-insectivoro en el ambiente natural, en el acuario
acepta el alimento balanceado con facilidad por lo que es facil su cuidado y produccién en
cautiverio.

5.1.3.3 ECOLOGIA

Habita en ambientes de corriente baja, de cursos de agua limpia libre de contaminacién
(Galvis et al., 1997).

Jiménez et al (2015) Remarcan que la especie Andinocara rivulatus es de ambientes
acudticos de corriente lenta (humedales, esteros, piscinas, etc.) se alimenta de insectos, y
crustdceos; permanecen cerca de la superficie de las rocas, tallos hojas (Martin et al.,
2016).

5.1.4 ESTRES EN PECES

Es una consideraciéon bioldgica, que afecta al individuo expuesto, a su comunidad y
finalmente al Medio donde habitan. (Castelld, 1993)

Torres y Bailles (2015) dicen que es una contestacion comin del individuo, para
enfrentarse a un requerimiento del ambiente. Esta contestacion es indispensable para la
sobrevivencia y generaciones futuras para de esa manera no generar dafios a los peces
(Huanca, 2017).

En los peces el estrés ocurre durante el manejo y transporte, el contacto de los peces con la
atmosfera durante el proceso de medicién y pesaje (biometria) hace que este evento ocurra.
El estrés es descrito como la situacién en la que un organismo no es capaz de sostener su
estado en normal funcionamiento, debido a multiples circunstancias que alteran de manera
negativa su bienestar (Floyd, 2015).

Al mantener los peces en cautiverio significa que estos sean afectados por factores

ambientales negativos (calidad de agua, temperatura) y las practicas de manejo (alta


https://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Xavier+Torres%22
https://www.google.com.ec/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Eva+Baill%C3%A8s%22

densidad, biometria, manejo inadecuado) los mismos que pueden ocasionar estrés en los

mecanismos de proteccion de la gran parte de los peces (Conte, 2004).

Cuando los impulsos que generan estrés han afectado el bienestar de los animales, estos

responden con una gran cantidad de respuestas para adaptarse, permitiéndoles enfrentar a

las afectaciones de su equilibrio y poder reponer su homeostasis. Cuando esto no es posible

se da una inadaptaciéon que involucra su rendimiento y permanencia. Estas respuestas

exhiben propiedades comunes que estdn reguladas por su sistema nervioso y endocrino

(Schreck et al., 2001).

La respuesta al estrés ha sido ordenada en primarias, secundarias y terciarias (Wedemeyer y

MClLeavy, 1984).

La primarias o de intranquilidad comprende la captacion de un impulso estresante, de

origen neuroendocrina, que implica la huida de las catecolaminas y glucocorticoides a la

circulacion (Barton, 2002).

La fase segunda es mas demorada y estd asociada con la estimulacién del eje Hipotdlamo —

Hipofisis y la liberacion de cortisol (Schreck et al., 2001).

Los cambios se reflejan en lo siguiente:

a) Modificaciones que se dan en el sistema circulatorio, respiratorio y osmorregulacion.

b) Movimiento de los sustratos energéticos, ademads las afectaciones que tienen lugar en
la liberacion de algunas hormonas (hipofisarias y tiroideas) y en la accién de diferentes
sistemas de neurotransmisién cerebral (FSBI, 2009).

La terciaria es aquella que se manifiesta en la reduccion de la tasa de crecimiento, la

fortaleza a afecciones que producen enfermedad, en el proceso reproductivo, y

supervivencia significando con esto la disminucién de la poblacién (Devashish, 2016).

Wendelaar (1997) y Barton (2002) mencionan que cuando la actuacion de los estresores es

duradera o se repite de manera frecuente, se da una alteracion de la homeostasis.

Esta alteracién es la que al final puede crear un descenso en la productividad animal, que

perjudica de manera negativa a la reproduccién, desarrollo y sistema inmunitario, llegando

a reducir las posibilidades de supervivencia, reflejdndose esta respuesta tanto a nivel de

cada individuo como de la poblacion en general (Leischner, 2016).

El estrés en peces se puede ordenar de acuerdo a su permanencia en el organismo: cuando

se muestra de manera continua o repetitiva se estima que ocasiona estrés crénico. En
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cambio cuando el efecto dura un corto periodo se estima que produce estrés agudo
(Nogareda, 1999).

5.1.5 USO DE ANESTESICOS

El uso de anestésicos en Acuicultura es muy comin en la investigacién con peces, se la
realiza con la finalidad de evidenciar los procesos bioldgicos de la especie cultivada,
utilizando esa informacion para fines cientificos, con resultados predecibles, impredecibles,
o educativos, que puede significar reducir el estrés y la angustia a los animales (Ross y
Ross., 2008).

En la produccién de organismos acudticos, es de suma importancia la eleccién de un
anestésico con buena eficacia, que se lo pueda encontrar facilmente, con un precio bajo, y
que no sea peligroso para los organismos aplicados y para el personal. La eleccién de la
dosis correcta estd vinculada con la conducta del pez, el tipo, dimension, asi como la
calidad de agua (Mylonas et al., 2005).

La anestesia es descrita como la propiedad de las sustancias que disminuyen la capacidad
de reflejos de los organismos a los cuales se les aplica. Lo ideal de esta sustancia es que
actué de manera rapida, con dosis bajas y con tiempo de recuperacion reducido (Ross y
Ross, 1999).

Entre los sedantes mds utilizados en peces estdn la benzocaina, metomidato, etomidato,
fenoxietanol, quinaldina (Coyle et al, 2004).

MS -222 (metanosulfato de tricaina) y aceite de clavo Eugenol (Garcia et al., 2002).

Pero la gran mayoria de estas sustancias no estdn certificados para su aplicacion en
animales para consumo humano, sin embargo de acuerdo a la FDA el MS-222
(Metanoslfato de tricaina) es un producto apto para anestesia de los peces, pero es de costo
elevado y ha presentado respuesta negativa en el sistema inmune (Pali¢ et al., 2006).

En el cultivo de peces, las actividades realizadas durante el manejo y produccién de
alevines, son muy importantes, sin embargo alguna acciéon mal ejecutada como en el caso
de la reproduccién, puede generar dafios en su organismo que pueden llegar a ser
irreversibles ocasionando pérdidas para el productor. Para reducir estos riesgos se debe
hacer uso de sustancias que minimicen estos dafios como son los anestésicos (McGee e

Ichra, 2005).
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Todas las sustancias poseen caracteristicas diferentes en cuanto se refiere a su toxicidad,
mecanismos de accidn, y su efecto en el ambiente acudtico.

En una investigaciéon sobre la aplicacion de sustancias quimicas en granjas marinas
Burridge et al (2010) han reportado datos respecto al impacto que produce en el ambiente el
uso indiscriminado de productos artificiales como: antibacterianos, anestésicos, entre otros,
en diferentes dreas relacionadas con la industria acuicolas algunos creando resistencia. Por
ello los productos naturales toman mucha importancia ofreciendo diversos componentes
con diferentes aplicaciones, significando un menor riesgo en comparacién con los sintéticos
(Venkateswarlu et al., 1998).

5.1.6 ANESTESIA EMPLEADA EN PECES

El anestésico que sea seleccionado debe asegurar que el procedimiento sea seguro y no
perjudique la salud, su aplicacion depende del tiempo en que dure, el grado de anestésico
que llegue y que no sea toxico, cuando se trata de sacrificar al organismo estudiado el grado
de toxicidad es muy importante para de esa manera evitar que es animal sufra antes de su
deceso (Vargas-Vargas, 2017).

El mecanismo de accion de la anestesia es la reduccion del metabolismo del pez, sin
ocasionar un efecto negativo en el crecimiento, reproduccion, etc. En lo fisiolégico la
aplicacion de la dosis adecuada es muy importante para no ocasionar dafios irreversibles e
incluso provocar la muerte por la exposicidn excesiva al producto (Roubach et al, 2001).

El efecto anestésico se presenta con la pérdida total o parcial de los sentidos, disminuyendo
principalmente las funciones del sistema nervioso (Iwana y Ackerman, 1994).

El anestésico generalmente se disuelve en el agua y llega al pez por medio de las branquias
principalmente, ademds también puede absorber en pequenas partes a través de la piel (Zahl
et al., 2012).

El tratamiento con agentes anestésicos es necesario a fin de garantizar bienestar de los
peces ya que son ampliamente utilizados durante diversos procedimientos de cultivo, de

reproduccion y de cirugia en organismos superiores (Ross y Ross, 2008; Zahl et al., 2012).

Ross et al (2007) sugiere el uso de anestésico como una alternativa para disminuir el estrés,
en la manipulacién de los organismos y este debe ser seguro, econémico y amigable con el

ambiente.
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Los farmacos que se utiliza para anestesiar, que muchas veces son importados no se los
encuentra en el mercado local o su precio es elevado, muchos de ellos pueden generar un
peligro para los peces, trabajadores, medio ambiente, etc (Boinjink et al., 2016).
5.1.7 ACEITE DE CLAVO DE OLOR (SIZYGIUM AROMATICUM)
El aceite de clavo se presenta como una alternativa de origen natural cuyo principio activo
es el eugenol, el cual es autorizado por la FDA como seguro, e incita a distintos grados de
sedacion en diferentes especies de peces, crusticeos y moluscos sin ningin efecto negativo
(Garcia et al., 2002).
El aceite de clavo es muy utilizado en el campo de la medicina y la odontologia
(Lampemm, 2005).
Es un compuesto fendlico producto de la destilacion de las hojas, tallos y flores de la planta
de clavo de olor (Syzgium aromaticum). El eugenol es su principio activo cuya
concentracion oscila entre 70 y 95% de su composicion total (Mazzafera, 2003).
El eugenol es diluido en razén de 1:10 (eugenol: etanol) para que se solubilice en el agua
(Suarez et al., 2014).
Ademas cumple con al menos 6 de las 8 normas de un anestésico util:

e Tiempo prudente de la exposicion

e Producir efecto en una duracién de 3 min o meno

e Facilitar la compensacién de los peces dentro de los 5 min o menos

e No ser toxico

e No generar inconvenientes en la seguridad de los organismos tratados,

e Permanecer en concentraciones bajas en los tejidos después de la aplicacion

(Marking y Meyer, 2011).

5.1.8 QUE SE ESPERA DE UN ANESTESICO
Las caracteristicas que se esperan de los anestésicos en peces son: tiempos reducidos de
anestesia y recuperacion, ser seguro, no toxico para los organismos, no tener efectos
secundarios, que sean expulsados en periodos cortos de tiempo, solubles en el agua dulce y
salada, que sean estables en condiciones normales, que sean disponibles en el medio

productivo y con un precio bajo (Bolasina et al., 2017).
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5.1.9 FORMA DE APLICACION DEL ANESTESICO

Neiffer y Stamper (2009) dicen que el método mas empleado para suministrar el anestésico
en peces consiste en que sea vertido en el agua como soluciéon himeda. El compuesto
anestésico es absorbido por el pez, en donde los corpusculos del anestésico se expanden de
forma répida en los poros de la sangre de las ldminas de segundo orden, las mismas que se
encargan de desaguar hacia la sangre de las arterias eferentes que es el camino mads

estrecho con el sistema nervioso central

5.1.10 TIEMPO DE ANESTESIADO
El tiempo de actuacion del anestésico corresponde desde el momento que se lo aplica en el
agua hasta la fase de anestesia que llegue el organismo dependiendo de la concentracion y

el tamafio de los organismos que se estd experimentando (Castro, 2018).

5.1.11 EVALUACION DEL ESTADO ANESTESICO EN PECES

Para estimar la fase en que actua el anestésico se evalia el desplazamiento natural en la
rapidez y direccion de movimiento en el agua, asi como armonizacion de los movimientos.
Ademds se observa la contestacién a impulsos visuales y de contacto, estabilizacion, la
tonalidad del musculo y la repeticion en la respiracion, observando el desplazamiento de los

opérculos (Vargas-Vargas, 2017).
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6. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé en el Laboratorio de Maricultura en la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala, ubicada en el Cantén Machala en la

Provincia de El Oro — Ecuador.
Cuyas coordenadas son:

Longitud: 79°17' 30.29” Oeste

Latitud: 3° 17" 30.29” Sur

Figura 2 Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias. Lugar donde se realizd el
experimento.

7. EQUIPOS Y MATERIALES

7.1 EQUIPOS
e Oxigenometro
e Balanza

e Aireadores

7.2 MATERIALES

e Anestésico artesanal de clavo de olor
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e Tanques

e Peceras

e Filtros de café Numero 2.

e Probeta

e Regla

8. VARIABLE DE ESTUDIO
e Tiempo

9. METODOLOGIA

Esta tesis se baso en investigacion exploratoria por lo que se estudia la dosificacion correcta
para anestesiar al pez llamado vieja azul (Andinoacara rivulatus), la forma del trabajo es
aplicable en el campo por parte del pequefio productor con el propdsito de proporcionarle

una herramienta de fcil acceso para el manejo de sus peces sin causar dafo.

El proceso realizado fue el tomar el tiempo de sedarse y de recuperarse de los peces

observando el grado de anestésico ademds tomar peso y talla.

9.1 ELABORACION DEL ANESTESICO
Se elabor6 colocando 100 g de clavo en 200 ml de aceite de oliva y llevando a Bafio Maria
por 20 minutos y se dejo en reposos por 60 dias en un lugar donde no sea expuesto a los

rayos solares y bien tapado para no perder sus propiedades anestésicas.

9.2 OBTENCION DE LOS PECES

Se trabajé con 24 peces Vieja Azul Andinoacara rivulatus que fueron donados del Sector
La Tembladera perteneciente al Canton Santa Rosa, en la Provincia de El Oro, Pais
Ecuador y transportados con oxigeno hasta el laboratorio de Maricultura de la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala y mantenidos

en el Laboratorio de Maricultura.

9.3 ACLIMATACION DE LOS PECES

Los peces fueron aclimatados y mantenidos durante 8 dias antes de la aplicacién del
anestésico, proporciondndoles todos los cuidados necesarios para que se adapten a las
nuevas condiciones, los pardmetros de calidad de agua promedio donde se mantenian los

peces fue de Temperatura 24.3°C y Oxigeno 5, 8 ppm.
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La alimentacién proporcionada fue balanceado de engorde para tilapia al 32% de proteina

ya que estos peces aceptan con facilidad alimento artificial.

9.4 RELACION DE APLICACION DEL ANESTESICO ARTESANAL

El anestésico fue filtrado antes de su aplicacion y preparado de la siguiente manera:

Tabla 1 Preparacion del anestésico artesanal y del control para su aplicacion.

Tratamientos Dosis Anestésico Alcohol Relacion
1 10 ml 6 ml 4 ml (6 -10)
2 5 ml 6 ml 4 ml (6 -10)
3 2,5 ml 6 ml 4 ml (6 -10)
Control Sml 1 ml 9ml (1-10)

Todas las dosis probadas incluyendo el control fueron aplicados en 1 litro de agua y para la

recuperacion se realizo en 4 litros con abundante aireacion con un oxigeno promedio de 7,7

ppm. |

Los tiempos de aplicacion entre dosis fueron de 7 dias, con la finalidad de permitir a los

peces recuperarse del proceso de anestesia.
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9.5 RESULTADOS Y DISCUSION
Los animales utilizados en este ensayo lograron diferentes fases de sedacion segun la (tabla
2) dependiendo de la concentracion del anestésico en base a los criterios mencionados por

Cooke et al (2004).

e La dosis de 2,5 ml de anestésico llegan la fase 1 de anestesia tienen una acelerada
contestacion a estimulos, reduccién del ritmo opercular.

e Cuando se utiliza 5 ml del anestésico artesanal llega a la fase 3, es decir los peces
presentan pérdida del equilibrio, nado erratico, con respuesta a estimulos tactiles.

e Y en ladosis 10 ml al igual que la del control, alcanzan la fase 5 de anestesia que es
la pérdida total del equilibrio y reflejos no existiendo diferencias significativas entre

ambos.

Para evaluar de manera visual el estado de anestesia que alcanzan los peces se utiliz6 la

siguiente tabla:

Tabla 2 Criterios para la evaluacion de los estados de induccion a la anestesia

FASE ESTADO DE DESCRIPCION
ANESTESIA
0 Normal Reactivo a impulsos, ritmo opercular normal.
Sedacion ligera Acelerada pérdida de la contestacién a estimulos,
1 ligera disminucién del ritmo opercular, normal
equilibrio.
Sedacion profunda Pérdida total de la respuesta a estimulos externos,
2 ligera disminucién del ritmo opercular, equilibrio
normal.
Pérdida parcial del Pérdida del equilibrio, nado errético, incremento
3 equilibrio del ritmo opercular, respuesta solo a fuertes
estimulos tictiles o vibraciones.
Pérdida total del Ritmo opercular lento, pérdida total del equilibrio.
4 Equilibrio
Pérdida de reflejos Pérdida total de la respuesta a estimulos, ritmo
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5 opercular lento, pérdida de todos los reflejos.

6 Colapso medular

Suspension de movimientos operculares

Fuente: Criterios descritos por Cooke et al (2004), adaptados para juveniles de Chirostoma

jordani.

Al aplicar las dosis de Anestésico artesanal los peces tuvieron diferentes

grados de

sedacion dependiendo de la concentracion aplicada, ademas los tiempos también varian.

Tabla 3 Tiempos de dormirse y recuperarse los peces con su respectiva concentracién

Tratamientos | Tiempo en dormirse | Tiempo en recuperarse Peso Talla

(seg) (seg) () (cm)
Control (5 ml) 105 130 18.16 10,08
2,5ml 321 135 17,61 9,57
Sml 134 143 17,77 9,42
10 ml 97 100 17,72 9,43

9.5.1 ANALISIS ESTADISTICO
El anélisis estadistico se realiz6 por medio del programa SPCCS el disefio utilizado fue el

Andlisis de Varianza de un factor con un nivel de significancia de p-Valor < 0,05.

Tabla 4. Analisis de Varianza del Tiempo de Sedacion con Anestésico Artesanal de Clavo

de olor.
Tiempo de acciéon del Anestésico
Duncan™”

' Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2 3
Testigo (5 ml

industrial) 6 1,2983
10 ml de Anestesia 18 13767
5 ml de Anestesia 18 2.3911
2,5 ml de Anestesia 18 50994
Sig. 0,816 1,000 1,000
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 148,173 3 49,391 73,524 0,000
D
entro de 37,619 56 672
grupos
Total 185,792 59
c
g
g b
SCaDs Lo ml mdusinal s 'ﬂ?‘:mﬁnmie:ﬂa(E 1= =] 3 o TEeEEesico

Figura 3 Tiempo de actuacion del anestésico artesanal en Vieja Azul A. rivulatus. *Letras

diferentes difieren estadisticamente para p-valor < 0.05.

En los tiempos de sedacion del Anestésico artesanal se puede apreciar que la mejor dosis de
aplicacion en comparacion con el control es de 10 ml/l de anestésico artesanal porque no

hay diferencia significativa entre las dos,

Ademads se puede apreciar que la dosis de 2,5 ml es la que mads se tarda en producir efecto,

mientras que la de 5 ml esta intermedia.
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Tabla 5. Andlisis de Varianza del tiempo de Recuperacién del Anestésico Artesanal

ANOVA
Tiempo de Recuperacion

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5,575 3 1,858 5,044 0,004
Dentro de 20,633 56 368
grupos
Total 26,207 59

Tiempo de Recuperacion

Duncan®’
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N 1 2

10 ml de Anestesia 18 1,4044

Testigo (5 ml industrial) 6 1,8483 1,8483
2,5 ml de Anestesia 18 1,8906 1,8906
5 ml de Anestesia 18 2.1833
Sig. 0,068 0,208

akb

.
g

ak»

2
3
@

*Media Tiempe de Recuperacia del Qrganismo
g

(B8

T T T T
10 mide Sresbés oo Testgo 05 ml rdusinadl Z.5ml e Sresndsicn Zom e Anesiftsioc

Tratamientos

Figura 4 Tiempo de recuperacion anestésica en Vieja Azul A. rivulatus. * Letras diferentes
difieren estadisticamente para p- valor <0.05
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En los tiempos de recuperacion de puede apreciar que la dosis de 2,5 ml de anestésico

artesanal y el testigo de 5 ml no son estadisticamente diferentes, la concentracién de 10 ml

presenta menor tiempo de recuperacion y de 5 ml el mayor tiempo.

Los pesos y talla tomados a los peces experimentados son las siguientes:

Medias marginales estimadas de Peaso
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Figura 5 Peso de los Peces que fueron sometidos a experimentacion.
Medias marginales estimadas de Talla
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Figura 6 Talla tomada a los organismos sometidos a experimentacion.
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Otras observaciones realizadas durante este estudio.

e se aplico con 10 ml de Anestésico artesanal y dejando 5 minutos fuera del agua al
pez no se presenta mortalidad y se recupera con normalidad.
e Con la aplicaciéon de 40 ml el tiempo de dormirse en de 55 segundo pero para la

recuperacion tarda mucho mas tiempo de 7,15 minutos.
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10. DISCUSION

El anestésico artesanal es aplicable para el manejo de vieja azul, un pez potencial de
cultivo, tanto para consumo humano debido a la calidad de carne que posee, como para
acuariofilia debido a sus caracteristicas fisicas, como coloracién, forma, que es atrayente

para los aficionados de organismos de acuario.

Este pez por ser originario de nuestro Pafs cualquier proceso para un manejo correcto que
permita reducir cualquier sintoma de estrés, que ponga en riesgo su bienestar debe ser
aplicado como en caso de este estudio la aplicacién de un anestésico artesanal que induce a

la anestesia, es una buena opcién para su correcto manejo.

En el cultivo de peces es muy comun el uso de anestésicos comerciales ya que estos ayudan
a minimizar el estrés en los animales y facilitar las labores de manipulacion.

De acuerdo con Alvarez-Perdomo et al (2016) trabajaron con anestésico industrial en
juveniles de pavon (Cichla irocensis) de 57,65 + 43 g y reportaron que la concentracion
anestésica de 35 mg/L de eugenol presenta un tiempo adecuado de induccién y
recuperacién en comparacion con la concentracion de este estudio que fue de 10 ml/L la
dosis con la cual se obtuvo buenos resultados teniendo en cuenta que el anestésico fue
preparado de manera artesanal.

Martins et al (2014) indican que la concentraciéon de 50mg/L para juveniles de Patinga
(Piaractus brachypomus) con un peso promedio de 256,6 +- 73.18 gr es la adecuada, el
peso de los peces influye mucho en la concentracién. Mientas que los peces utilizados en
este estudio con un peso promedio de 17gr +/- 2 con la concentraciéon de 10 ml/L tuvieron

un tiempo de induccion a la anestesia de 97 segundos.

Por otro lado Milldn et al (2012) hallaron que 40 mg.l-1 de eugenol es eficaz en los
alevines de peces escalares (Pterophyllum scalare), para reducir estrés, heridas y
mortalidad, durante y post manejo de los peces.

De acuerdo con Vazquez et al (2013) que trabajaron con Chirostoma jordani 'y
encontraron que las dosis altas (25 puL / L) de aceite de clavo indujeron a la etapa 3 de
anestesia mientras que las soluciones salinas y coloidales (7 g/ y 5 ml respectivamente)
estimulan la etapa 1 mostrando tiempos de sedacidon prolongados por un tiempo

aproximado de 6 horas.
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Llanos y Scotto (2010) recomiendan que dosis de 125 mg-L-1 para machos y 100 mg-L-1
para hembras inducen que se dé la fase de induccion total en, Xiphophorus hellerii alos 4 -
5 min. Cualquier anestésico que se aplique se debe analizar los efectos que produce
postanestésico, en la fisiologia de los organismos tratados. El eugenol se utiliz6 en labores
de inseminacién artificial, induccién al desove y biometria, operaciones, biopsia 'y
transporte de X. helleri, obteniendo respuestas favorables y no se presentd6 mortalidad

durante y después del proceso de aplicacion del anestésico.

Balamurugan et al (2015) sefialan que el extracto de clavo de olor, es muy eficaz para el
transporte del pez payaso Amphiprion sebae observando un vinculo exponencial invertido
entre la dosificacion y el resultado del anestesiado, sin embargo en la recuperacion se da
un vinculo de manera directa entre la dosificacion y el tiempo de sobreponerse, encontraron
que la dosis Optima es de 17,5 mg 1- 1, en observaciones histopatolégicas que realizo
encontrd que el extracto no afecta al tejido branquial, llegando a la conclusion que el aceite

de clavo de olor es efectivo para realizar la transportacion de peces ornamentales.

Es importante tener muy en cuenta el tiempo de induccién y recuperacion para evitar

cualquier dafio irreversible en los organismos.

Mientras que Abdollahzadeh et al (2014) mencionan que también se puede utilizar aceite de
clavo dentro de la misma granja para pasarlos de un lugar a otro y no ocasionar
perturbacion que conlleve a un estrés utilizando dosis bajas. De esta forma podemos darnos
cuenta que existen métodos que nos facilitan las labores de manejo para nuestros peces y de
esta manera evitar que se produzca alguna anomalia en nuestro lugar de produccién por no
haber tomado las medidas correctivas necesarias para evitarlo.

No hubo presencia de mortalidad en nuestro trabajo de investigacion al igual que los
reportado por Pedrazzani, A y Ostrensky A (2016) cuando utilizaron concentraciones de
Alcanfor (Cinnamomum camphora), Clavo dosis de 50 mg L-1 (241 £ 57.6 s) con 100 mg
L-1 (13.3 £3.95s) y 200 mg L-1 (9.5 £ 2.6 s) (Syzygium aromaticum) y menta (Mentha
arvensis) en el pez payaso (Amphirion ocellaris) por lo tanto podemos asegurar que este

anestésico es seguro para la manipulacién de nuestros peces y asegurar su bienestar.
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Pérez et al (2010) emplearon el aceite esencial de clavo de olor (Syzgium aromaticum)
como solucién anesteciante en (Piaractus mesopotamicus) y descubrieron que una dosis de

30mg.l-1 de aceite esencial es idonea para inducir a la anestesia.

Prieto et al (2015) utilizaron dosis de anestesia de 30, 50 y 75 mg/L en trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) para evaluar la actividad depresora dando como resultado que el
Eugenol es un anestésico eficaz, para las diversas tareas de manipulacién y es considerado
un anestésico seguro de bajo costo y con una preparacion de manera accesible al
procedimiento y por lo tanto es ampliamente usado en Acuicultura Quedando demostrado
todos los beneficios del Clavo de olor (Syzygium aromaticum) y la seguridad que se tiene

su aplicacion en el Campo Acuicola.

Sudrez et al (2014) comprobaron que las dosis aplicadas de 50, 60 y 70 mg/L de eugenol en
bagre hibrido Pseudoplatystoma metaense no causa mortalidad, confirmando que es un
tratamiento seguro que no pone en riesgo la salud de los organismos en cultivo.

La aplicacion de aceites esenciales va tomando importancia debido a los grandes beneficios
que presenta en el manejo y transporte de peces ayudando a reducir el estrés, lesiones,
mortalidades y alteraciones contribuyendo a la mejora de la produccién de peces.

El eugenol también ha sido probado para medir la concentracion letal en Cachama blanca
Pyaractus brachipomus durante un tiempo de 50 a 96 horas, utilizando dosis de (8, 12, 15y
18 mg/L) y con concentraciones elevadas (24, 35 y 45 mg/L), las concentraciones mas
bajas no muestran conductas fuera de lo comun, ni sefiales de que estd anestesiado, ni
intoxicacion, lo que se presentd fue nado desorientado, en cambio las concentraciones
elevadas, muestran una induccién rdpida a la anestesia y descenso de manera acelerada
hasta que los opérculos se detienen, y con ello terminan conduciendo a la muerte.
Obteniendo que 18.2 ml/L ocasiond la muerte del 100% de los peces, con dosis menores de
18 mg/L significé la muerte del 60% y dosis menores no induce a la muerte (Marin et al.,
2012).

También se han realizado otros estudios con otras plantas como lo reportados por
Azambuja et al (2011) mencionan que aceite de Lippia alba en una dosis de 10ul.l en
transporte de peces, lo cual redujo el estrés en los tejido como higado, cerebro, y branquias

(Martinez et al., 2015).
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Demostrando con esto que la naturaleza nos brinda grandes beneficios que debemos
aprovechar.

Por altimo Boijink et al (2016) emplearon Ocimum Gratissimum demostrando su eficiencia
como anestésico para Colossoma macropomum pues permite recuperarse completamente
después de su aplicacién y ademds no presentar mortalidad. Se observd la posicion del
cuerpo con el lado ventral hacia arriba, sumergido en la columna de agua. Se sugiere que el
estrés es reducido al minimo con la aplicacion de este anestésico por lo tanto puede ser
utilizado en la acuicultura para facilitar las labores de produccién y ocasionar un menor
dafio a la especie en cultivo.

De esta forma vemos que el anestésico de clavo y otros vegetales es seguro para las

especies que se someten a experimentacion.
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11. CONCLUSIONES

Se evalu¢ el estado de anestesia que alcanzan los peces cuando se aplican diferentes
concentraciones quedando demostrado también que es un anestésico seguro que no
causa mortalidad.
Se conoci6 el tiempo que tarda en actuar el anestésico dependiendo de la dosis
aplicada.
Encontramos que la dosis Optima para aplicacion en Vieja azul (A. rivulatus) con un
peso promedio de 17+/2 es de 10 ml/l.

12. RECOMENDACIONES
Se debe buscar siempre el bienestar de los organismos en cualquier proceso de
produccién de especies acuicolas.
Investigar otras alternativas de anestésico en la naturaleza para tener mds
herramientas disponibles que nos ayuden a mejorar el proceso de manejo de los
peces.
Tomar en cuenta el peso de los organismos aplicados ya que esto puede influenciar

en el tiempo de sedacidn y recuperacion.
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Anexo 1. Pesando el Clavo de olor

Anexo 2. Triturando el clavo de olor
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Anexo 3. Anestésico preparado por medio del método de Bafio Maria

Anexo 4. Aclimatacién de los peces
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Anexo 5. Filtrando el anestésico

Anexo 6. Preparando el anestésico
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Anexo 7. Toma de oxigeno del recipiente donde se van a recuperar los peces

Anexo 8. Pez colocando en agua con anestésico
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Anexo 9. Pez con anestésico

Anexo 10. Pez en fase conocida como blanqueamiento




Anexo 11. Pez en estado anestesiado

Anexo 12. Pez en fase de sedacion profunda
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Anexo 14. Tomando la talla de los peces anestesiados
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