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Resumen

La perlicultura es hoy en dia una de las actividades acuaculturales mas rentables en todo
el mundo. En México, esta industria se puede considerar incipiente, pero con alto potencial de
crecimiento. A pesar de ello, el manejo de las ostras perleras en lo que respecta a técnicas de
implante de perla libre (esférica) estd sujeto a altas tasas de mortalidad por manejo (~50%),
bajas tasas de aceptacion de implantes (~35%) y elevadas tasas de rechazo de éstos (~60%).
Ello se debe, en gran media, a que se desconoce el efecto real que tiene el manto proveniente de
una ostra donante sobre la hematopoyesis y fisiologia de las ostras receptoras. De junio del 2008
a Enero del 2009, se recolectaron mensualmente 15 organismos de concha nacar Pteria sterna
con una talla comercial de injerto (50 a 80 mm de altura de la concha), los cuales fueron
anestesiados y divididos en tres grupos experimentales para ser injertados con: A) Grupo
testigo, sin injertar; B) manto proveniente de un organismo donador; y C) manto proveniente del
mismo organismo a injertar. Utilizando las técnicas de injerto originales propuestas por Kokichi
Mikimoto, adaptadas en la granja ‘“Perlas del Cortez” para la especie P. sterna. La respuesta
inmune y la formacion del saco perlero se evaluaron a partir de la actividad hemocitica,
utilizando el método propuesto por Suzuki y Awaji, utilizando EdU (5-etinil-2-desoxiuridina) y
por medio de inmunocitoquimica y microscopia de fluorescencia. El efecto del injerto de manto
en el ciclo reproductivo se analizé mediante técnicas histologicas y bioquimicas para determinar
el desarrollo de la génada y composicion de proteinas, glucogeno, lipidos y triglicéridos de la
gbnada y tejidos somaticos. Para ello, se partio del antecedente de que el manto, al ser colocado
cerca de la gonada como parte de la técnica rutinaria de injerto, promueve una maduracion
acelerada de los organismos, mediante un flujo continuo de energia de los tejidos de reserva
(musculo aductor y/o glandula digestiva) hacia la gonada. Los resultados de la respuesta inmune
de las ostras mostraron diferencias significativas entre los grupos, obteniendo un menor niimero
de hemocitos en el grupo al que se injerto con manto propio. Adicionalmente, la mortalidad fue
baja (50%) en dicho grupo. La tasa de aceptacion de nucleos fue elevada (35%) en ambos
grupos, pero especialmente en el grupo donde se injerto manto de un donador. De igual forma
se puede observar una diferencia entre los tratamientos en respuesta al efecto del injerto de
manto, en el numero de hemocitos, siendo el tratamiento al que se le injerto manto propio el que
presenta el menor numero en todos los meses de muestreo, es este mismo tratamiento el que
presenta una proliferacion celular mas acelerada y una mejor respuesta y aceptacion al injerto de
manto. Estos resultados son un indicador de que el origen del manto es determinante en la
hematopoyesis, la formacion del saco perlero y el desarrollo y composicion de tejidos somaticos
y germinales.

Palabras clave: Ostras perleras, Hematopoyesis, Fisiologia reproductiva.
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Director de Tesis



ABSTRACT
EFFECT OF SAIBO-GRAFTING ON IMMUNE RESPONSE AND REPRODUCTIVE
PHYSIOLOGY IN PACIFIC-WINGED PEARL OYSTER Pteria sterna

Raising pearl oysters is one of the leading aquaculture industries worldwide. In Mexico, this
industry is currently in an early stage of development, but has high potential in the northwestern area
using the Pacific winged-oyster Pteria sterna. So far, the technique for inducing round pearl
formation generates a relatively high die-off from handling (~50%), low rates of bed retention
(~35%), and high rates of bed rejection (~60%). This likely occurs because the real effects of
grafting mantle tissue (saibo) from a donor oyster are unknown, particularly on immune response
(hematopoiesis) and physiology of the receptor oysters. From June 2008 through January 2009, 15
oysters of commercial size (50-80 cm shell height) were collected monthly, anesthetized, and
divided into three experimental groups. The no-saibo was the control group; saibo from a donor
oyster was the second group; and saibo from itself was the third group. The techniques for saibo-
grafting are similar to those used in pearl oyster culturing worldwide, but were adapted at the
commercial venture ‘Perlas del Cortez’ in Bahia de La Paz for P. sterna. The immune response and
process of pearl-sac formation were measured with the method of Suzuki & Awaji, but modified to
use EdU (5-ethynyl-2-deoxyuridine) as the colorimetric reagent for immuno-cytochemistry and
fluorescence microscopy. The effect of saibo-grafting on gonad development and protein, glycogen,
total lipid, and triglyceride composition of the gonad and somatic tissues (digestive gland, adductor
muscle, and mantle tissue) was measured by conventional histological and biochemical techniques.
Both methods are based on the report that oysters placed with a saibo near the gonad were in better
reproductive condition (faster gonad development, more postvitellogenic oocytes, higher protein,
lipid, and triglyceride contents in the gonad, lower protein and glycogen contents in the adductor
muscle) than oysters without a saibo. They show that the immune response of oysters varied
significantly between groups; specimens receiving its own saibo produced less hemocytes than those
from the other groups. Additionally, mortality was lower (50%) in this group. Bed retention showed
a fluctuating trend over time, but was higher (35%) in both groups, but especially among oysters that
received saibo from a donor. Similarly a difference between the treatments as answer in order of
mantle graft, in the number of hemocytes,was observed, being the treatment of saibo from itself
which presents the minor number, in every month of sampling, otherwise this treatment displays an
accelerated cellular proliferation and one better answer and acceptance to the mantle graft. These
results are an indicator that the origin of the saibo has a key role on immune response, pearl-sac
formation, and development and composition of germinal and somatic tissues.

Key words: Pearl oysters, Haematopoyesis, Reproductive physiology.
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1. Introduccion

El cultivo de ostras perleras (nacaricultura) y perlas (perlicultura) representan
hoy en dia dos de las actividades acuicolas mas rentables en todo el mundo, ya que la
practica de estas actividades genera una gran entrada de divisas a paises como
Indonesia, Filipinas, India, Tailandia, Japon, Polinesia Francesa y Australia (Southgate,
2008). En muchos de estos paises, la industria perlera se encuentra muy arraigada y bien
establecida, gracias a los trabajos que se han realizado con especies como Pinctada
margaritifera (Mediterraneo y Océano Pacifico Sur), P. maxima (Australia y Océano
fndico) y P. fucata martensii (Japon) (Monteforte, 1996; Southgate, 2008; Gomez-
Robles y Saucedo, 2009). Muchos de estos trabajos han permitido conocer el ciclo de
vida completo de las especies, asi como sus necesidades y requerimientos particulares
para el cultivo en campo y laboratorio, con el fin de obtener una produccion constante
de organismos para apoyar la produccion continua de perlas (Fassler, 1995).

Por otro lado, en lo que respecta a la produccion perlera del Pacifico americano,
donde la industria perlera no esta tan arraigada ni establecida, su desarrollo promete
tener gran impacto, debido a que en estos lugares se encuentran dos especies de ostras
perleras P. mazatlanica (cominmente llamada madreperla) y Pteria sterna (o concha
nacar). Estas especies se distribuyen desde el alto Golfo de California, México hasta
Peru (Sevilla, 1969; Keen, 1979; Gervis y Sims, 1992). Sin embargo, las ostras perleras
son un recurso que se ha sobreexplotado en el Golfo de California por mas de 400 afios
(Carifio y Monteforte, 1995; Carino y Alameda, 1998), provocando que ambas especies
se encontraran cerca de los afios 1940’s en la categoria de especies “En Peligro de

Extincion” (Diario Oficial de la Federacion, 1939), aunque hoy en dia han ascendido a



la categoria de especies bajo “Proteccion Especial” (Diario Oficial de la Federacion,
1994).

Posterior a este decreto, se intentd retomar la actividad de produccion de perlas,
a partir del desarrollo de proyectos prioritarios, en los cuales el objetivo principal se
centr6 en la aplicacion de técnicas y tecnologias extranjeras para el cultivo de
madreperla (P. mazatlanica) y concha nacar (P. sterna) (Martinez-Quifionez y
Gueorguiev-Nikolov, 2001; Caceres-Puig et al., 2009). Sin embargo, el
desconocimiento de la biologia de las especies nativas, aunado a la falta de aplicacion
de programas de indole conservacionista y desarrollo sustentable provoco el fracaso de
estos proyectos (Dr. Felix Pico, com. pers.). Sin embargo, todo esto promovid a su vez
que las principales instituciones de educacion superior e investigacion del Golfo de
California, como el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), la
Universidad Auténoma de Baja California Sur (UABCS) y el Instituto Tecnologico de
Estudios Superiores de Monterrey (ITESM), comenzaran a invertir esfuerzos y recursos
para el desarrollo de la tecnologia para el cultivo de ostras perleras y la produccion de
perlas a nivel piloto (Monteforte, 1990, 1991; Caceres-Martinez et al., 1992; Gaytan-
Mondragon et al., 1993; Monteforte y Garcia-Gasca, 1994; Rangel- Davalos y Chavez-
Villalba, 1994; Monteforte et al., 1995; Monteforte, 1996; McLaurin-Moreno et al.,
1997, 1998; Saucedo, 2001).

Es gracias a este tipo de trabajos que existe a la fecha un gran adelanto cientifico
y tecnoldgico en materia de colecta de semilla del medio (Caceres et al., 1992;
Monteforte y Garcia-Gasca, 1994; Monteforte et al., 1995), preengorda temprana de
juveniles (Aldana-Avilés, 1998; Monteforte y Morales-Mulia, 2000), cultivo tardio de

adultos hasta talla comercial (Gaytan-Mondragon et al., 1993; Monteforte et al., 2005),



produccion de medias perlas a nivel piloto (Monteforte et al., 1994; Monteforte et al.,
1996; Rangel-Davalos y Caceres-Martinez, 1994), asi como de otros aspectos de la
ecologia de la colecta y el cultivo (Wright-Lopez, 1997; Bervera-Leo6n, 2002). Aunque
el desarrollo de tecnologia para el cultivo en laboratorio de las ostras perleras ha sido de
naturaleza mas escasa y discontinua (Araya-Nufez et al., 1991, 1995; McAnally-Salas y
Valenzuela-Dominguez, 1990; Serrano-Salinas y Guzman, 1993), en fechas recientes se
ha avanzado mas en la optimizacion de dicha tecnologia, tanto en la UABCS (Martinez-
Fernandez et al., 2004), como en el CIBNOR (Saucedo 2006; Saucedo et al., 2005;
Saucedo et al., 2007).

Actualmente, en el Noroeste de México existen dos compaiiias comerciales
productoras de perlas, la mas grande y antigua localizada en Guaymas, Sonora (antes
Perlas del Mar del Cortés S.A de C.V. ahora Perlas Unicas S.A. de C.V.) y la mas
reciente y pequeia en la Bahia de La Paz, B.C.S. (Perlas del Cortez S. de R.L. ML).
Ambas cultivan la concha nacar P. sterna a escala comercial y la madreperla P.
mazatlanica a escala piloto y obtienen perlas de alta calidad y reconocimiento
internacional a partir de ambas especies (Kiefert et al. 2004).

La industria perlera en esta region ain se puede considerar incipiente, pero con
alto potencial de crecimiento (Gervis y Sims, 1992; Fassler, 1995; Kiefert et al., 2004).
A la fecha, el manejo de las especies en lo que respecta a técnicas de implante de perla
libre (esférica) esta sujeto a altas tasas de mortalidad por manejo (~50%), bajas tasas de
aceptacion del implantes (~35%) y elevadas tasas de rechazo de éstos (~60%). Lo
anterior representa un gran problema para la perlicultura comercial, debido a los altos
costos asociados al manejo. En la Bahia de la Paz, las técnicas de implante utilizadas

con la especie de mayor importancia (P. sterna, Gould, 1851) no han sido aun



estandarizadas y se requiere realizar mayor investigacion cientifica que permita lograr
lo anterior, considerando las diferencias en anatomia que posee esta especie con
respecto a la madreperla (Saucedo y Southgate, 2008). Al respecto, se sabe que existen
variables que determinan la aceptacion y/o rechazo del implante, asi como la formacion
del saco perlero, y por ende de la perla. Muchas de las caracteristicas que determinaran
la calidad de la perla incluyen la talla del organismo a recibir el implante, su edad y
estadio reproductivo, la época del ano, la calidad del manto implantado, respuesta
hematopoyetica, el tamafio del nicleo y ademds la capacidad del implantador para
disminuir el dafio producido por la operacion (Ellis y Haws, 1999; Southgate, 2008).
Con base en lo anterior, la generacion de informacidn cientifica en la que se
tomen en cuenta aspectos de la anatomia, fisiologia reproductiva y ecologia de la
especie en cuestion (P. sterna) redundara en beneficios al disminuir las tasas de
mortalidad y rechazo de implantes durante el proceso de formacion del saco perlero,
permitiendo asi implementar un plan de manejo adecuado para la produccion de perlas

en la Bahia de La Paz.



2. Antecedentes

2.1 Situacion actual de la Perlicultura en el Mundo

En general, la perlicultura se considera una de las industrias mas rentables del
mundo, debido a que presenta caracteristicas muy particulares, como el hecho que el
aprovechamiento de las especies que se utilizan es integral. Por ejemplo, se puede
comercializar el mtsculo aductor que representa una fuente de alimento (aunque este no
es el fin Ultimo de las ostras perleras), considerado un producto “gourmet” en el
mercado extranjero asidtico (Gruet, 1992; Matlins, 1995). Aunado a esto, la concha se
puede utilizar como objeto de ornato (concha pulida y esmerilada) o bien destinarse a la
fabricacion de molduras, para trabajos de joyeria fina con engarzados en oro, plata y
con incrustaciones de piedras preciosas (Monteforte, 1990, 1991). El nécar, por su parte
es utilizado en la industria cosmética para la elaboracion de cremas de belleza de todo
tipo. Incluso, en los ultimos afios el nacar ha comenzado a aprovecharse en la industria
biomédica europea para elaborar polvo de nicar que favorece la reconstruccion de
huesos rotos, el arreglo de defectos 6seos diversos y la regeneracion de la médula
espinal, entre otras cosas (Atlan et al., 1997; Lamghari et al., 1999; Pereira-Mouries et
al., 2002; Ojeda-Ramirez, 2007).

Por si sola, una perla es una de las gemas mas finas que existe en la naturaleza y
es producida de manera natural por los moluscos, particularmente los bivalvos. Sin
embargo, solo unas cuantas familias producen perlas de valor comercial, entre las cuales
los miembros de la familia Pteriidae revisten especial importancia. De estos, los géneros
Pinctada y Pteria son los mas importantes productores a nivel mundial (Fassler, 1991,
1995; Monteforte, 1991, 1996; Saucedo, 1995; Saucedo, 2001; Landman et al., 2001;

Haws, 2002; Caceres-Puig et al., 2009).



De las diversas especies pertenecientes a la familia Pteriidae que existen en todo
el mundo, actualmente se utilizan 7 especies para la produccion de perlas: 5 del género
Pinctada y 2 del género Pteria (Fassler 1991, 1994, 1995; Shirai 1994). De todas, las
tres mas importantes son:

P. fucata martensi: Productora de las Akoya Pearls en Japon (comercial a gran
escala) y China (comercial a gran escala y alto rendimiento). Su comercializacion
inundo el mercado perlero entre los afios 1950 y 1980 actualmente producen el 95 % de
las perlas que se cultivan en el mundo (Pearl Oyster Information Bulletin, 2008).

P. margaritifera cumingi: Productora de las Black-Pearls en Polinesia Francesa
(comercial de alto rendimiento), Islas Cook (comercial moderado) y algunas islas del
Pacifico Central (iniciando). Este tipo de perlas comenzaron a introducirse en el
mercado perlero entre los afios 1980 y 1990.

P. maxima: Productora de las South-Sea Pearls en el Norte y noroeste de
Australia (comercial de alto rendimiento), Indonesia (comercial moderado), Malasia
(comercial moderado en inicio), Myanmar (comercial moderado) y Filipinas (comercial
de alto rendimiento). Son las de mdas reciente incorporacion a los mercados
internacionales alrededor de los afios 1990 en adelante.

Otras especies de ostras perleras de menor importancia, pero que también
producen perlas de buena calidad a escala piloto incluyen:

P. fucata: Costa de Tamil-Nadu en India (comercial moderado).

P. mazatlanica: Produce perlas de 11-13 mm de didmetro en colores uniformes
grisaceos, verdosos, rosaceos, etc. en México (comercial moderado).

P. penguin: Produce perlas pero principalmente mabes generalmente de talla

grande (entre 13 y 18 mm de didmetro, a veces hasta 20 mm) y pueden implantarse, en



funcion del tamafio del nucleo y el del individuo que reciba los implantes, hasta 5
nucleos por Ostra, en Japon y Tailandia (comercial moderado, exclusivamente Mabé).

P. sterna: Produce perlas, aunque principalmente se utilizan para la produccion
de mabes las cuales son generalmente de talla grande (entre 13 y 18 mm de diametro, a
veces hasta 20 mm),en México (comercial iniciando).

Las perlas que se producen por las especies arriba descritas varian en funcion de
las siguientes caracteristicas:

Las “Akoya” de P. fucata martensii: Especie pequena del Japon de 6 a 8 cm de
altura de la concha). Son perlas pequenas (7 mm de didmetro como maximo), esféricas,
de color blanco o tefidas, generalmente de baja calidad (capa de nécar raramente
sobrepasa 0.8 mm de espesor). Su precio de venta oscila entre 6 y 12 USD por pieza en
lote. Japon retiene el monopolio de esta produccion, y reporta beneficios anuales
producto de exportacion por mas de 500 millones de U.S.D (Fassler, 2004; Pearl Oyster
Information Bulletin, 2008).

Las “Black South Sea Pearls” de P. margaritifera (principalmente de la variedad
cumingi), especie que mide hasta 22-25 cm de altura de la concha. Se producen en
cantidad moderada en Polinesia Francesa y en las Islas Cook y Marshall. Son grandes
(entre 12 y 16 mm de diametro, con una capa de nacar de hasta 3 mm de espesor),
principalmente de color gris a gris oscuro en ocasiones tornasol. Esféricas, sub-esféricas
o barrocas, de alta calidad. Con un precio de 100 USD por pieza en 1993, y se ha
reportado la venta de algunas gemas hasta en 4,000 USD por pieza. Polinesia Francesa
sostiene una produccion de exportacion de perlas por mas de 150 millones de USD

anuales (Gruet, 1992; Monteforte, 2003; Fassler, 2004).



Las “Golden South Sea Pearls” de P. maxima, especie que puede alcanzar hasta
30 cm de altura de la concha). Se producen moderadamente en el norte y noroeste de
Australia, en algunas islas de Filipinas, y en algunas granjas del Archipiélago Malayo.
Son perlas de gran tamafio (entre 14 y 18 mm de didmetro o mayores, con mas de 2.5
mm de espesor). El color dominante es blanco nacarado y plateado brillante, con tonos
secundarios en dorado (muy cotizados), son de forma esférica a semi-barroca, y de alta
calidad. Su precio de venta promedio alcanzé los 250 USD por pieza en 1994, con
precios individuales (gemas) mayores de 5,000 USD Unicamente las granjas perleras
del noroeste de Australia reportan producciones superiores a 85 millones de USD
anuales (Doumenge, 1992; Gruet, 1992; Pearl Oyster Information Bulletin, 2008).

Las “ Biwa” o perlas de rio, también llamadas “perlas de arroz”, producto de
algunos bivalvos de la familia Unionidae (almejas de agua dulce de hasta 18 cm de
altura), las cuales producen perlas en grandes cantidades, principalmente en China y
Estados Unidos y un poco menos en Japon. Son perlas muy pequeiias (10 mm), de color
blanco o tefiido, con formas barrocas, y generalmente de baja calidad. Se venden por
peso a precios entre 85 y 150 USD/kg (Gruet, 1992; Monteforte, 2003; Fassler, 2004).

Las “Keshi”, también conocidas como perlas sin ntcleo, se producen
principalmente en Polinesia Francesa con P. margaritifera cumingi y en menor grado en
Australia con P. maxima. Se forman a partir del tejido de injerto, cuando se rechaza el
nucleo del injerto, aunque también puede inducirse ex profeso insertando varios trozos
de manto. Son de tamafio variable (raramente mayores 10-12 mm) y formas muy
barrocas, su color es muy similar al de las perlas libres que produce cada especie.
Ocupan un mercado secundario y su precio es relativamente menor, ya que para una

Keshi de calidad promedio (aprox. 7-8 mm de diametro) es de 30 a 40 USD siendo su



valor promedio de 10 a 15 USD (Doumenge, 1992; Monteforte, 2003; Pearl Oyster
Information Bulletin, 2008)).

Las “Mabé” o medias-perlas se producen en Australia con P. maxima, en
Polinesia Francesa con P. margaritifera cumingi y en Japén y Tailandia con P. penguin.
Son generalmente de gran tamafio (13 y 18 mm de didmetro, a veces hasta 20 mm) y su
forma depende de la forma del nicleo (medias esferas, % de esfera, dvalos, estrellas,
letras, etc.). El precio de venta varia entre 35 y 75 USD por pieza trabajada, aunque es
comun encontrar piezas de especial calidad por precios mayores de 200 USD

(Doumenge, 1992; Gruet, 1992; Monteforte, 2003).

2.2 Situacion actual de la Perlicultura en México

Al igual que en otras partes del mundo, como Japdn, el desarrollo de la
perlicultura en México, particularmente en la region Noroeste y la zona de la Bahia de
la Paz, se ha enfrentado al problema de la sobreexplotacion de los bancos naturales y
disminucién de la abundancia en éstos debido a la ausencia de programas de desarrollo
sustentables y de indole conservacionista (Monteforte, 1996; Saucedo, 2001), asi como
a la utilizaciéon de técnicas de injerto importadas de otras especies y no adaptadas a las
especies nativas mexicanas, de acuerdo a su anatomia particular (Monteforte, 1990,
1991, 1996; Saucedo, 2001). Por ello, uno de los principales objetivos de los estudios
relacionados con nacaricultura y perlicultura se centran en el reestablecimiento de estas
actividades, asi como en la recuperacion gradual de las poblaciones naturales (Saucedo,
2001).

Como se menciono anteriormente en México existen dos granjas comerciales

que se dedican al cultivo de las ostras perleras mexicanas y por ende al cultivo de perlas
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y medias perlas: Perlas Unicas S.A. de C.V. en Guaymas, Sonora y Perlas del Cortez S.

de R.L. MI. en la Bahia de La Paz. Sin embargo, ambas reportan producciones anuales

muy inferiores comparadas con las producciones de otros paises, como Indonesia,

Filipinas, India, Tailandia, Japon, Polinesia Francesa y Australia. Por ejemplo, Perlas

Unicas reporta una produccion total anual de 5,000 mabes y 5,000 perlas (Monteforte,

2003; Kiefert et al. 2004), mientras que por su parte Perlas del Cortez, reporta una

produccion anual de 3,167 mabes (Comité de Sanidad Acuicola de Baja California Sur

A.C., 2008). Siendo estas algunas de las principales caracteristicas entre ellas;

Tabla I. Comparacion entre las dos empresas dedicadas al cultivo de perlas y

ostras perleras en México

Perlas del Mar de Cortez

Empresa Perlas del Cortez S. de RL. MI. (Perlas Unicas SA. de CV)
Surgié como un proyecto cientifico
apoyado por el Tecnologico de
Fundada por un grupo de Bidlogos Marinos | Monterrey, Campus Guaymas
Fundacion | expertos en el cultivo de moluscos bivalvos. |con una inversion inicial de USD
$550,000
Tienen una alta capacidad
Opera todavia a nivel mas experimental que | productiva comercial
Nivel de comercial que les permite manejar 5,000 perlas

Produccién

por lo que sus niveles de produccion son
bajos produciendo 3,167 mabes anualmente.

esféricas
y 5,000 mabes anualmente.

Mayormente medias perlas (mabes),
comenzando a tener las primeras cosechas de
perla esférica en ambas especies la concha
nacar Pteria sterna

Enfocados a la comercializacion de
perlas esféricas

y medias perlas en la concha nacar
Pteria sterna

(no se comercializa la concha o el
nacar ni trabajan con la madreperla

Productos |y la madreperla Pinctada mazatlanica. Pinctada mazatlanica).
Perlas de tipo A y B (muy buena y buena Sus perlas son disefiadas
calidad), respectivamente exclusivamente por dos artistas
montadas en metales finos como oro y plata. | mexicanos de Taxco, Guerrero.
Ademas producen jabones y cremas.
Principalmente los turistas nacionales Tienen canales de distribucion
Mercado y extranjeros que visitan La Paz y Los establecidos en Estados Unidos y

Cabos.

Chile.

(Dr. Pedro E. Saucedo Lastra, com. pers.).
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2.3 Estudios sobre las funciones e importancia del manto

No existen trabajos dirigidos a conocer la importancia y la influencia que tiene
el manto utilizado para los injertos de perla libre en las dos especies de ostras perleras
mexicanas. Sin embargo, existen estudios sobre los efectos que tiene dicho manto en la
formacion del saco perlero en otras de las especies productoras, los cuales han
permitido implementar planes de manejo para dichas especies. Por ejemplo, Suzuki
(1991) analizo la funcion de los hemocitos durante el proceso de injerto y cicatrizacion
de la herida en la ostra perlera P. fucata. Se determind que los hemocitos tienen una
habilidad fagocitica y que forman grandes agregados celulares, siendo responsables del
proceso de cicatrizacion.

Jabbour-Zahab et al.(1992) analizaron los aspectos de histologia, histoquimica y
ultraestructura del manto de la ostra perlera P. margaritifera posterior al injerto de
manto en la masa visceral. Los autores determinaron que la formacion de la concha
puede ser descrita en términos de dos fases mayores: 1) procesos celulares de transporte
de iones, sintesis y secrecion de proteinas y 2) procesos fisicoquimicos en los cuales los
cristales de carbonato de calcio son nucleados, orientados y crecen en una asociacion
intima con la matriz organica.

Garcia-Gasca et al. (1994) analizaron la anatomia microscopica del manto de la
ostra perlera P. mazatlanica, describiendo las diferencias morfologicas y quimicas entre
el epitelio y las células secretoras de las diferentes zonas del manto. Los autores
determinaron que las caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas del epitelio exterior
del manto, mayormente de la zona paleal, sugieren una fuerte y continua deposicioén de
ndacar, por lo que este epitelio puede ser el mas propicio para el implante de tejido en la

perlicultura.
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Suzuki y Awaji (1995) observaron la respuesta hematopoyética en los tejidos
conectivos del canal digestivo en la ostra perlera P. fucata martensii posterior al injerto.
Con este estudio se demostré que el tejido conectivo del estomago e intestino es
probablemente el sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis en las ostras perleras.
Igualmente, se sugiri6 que la hematopoyesis es un proceso poco activo y es activado por
el sistema nervioso como respuesta al estrés provocado por la herida.

Awaji y Suzuki (1995) estudiaron el patron de proliferacion celular durante el
proceso de formacion del saco perlero en la ostra perlera P. fucata. Se encontrd que la
velocidad de formacion del saco perlero depende, en gran parte, de la temperatura del
agua, la cual a su vez puede tener un efecto potenciador de la actividad mitética de las
células epiteliales del saco perlero.

Saucedo et al. (2001) analizaron el efecto del injerto de manto en el desarrollo y
composicion de la gonada en adultos de P. mazatlanica. Comparando organismos
injertados vs. no injertados en meses fuera de temporada reproductiva (marzo y abril),
los autores observaron que los organismos injertados experimentaron un desarrollo mas
acelerado de la gonada y presentaron una concentracion mas alta de proteinas, lipidos
totales y triglicéridos en la gonada, asi como un menor contenido de proteinas y
carbohidratos en el musculo, en comparacion con los organismos que no recibieron
injerto de manto. Se sugiri6 que el manto injertado favorecia un flujo continuo de
energia desde los tejidos de reserva (musculo principalmente) hacia la gonada.

Acosta-Salmoén y Southgate (2005) analizaron el proceso de regeneracion del
manto en dos especies de ostras perleras P. fucata y P. margaritifera. Los autores
observaron que la regeneracion del tejido era visible a partir del dia 6 y la regeneracion

completa del tejido del manto a su extension original ocurria al dia 60. Se determino
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que la regeneracion del manto es un proceso energéticamente costoso para las ostras y
esta estrechamente relacionado con los patrones estacionales de almacenamiento de
nutrientes.

Acosta-Salmén y Southgate (2006) estudiaron el proceso de cicatrizacion
posterior a la extraccion de un trozo de manto de la ostra perlera P. fucata. En este
estudio se determind que las ostras perleras son capaces de sobrevivir después de la
extirpacion de una parte considerable del manto (<40%), con una reducida tasa de
mortalidad.

Arnaud-Haond et al. (2006) analizaron el proceso del injerto durante todo el
proceso de mineralizacion de la concha. En este caso, se encontrd que el saco perlero
estd compuesto por una capa simple de células epiteliales, encontrando un 65% de
diferencia entre los genotipos del musculo y el saco perlero. Estos resultados
demuestran que existe una supervivencia sistematica de las células del manto del
donador durante todo el proceso de formacion de la perla, asi como en su participacion
durante la constitucion del saco perlero.

Kripa et al. (2007) analizaron el proceso de formacion de perlas en las costas del
Sureste de la India, en la ostra perlera P. fucata. Se observo que las tasas de mortalidad
eran menores a las observadas en organismos de la cosa Este de la India, con lo cual se
concluyd que éstas eran consecuencia de factores como el cuidado pre y post-
operatorio, ademas de que se observaron perdidas de sangre de casi un tercio del
volumen, debido al proceso de implante siendo cerca del 20% de la mortalidad debida al

proceso quirtrgico.
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3. Justificacion

La nacaricultura y perlicultura han promovido un fuerte desarrollo social y
econdmico en muchas regiones del mundo donde estas actividades estan bien arraigadas
y asentadas, y en donde trabajan familias enteras y/o grupos comunitarios grandes. En
Meéxico, sin embargo, la falta de estandarizacion de las técnicas de injerto de acuerdo a
las necesidades especificas de las especies de ostras perleras nativas (talla, anatomia), ha
impuesto un fuerte obstaculo para el escalamiento de la produccion perlera en las
granjas perleras de la region y ha impedido que ésta sea continua y suficiente para
apoyar el desarrollo social y econémico de muchas zonas rurales y marginadas, mismas
que se dedican al cultivo riberefio y artesanal de otras especies de importancia para la
acuicultura que se aprovechan con fines comestibles (camarén, peces, pulpo, otras
especies de bivalvos, etc.). Como se menciond en la introduccidn, estos problemas con
la perlicultura son consecuencia directa de las altas tasas de rechazo de los injertos y
altas tasas de mortalidad de las ostras injertadas. De igual forma, la carencia de estudios
referentes a la biologia de las especies, particularmente aquellos que pudieran analizar
el efecto del injerto sobre aspectos criticos como la respuesta inmune de éstas,
particularmente durante el proceso de cicatrizacion y formacién del saco perlero,
agravan el problema. Por ello, la informacion generada de este estudio servird de base
para el disefio y optimizacion de los protocolos de injerto de la empresa Perlas del
Cortez, ubicada en Bahia de la Paz, B.C.S.

Por otro lado, el presente estudio se realiza en el marco de un convenio vigente
entre el CIBNOR y la empresa, dirigido a resolver problemas operativos del
perlicultivo comercial, asi como a promover el desarrollo de investigacion cientifica e

innovacion tecnoldgica de interés para ambas partes.
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4. Hipdtesis
Dada la importancia del manto injertado en el proceso de formacién del saco
perlero, la respuesta hematopoyetica y el desarrollo de la gonada, entonces el origen del
manto (propio o donado) y la época de injerto generaran un menor numero de
hemocitos, una cicatrizacion mas rapida, mayores tasas de aceptacion de injertos y un
desarrollo méas acelerado de la génada en los organismos injertados con manto propio y

en los meses frios de invierno.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Evaluar el efecto del injerto de manto en la hematopoyesis y fisiologia

reproductiva de la concha nacar P. sterna, analizando como variables principales de

respuesta el origen del manto y la época del afio y estableciendo una relacion de estos

aspectos con la dindmica ambiental.

5.2. Particulares

Evaluar la relacion de la hematopoyesis y fisiologia de los organismos con
las variaciones en la temperatura, salinidad y concentracion de oxigeno
disuelto del agua de mar durante los meses de junio a diciembre de 2008.
Cuantificar la cantidad de hemocitos de la zona del injerto de manto y su
relacion con la formacion del saco perlero en organismos injertados con
manto propio y donado en dos épocas del ano

Evaluar el proceso de proliferacion celular de la zona del injerto de manto
en organismos injertados con manto propio y donado en dos épocas del afio.
Evaluar las variaciones en el desarrollo de la gonada y composicion de
carbohidratos, proteinas, lipidos y triglicéridos de la misma y los tejidos
somaticos (musculo aductor, glandula digestiva y manto) que podrian tener
influencia en la regulacién de la gametogénesis de organismos injertados
con manto propio y donado en dos épocas del afio.

Evaluar la tasa de aceptacion/rechazo y mortalidad de los organismos

injertados con manto propio y donado en dos épocas del aio.
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6. Materiales y métodos

6.1. Obtencion de organismos

Los organismos utilizados para el presente estudio fueron recolectados de la
Granja Experimental Submarina del CIBNOR, localizada en la Bahia de La Paz, B.C.S.
(24°16'N; 110°19'0) durante verano 2007. Posteriormente, éstos fueron transportados
en humedo al laboratorio de implantes de la empresa Perlas del Cortez, también en la
Bahia de La Paz (24°17'N; 110°20'0), donde fueron enjuagados con agua corriente y se
les retirdo la fauna epifita de acompafamiento de las conchas. Posteriormente, se
agruparon en tres grupos experimentales definidos por la forma de realizar los injertos y
los muestreos correspondientes (ver seccion 6.2 para detalles). Una vez agrupados, los
organismos se colocaron en canastas de malla plastica de piso avicola a una densidad de
siembra de 20 organismos/canasta y se trasladaron al campo, donde permanecieron
durante el desarrollo de todo el experimento bajo condiciones de cultivo a media agua
(34 m de profundidad), de acuerdo a los protocolos estandarizados por la empresa

(Biol. Javier Cortez, Gerente de Operaciones, com. pers.).

6.2. Disefio experimental

Mensualmente durante el periodo de junio del 2008 a enero del 2009 se
recolectaron 12 organismos de cada uno de los tres lotes experimentales para realizar
los injertos de manto para formacion de perla libre de la siguiente manera: A)
organismos injertados con manto proveniente de un donador comun; y B) organismos

injertados con manto propio y C) organismos sin injertar (grupo control).
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Para su procesamiento, los organismos se colocaron en charolas de plastico de
10 L y se anestesiaron con una soluciéon de benzocaina al 2.5% por un periodo de 40—60
min. aproximadamente. Una vez que se encontraban sedados (con las valvas abiertas y
sin responder a estimulos tactiles), se colocaron en bases para implante de perla libre y
se procedid a la insercion de manto y nlicleo de acuerdo al método propuesto por
Kokichi Mikimoto (1908), el cual consiste en introducir un trozo de manto (aprox. 2
mm?) dentro de la cavidad gonadal, a partir de un pequefia incision y a través de un
canal, con el fin de colocar el trozo de manto en contacto con un nicleo que servira de
base para la formacién de la perla. Las caracteristicas de cada grupo se resumen a
continuacion:

Grupo A (manto de un donador comun): Se seleccioné un organismo con
caracteristicas sobresalientes en lo que respecta a salud fisica visible y color y calidad
de nécar del borde interno de la concha. Posteriormente, éste se sacrifico, se separd el
manto del resto del organismo y se secciond en trozos de aproximadamente 2 mm?.

Grupo B (manto propio): A cada uno de los organismos a injertar se les extrajo
con tijeras de diseccion un trozo de aproximadamente 2 mm” de su propio manto, sin la
necesidad de recurrir al sacrificio. Esto tomando en cuenta reportes previos que
confirman que las ostras perleras son capaces de regenerar casi un 50% del manto
cuando éste es extraido (Acosta-Salmén y Southgate, 2006). El trozo de manto extraido
se colocd dentro de la cavidad gonadal, tal y como lo requiere el método para la
produccion de perlas.

Grupo C (testigo): Los organismos se sometieron al mismo procedimiento que
en los dos grupos anteriores (anestesia y manipulacion), con la salvedad de que a este

grupo no se le realizo6 incisidn alguna, ni insercién de manto.
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En todos los casos, los implantes se realizaron tratando de evitar al maximo la
lesion de la zona gonadal, ya que ademads de ser la zona donde se realizan los injertos, es
donde se encuentran cercanos algunos organos vitales, como el estomago y tubo
digestivo.

Ademas del procedimiento fisico per se que se siguid para la realizacion de los
injertos, se manejé como una segunda variable de estudio la temporalidad con que se
llevaron a cabo éstos. Para ello, se realizaron los injertos de junio a diciembre 2008, con
el fin de evaluar el efecto de las condiciones ambientales (particularmente temperatura
del agua) sobre la respuesta inmune y condicioén reproductiva de los organismos. La
metodologia utilizada para los injertos fue la misma descrita arriba.

Una vez realizados los injertos, los organismos se colocaron dentro de sacos de
tela, en contenedores con agua corriente para neutralizar el efecto del narcotico. Una
vez rehabilitados, éstos se etiquetaron, con la fecha y el nombre del tratamiento
experimental al que pertenecian y se transportaron a las instalaciones submarinas de la
empresa, donde se mantuvieron bajo condiciones de cultivo en suspension durante un
periodo de 31 dias, durante el cual se realizaron analisis para determinar el efecto del
injerto en la respuesta inmune y fisiologia reproductiva de los organismos, los dias 3, 7,

14, 21 y 31 posteriores al injerto (ver seccion 6.4).

6.3. Analisis ambiental

Mensualmente a lo largo del periodo de estudio (junio 2008 a enero 2009), se
monitorearon aquellos pardmetros ambientales que se consideraron mas representativos
del agua de mar y con mayor influencia sobre las variables a estudiar. Estos incluyeron

temperatura (£ 0.1 °C), salinidad (£ 0.1 ups) y oxigeno disuelto (= 0.1 mg/L), los cuales
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se registraron con la ayuda de un medidor portatil de multiparametros YSI-553. Todos
estos datos se obtuvieron cerca de las instalaciones de la empresa y siempre a 2 metros

de profundidad.

6.4. Efecto del injerto de manto sobre la respuesta inmune de los organismos

6.4.1. Hematopoyesis

El proceso de hematopoyesis después de la realizacion de los injertos se analizd
mediante la extraccion de hemolinfa del pericardio de cada uno de los organismos de
los tres grupos experimentales (implantados con manto propio, donado y sin implantar)
para cada uno de los meses comprendidos a lo largo del periodo junio 2008 a enero
2009. En cada mes, el proceso de evaluacion se realizo a los dias 3, 7, 14, 21 y 30,
después de los injertos, de acuerdo a lo sugerido por Suzuki y Awaji (1995). Las
muestras de hemolinfa se recolectaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y se fijaron en
formol al 4%. Posteriormente, se revisaron en un microscopio optico Olympus BX-42
en aumentos de 10X. El microscopio estaba equipado con un sistema de analisis digital
de imagenes, consistente en una camara Olympus Cool Snap (mod. E-4.10) y el
programa Image Pro Plus (vers. 5.1., Media Cybernetics, Nueva Jersey, Estados
Unidos) Los conteos de hemocitos se realizaron por triplicado en una camara
Neubauer® de ImL para dar representatividad al procedimiento.

Adicionalmente, la evaluacion de la respuesta del sistema inmune de los
organismos se evalu6 mediante el uso de acetato de fluoresceina. A manera de una
evaluacion preliminar, se seleccionaron 10 organismos de concha nacar de talla
comercial y se dividieron en dos grupos experimentales: A) organismos a los que se les

inyecto acetato de fluoresceina (500uL) en el musculo aductor, B) organismos a los que
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se les inyectd acetato de fluoresceina (500uL) en la goénada, cerca de la glandula
digestiva. Una vez inyectada la solucion, los organismos se mantuvieron en condiciones
de cultivo controladas en el laboratorio, dentro de contenedores de plastico de 60 L
conteniendo agua de mar filtrada a 1 um y mantenidos a una temperatura entre 25-27
°C. Durante esta fase, los organismos se alimentaron a saciedad mediante un sistema de
alimentacion continua con una mezcla de las microalgas Isochrysis galbana y
Chaetoceros muelleri en proporcion 1:1 y a una densidad de 20 cel/uL. El ensayo tuvo
una duracion de tres dias, durante los cuales se recolectaron las heces fecales de los
organismos de cada uno de los tratamientos, mismas que se colocaron en una placa PS
de 6 pozos con fondo plano Thermo Scientific Nunc® (Cod. 152034) para ser
analizadas en un transiluminador de luz UV (Gel- Doc 2000, BIO RAD). Una vez
recolectadas las heces, los organismos se fijaron en solucion Davidson durante 48 h y
posteriormente se deshidrataron, incluyeron en Paraplast TX (DAIGGER®. Cat. No.
EF16065A) y cortaron en un micrétomo de rotacion Leica® (Mod. RM2100) a 3 pm de
espesor. Las muestras obtenidas se observaron en un microscopio Olympus® BX-42
equipado con un dispositivo de inmunofluorescencia indirecta. Las visualizaciones se

realizaron empleando filtros de 400 a 590 nm, con objetivos de 10 y 40X.

6.4.2. Proliferacion celular y formacién del saco perlero

El efecto del injerto de manto sobre el proceso de proliferacion celular y
formacion del saco perlero se determind mediante la metodologia propuesta por Suzuki
(1991), la cual fue modificada en el presente estudio para la utilizacion de 5-etinil-2-
desoxiuridina (EdU), en lugar de 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU). El analisis de la

proliferacion celular a partir del momento en que el organismo es operado es un reflejo
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de la respuesta hematopoyetica a la herida provocada por el injerto de manto. Para este
analisis se agregaron 500uL de Edu en una solucion salina balanceada MMBSS (Click-
iT™ EdU Alexa Fluor® 488 de Invitrogen). Una vez preparada, ésta se inyectd en el
musculo aductor de los animales de cada uno de los tres grupos experimentales. Para
detectar las células marcadas con EdU, se seleccionaron tres organismos de cada
tratamiento experimental a los dias 3, 7, 14, 21 y 30 posteriores a la operacion. Estos
fueron disectados y se extrajeron muestras de manto, musculo aductor y gonada (en
particular de la zona donde se realizé el injerto de manto). Los tejidos se fijaron en
solucion Davidson durante 48 h y nuevamente se deshidrataron, incluyeron en Paraplast
TX y cortaron en un micrétomo de rotaciéon Leica® a 3 um de espesor. Las células
marcadas con EdU se analizaron otra vez con un microscopio Olympus® BX-42
equipado con un dispositivo de inmunofluorescencia indirecta. Las visualizaciones se
realizaron empleando un filtro de 590 nm en aumentos de 10, 40 y 100X. Este
procedimiento permiti6 identificar las células que habian incorporado el reactivo como
un reflejo directo del proceso de proliferacion, asi como el mecanismo por el cual se
llevaba a cabo la cicatrizacion y la formacion del saco perlero.

Es importante sefialar que el muestreo de la proliferacion celular en
particular solo se pudo realizar en los meses comprendidos entre agosto y
diciembre 2008, debido a que se tuvo un retraso de tres meses en el arribo del
reactivo, que por ser de origen animal, se tuvo detenido en la aduana de la ciudad
de México hasta ser liberado. Este problema solo afectd los resultados de este

analisis.
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6.5. Efecto del injerto de manto en el desarrollo gonadico y variaciones en la

composicion bioguimica de la génada y tejidos somaticos

6.5.1. Evaluacion del desarrollo gonadico

La evaluacion del desarrollo gonadico como efecto del injerto de manto se
realiz6 mediante diseccion de una muestra de 3 organismos de cada grupo experimental
posterior al injerto para extraer muestras de gonada. Estas se fijaron en solucién
Davidson durante 48 h y posteriormente se deshidrataron, incluyeron en Paraplast TX y
cortaron en un microtomo de rotacion Leica® a 3 um de espesor. Las muestras
obtenidas se tifieron por contraste con eosina y hematoxilina. Una vez tefiidas, las
laminillas se observaron bajo un microscopio compuesto Olympus BX 41 con objetivos
de 10x, 40x, 60x. De cada ejemplar se identifico el sexo y el estadio de desarrollo
gonadal, a partir de la escala de clasificacion de 5 estadios propuesta por Saucedo y
Monteforte (1997): Indiferenciacion, Desarrollo, Madurez, Desove parcial y Post-
desove.

6.5.2. Determinacion de la composicion bioquimica

Posterior a la realizacion de los injertos, se tomaron muestras mensuales de
gonada y tejidos somaticos (glandula digestiva, musculo aductor y manto) de los
organismos de los tres grupos experimentales. Las muestras se pesaron (0.1 g) y se
liofilizaron en un liofilizador Virtis (Mod. 10-145, MR-BA) para obtener el peso seco.
Posteriormente, éstas se rehidrataron en 1 mL de solucion salina (NaCl 35 %) y se
homogenizaron para la obtencion de los extractos crudos correspondientes. Estos se
almacenaron a —80°C en el Laboratorio de Bioquimica Fisiologica del CIBNOR vy se

utilizaron para los siguientes andlisis rutinarios:
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Para la determinacién de la concentracion de hidratos de carbono se siguid la
técnica de Van Handel (1965). Se utilizaron 0.1 mL del extracto crudo, los cuales se
mezclaron con 0.1 mL de acido tricloracético (TCA) al 20% (dilucién 1:1), con el fin de
remover las proteinas presentes de la muestra. La mezcla resultante se centrifugd a
3,600 rpm a —5 °C por 15 min. Posteriormente se recuperd el sobrenadante y se le
agregaron 1 mL de solucion de antrona (0.1 % disuelto en acido sulftrico H,SO4 al 76
%). Se incubd la muestra durante 4 min a 85-90 °C e inmediatamente después se enfrio
a 4 °C para detener la reaccion. La absorbancia se leyo a 620 nm y la concentracion de
carbohidratos totales fue determinada realizando una curva tipo de siete puntos
utilizando dextrosa como estandar a partir de 5 mg/mL.

Para la determinacion de proteinas solubles, se utilizé el método descrito por
Bradford (1976), el cual es un ensayo de union proteina-colorante, basado en el cambio
diferencial de color de un colorante en respuesta a varias concentraciones de proteina.
Se trata de un método de determinacion de proteinas que implica la unién del azul
brillante de Coomasie G-250 con las proteinas. Esta union del colorante con las
proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465 a 595
nm. La cuantificacion se realizd con un reactivo colorimétrico de Sigma (No. B6916) y
solucion de suero de bovino como estandar (Sigma 9048-46-8). Esto se realiz6 a partir
de una curva tipo también de siete puntos.

Para la determinacion de lipidos totales se emple6 el método de
sulfofosfovainillina (Barnes y Blackstock, 1973), utilizando un reactivo comercial y
soluciones estandar (Merck No. 3321). Para tal efecto, se afiadieron 0.025 mL del
homogenizado en tubos de ensayo y se agregaron 0.25 mL de &cido sulfurico

concentrado. La mezcla resultante se calentd a bafio Maria a 90 °C por 10 min e
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inmediatamente después fue enfriada en bafio de hielo. Se colocaron 0.02 mL de la
muestra en un lector de microplaca (Lab-systems, Uniskan II) y se anadieron 0.2 mL de
reactivo enzimatico comercial. La absorbancia se registrdé a 560 nm y la determinacioén
de la concentracion de lipidos totales se realizd con una curva tipo con ocho puntos a
partir de 10 mg/mL.

Los triglicéridos se determinaron por reaccion calorimétrica mediante la
hidrolisis enzimatica de los triglicéridos y determinacién enzimatica subsiguiente del
glicerol formado (Trinder, 1984). Se utiliz6 para ello un kit comercial de Merck (GPO-
PAP, num. 1.1434.001), el cual fue adaptado para su lectura en microplaca (Labsystems
Uniskan II; Racotta et al. 1998; Palacios et al. 2000). Se utilizaron 20uL del
sobrenadante y 200uL del reactivo y la absorbancia se registré a 495. La determinacion
de la concentracion total se realizé con una curva tipo con ocho puntos a partir de 10
mg/mL.

6.6. Efecto del injerto de manto en las tasas de aceptacion/rechazo de implantes y
mortalidad de los organismos

Para determinar las tasas de aceptacion/rechazo, se recolectaron los 12
organismos de los tres grupos experimentales a los dias 3, 7, 14, 21 y 30 posteriores al
injerto, los cuales se sacaron de los costales plasticos en los que se encontraban y se
observo si el ntcleo colocado durante el injerto habia sido aceptado o rechazado, asi
mismo se contabilizaron los organismos vivos y muertos. Posteriormente, se
determinaron los porcentajes de aceptacion o rechazo y las tasas de mortalidad para

cada uno de los tratamientos.
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6.7. Analisis Estadistico

Primeramente, se realizaron andlisis de normalidad por medio de la prueba de t-
Student e inmediatamente con el método de Levene para confirmar la homogeneidad de
varianzas de todos los grupos experimentales (talla, origen del manto, época del afo)
para determinar el tipo de prueba estadistica a utilizar (paramétrica o no paramétrica)
(Sokal y Rohlf, 1982). Una vez que se corrobordé la normalidad de los datos, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via para evaluar las variaciones en el
conteo de hemocitos y el proceso de proliferacion celular por efecto del origen del
manto (propio vs donado). A su vez, se corrid6 un ANOVA de dos vias para evaluar las
variaciones en la composicion bioquimica de tejidos en funcion del origen del manto y
tiempo de injerto. Cuando fue necesario, se aplicaron pruebas a posteriori de Tukey
para identificacion de grupos homogéneos o heterogéneos de medias. Se fijo un nivel de

significancia de p < 0.05 para todos los analisis.
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7. Resultados

7.1. Distribucion de los datos

Una vez realizados los andlisis de la respuesta hematopoyética a partir del injerto
de manto de cada uno de los tratamientos experimentales, la prueba de t-student
confirmo la existencia de una distribucion normal para el conteo de hemocitos de los
organismos en el grupo testigo (figura 1), el tratamiento al que se injertdé manto de un
donador comun (figura 2) y el tratamiento al que se injert6 manto propio (figura 3),
incluidas sus réplicas, durante los dias 3, 7, 14, 21 y 31 a lo largo del periodo julio—

diciembre 2008.
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Figura 1. Distribucion de hemocitos, a partir de una prueba t-student, para el grupo testigo, durante los

meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.



28

—— Normal Esperada

14 ¢
75
()
S 12t
S
. —
S
> 10 t
=
2
o 8
o
< o
o
o 4}
=
=)
Z I

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Figura 2. Distribucion de hemocitos, a partir de una prueba t-student, para el tratamiento al que se injertd

manto de un donador comun durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.
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Figura 3. Distribucion de hemocitos, a partir de una prueba t-student, para el tratamiento al que se injertd

manto propio, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.
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7.2. Parametros Ambientales

Las figuras 4, 5 y 6 presentan las variaciones en los parametros ambientales del
agua de mar durante el periodo de estudio. La temperatura mas alta se presentd en el
mes de septiembre (29.85 °C), mientras que la mas baja en el mes de junio (20.87 °C).
Asimismo, la salinidad también fue mas alta y baja en el mes de septiembre (36.25 ups)
y junio (34.92 ups), respectivamente. En lo que respecta al oxigeno disuelto, el valor
mas alto ocurrié en el mes de junio (6.87 mg/L O;), mientras que el valor mas bajo fue

de 5.72 mg/LL O, para el mes de noviembre.
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Figura 4. Variaciones en la temperatura del agua en las instalaciones submarinas de la empresa Perlas del

Cortez, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.
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Figura 5. Variaciones en la salinidad del agua en las instalaciones submarinas de la empresa Perlas del

Cortez, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.

Concentracion (ng/LOR)

Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

MESES

Figura 6. Variaciones en la concentracion de oxigeno disuelto del agua en las instalaciones submarinas

de la empresa Perlas del Cortez, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.
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7. 3. Efecto del injerto de manto en la respuesta inmune

7.3.1. Hematopoyesis

La figura 7 presenta el numero de

hemocitos circulantes de los organismos

pertenecientes a los tres grupos experimentales para el dia 31. Se aprecia que los valores

mayores (2194) y menores (693) niimeros se presentaron en organismos del grupo

control y los injertados con manto del mismo organismo, respectivamente. Estas

diferencias fueron significativas entre grupos (F= 2.94, p < 0.05). A su vez, la Tabla II

muestra que a partir del andlisis de Tukey, se forman dos grupos homogéneos.
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Figura 7. Variaciones en el niimero de hemocitos de los organismos de concha nacar Pteria sterna

pertenecientes a los tres tratamientos experimentales.

Tabla II. Andlisis de Tukey para identificacion de grupos homogéneos y

heterogéneos de medias para el conteo de hemocitos en los diferentes tratamientos

experimentales de injerto de concha nacar P. sterna.

Tratamiento 1 2
Propio falaialel
Donado *kk*k *kk*k
Testigo feladadel
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Por otro lado, la figura 8 muestra las variaciones en el conteo de hemocitos de

los organismos con respecto al tiempo (independientemente al grupo experimental. Se

observa que el nimero se mantuvo relativamente constante entre los meses de junio a

diciembre 2008, por lo que no se encontraron diferencias significativas con respecto al

tiempo (F=0.534, p < 0.05). A su vez, el andlisis de Tukey confirma que solo se forma

un grupo homogéneo (Tabla III).
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Figura 8. Variaciones mensuales en el nimero de hemocitos de los organismos de concha nacar Pteria

sterna durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.

Tabla IIl. Analisis de Tukey para identificacion de grupos homogéneos y

heterogéneos de medias pertenecientes al conteo de hemocitos para los meses en que se

realizo el estudio.

Mes 1
Noviembre *okok ok
Julio ook
Junio Hkk ok
Septiembre hoHAK
Octubre okl
Agosto otk
Diciembre *okokk
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La figura 9 muestra las variaciones en el conteo de hemocitos de los organismos
en cada uno de los muestreos realizados en los dias posteriores al injerté de manto (3, 7,
14, 21, 31). Se observa que el numero de hemocitos disminuy6 conforme pasaron los
dias siendo los mayores numeros (< 2751) dentro de los primeros 7 dias posteriores al
injerto en los meses de octubre y diciembre y los menores (> 693) después del dia 21
hasta el 31 (octubre y noviembre), se encontraron diferencias significativas con respecto
a los dias (F=2.67, p < 0.05). Por lo que, se puede observar a partir del analisis de Tukey

la formacion de tres grupos homogéneos (Tabla I'V).
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Figura 9. Variaciones en el nimero de hemocitos en los dias sucesivos a la realizacion de los injertos en

los organismos de concha nacar Pteria sterna durante los meses comprendidos entre junio a diciembre

2008.



34

Tabla IV. Andlisis de Tukey para identificacion de grupos homogéneos y

heterogéneos de medias pertenecientes al conteo de hemocitos, para todos los dias en

que se extrajeron dichos hemocitos.

Dia 1 2 3
31 ek s s
21 sk e s
14 sk e s sk ok o
7 ko ok e s o
3 e s o

En lo que respecta al efecto de la temperatura en el comportamiento de los
hemocitos de los organismos del grupo control (figura 10), se puede observar que la
relacion fue inversamente proporcional. Asi, el mes de septiembre, cuando se reporto la
temperatura mas elevada (29.85 °C), corresponde al momento en que el numero de
hemocitos fue mas bajo (1677), mientras que para junio, cuando la temperatura fue mas
baja (20.87 °C), se tiene uno de los valores mas altos para los conteos de hemocitos

(2194).
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Figura 10. Relacion de la temperatura del agua con el nimero de hemocitos presentes en los organismos
de concha néacar Pteria sterna del grupo control durante los meses comprendidos entre junio a

diciembre 2008.



35

En los cortes histologicos de los organismos pertenecientes a este mismo grupo
se puede observar que existe un elevado numero de hemocitos alrededor de los tejidos

de la gonada, asi como diversos agregados de fagocitos y células cafés (figura 11), cuya

presencia de discute en la seccion 8.

Figura 11. Corte transversal de gonada de organismos de concha nacar Pteria sterna del grupo control
(de izquierda a derecha 10X, 20X y 100X). Se observa la presencia de numerosos hemocitos inmersos

alrededor de la gonada. (Tc= Tejido conectivo; Hm= Hemocitos; Cc= Células cafés).

En los organismos injertados con manto de un donador comun (figura 12), se
puede observar un patron completamente diferente, pues en este caso el numero de
hemocitos mantuvo una relacion directamente proporcional con la temperatura. Esto es,
para el mes de junio, cuando se reporta la temperatura mas baja (20.87 °C), también se
observé el numero de hemocitos més bajo (1533); de igual forma, en el mes de mas

calido de septiembre (29.85 °C), la cantidad de hemocitos también fue mayor (2108).
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Figura 12. Relacion de la temperatura del agua con el nimero de hemocitos presentes en los organismos
de concha nacar Pteria sterna del tratamiento al que se le injerto manto de un organismo comun,

durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.

El tratamiento al que se le injertd manto de un donador comin mostré un
elevado niimero de hemocitos (< 2751) en los cortes histologicos de la gonada. En este
caso, el nimero de hemocitos es mayor al observado en el grupo control (= 1663), y al

igual que ese, se observan algunos agregados de células cafés (figura 13).

| s

Figura 13. Corte transversal de gonada de organismos de concha nacar Pteria sterna.del tratamiento al
que se injertd manto de un donador comun (de izquierda a derecha 10X, 20X y 100X), en donde no

hubo diferenciacion de sexos (Tc= Tejido conectivo; Hm= Hemocitos).
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En lo que respecta a los organismos injertados con manto propio (figura 14), se
puede observar que el comportamiento de los hemocitos no sigue un patrén definido
como en los casos anteriores. En este caso, los conteos mas bajos ocurrieron, tanto en
meses frios de junio (20.77 °C; 1486 hemocitos), como en los calidos de septiembre
(29.85 °C; 1500 hemocitos). De igual forma, los mayores conteos de hemocitos

ocurrieron en a 29.41 °C en agosto (1796) y a 23.91 °C en diciembre (1748).
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Figura 14. Relacion de la temperatura del agua con el nimero de hemocitos presentes en los organismos
de concha nacar Pteria sterna para el tratamiento al que se le injerté manto propio durante los meses

comprendidos entre junio a diciembre 2008.

Finalmente también se observo la presencia de numerosos hemocitos en la
gonada de los organismos de este tratamiento (figura 15), siguiendo el mismo patron
que en los dos tratamientos anteriores, tanto en cuanto a la presencia de hemocitos,

como en cuanto a la presencia de agregados celulares de fagocitos y células cafés.
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Figura 15. Corte transversal de gonada de los organismos de concha nacar Pteria sterna del tratamiento
al que se injert6 manto propio (de izquierda a derecha 10X, 20X y 100X), donde tampoco hubo

diferenciacion de sexos (Ad= Adenomero; Tc= Tejido conectivo, Hm= Hemocitos).

En lo que respecta a la respuesta del sistema inmune a partir de la inyeccion de
acetato de fluoresceina, se pudo observar que la respuesta de los organismos dependio
del sitio en donde se aplicd la inyeccion (figura 16). De hecho, se observa que el pozo A
de la izquierda (inyeccion en musculo), muestra actividad fluorescente, mientras que en

el caso del pozo B de la derecha (inyeccion en gonada) no la presenta.

Figura 16. Respuesta de los organismos de concha nacar Pteria sterna, ante el acetato de fluoresceina; el
pozo A corresponde al grupo en que se inyecto el colorante en el musculo, el pozo B corresponde al

grupo que se inyect6 colorante en la gonada.

De la misma manera, en la figura 17 se presenta un corte transversal del misculo

y en la figura 18 uno de glandula digestiva correspondiente al tratamiento al que se
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inyecté acetato de fluoresceina en el musculo. En estos se puede observar que la
intensidad de la sefal fluorescente de los tejidos es nula, mas cuando se compara con las
figuras 19 y 20, que corresponden a cortes transversales de musculo y glandula
digestiva respectivamente de organismos inyectados con acetato de fluoresceina en el
area de la gonada; en este caso se puede observar que existe una gran intensidad en la

sefal fluorescente de ambos tejidos.

Figura 17. Corte transversal de musculo aductor de los organismos de concha nacar Pteria sterna
inyectados con acetato de fluoresceina en musculo aductor. A la derecha corte a 10X en campo claro, y

a la izquierda corte a 10X campo fluorescente. (Msc= musculo,).

Figura 18. Corte transversal de de musculo aductor de los organismos de concha nacar Pteria sterna
inyectados con acetato de fluoresceina en gonada. A la derecha corte a 10X en campo claro, y a la

izquierda corte a 10X campo fluorescente. (Msc= musculo,).



40

Figura 19. Corte transversal de glandula digestiva de los organismos de concha nacar Pteria sterna
inyectados con acetato de fluoresceina en musculo aductor. A la derecha corte a 40X en campo claro, y

a la izquierda corte a 40X campo fluorescente (Tc= Tejido conectivo, Ad= Adenomero).

Figura 20. Corte transversal de glandula digestiva de los organismos de concha nécar Pteria sterna
inyectados con acetato de fluoresceina en gonada. A la derecha corte a 40X en campo claro, y a la

izquierda corte a 40X campo fluorescente (Tc= Tejido conectivo, Ad= Adenomero).
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7.3.2. Proliferacion celular y formacion del saco perlero

La proliferacion celular, estudiada como una respuesta secundaria al proceso de
injerto para la produccion de perlas, se determind mediante la tincion de las células con
EdU (5-etinil-2-desoxiuridina). La figura 21, que corresponde a un corte longitudinal de
gonada de organismos injertados con manto propio, manifiesta una sefial fluorescente
que depende del niimero de células que se generaron posteriores a la inyeccion del
reactivo, mas que como efecto del injerto de manto. Esto sugiere que la asimilacion del
reactivo no es selectiva y que éste es asimilado por todas las células de la zona gonadal
que se encuentran en alguna etapa de proliferacién, sin importar a que tejido o
tratamiento pertenezcan. Por otro lado, se puede observar el mismo tipo de respuesta en
la figura 22, correspondiente a un corte longitudinal de manto de organismos injertados
con manto de un donador comun; aqui el reactivo fue asimilado por las células de la
zona exterior del manto, que suele presentar una continua restitucion de células, al igual
que los adenomeros de la glandula digestiva (figura 23), donde también se aprecia una

elevada tasa de restitucion celular.

Figura 21. Corte longitudinal a 40X de génada de organismos de concha nacar Pteria sterna injertados
con manto propio y teflidos con Edu, campo claro izquierda y la sefial fluorescente de las células en

proliferacion (derecha) (Tc= Tejido conectivo, Tg= Tejido gonadico).
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Figura 22. Corte longitudinal a 40X de manto de organismos de concha nacar Pteria sterna injertados
con manto de un donador comtn y tefiidos con Edu, campo claro (izquierda) y la sefial fluorescente de

las células en proliferacion (derecha) (Mn= Manto).

Figura 23. Corte longitudinal a 40X de glandula digestiva de organismos de concha nacar Pteria sterna
del grupo control y tefiidos con Edu, campo claro (izquierda) y la sefial fluorescente de las células en

proliferacion (derecha) (Ad= Adendmero, Tc= Tejido conectivo).

Por otra parte, no se encontraron diferencias visibles en el proceso de
proliferacion celular durante la formacion del saco perlero en los organismos
injertados con manto de un donador comiin y manto propio. Ello debido a que la
respuesta fue muy similar en ambos tratamientos (figura 24), tanto para las células del

manto donado, como para las de la region gonadal que recibi6 el injerto (figura 26),
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donde intensidad fluorescente como efecto del injerto fue similar. Por el contrario, se
detect6 una diferencia visual entre estos dos tratamientos y el grupo testigo (figura
25), el cual no present6 una proliferacion celular tan marcada por efecto del injerto, ni
una sefal tan intensa como respuesta a la tincion con EdU. Este patron ocurrié de la
misma forma para las células de la region del manto donado y de la gonada receptora
del injerto (figura 27), donde no se pudo confirmar la existencia de proliferacion
celular que indicara formacion del saco perlero, ya que la tincion se extendio a todos

los tejidos que se encontraban en regeneracion y o restitucion celular.

Figura 24. Corte longitudinal a 40X de manto de los organismos de concha nacar Pteria sterna injertados
con manto de donador comun (izquierda) y para organismos injertados con manto propio (derecha)

tefiidos con Edu. (Mn= Manto, Tc= Tejido conectivo).
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Figura 25. Corte longitudinal a 20X de manto de los organismos de concha nacar Pteria sterna del grupo

control, tefiido con Edu, (Mn= Manto, Tc= Tejido conectivo).

Figura 26. Corte longitudinal a 20X de goénada de los organismos de concha nacar Pteria sterna
injertados con manto de donador comiin (izquierda) y para organismos injertados con manto propio

(derecha) tefiidos con Edu. (Tg= Tejido gonadico).
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Figura 27. Corte longitudinal a 20X de génada de los organismos de concha nacar Pteria sterna.del

grupo control, teflido con Edu, (Tg= Tejido gonadico).
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7.4. Efecto del injerto de manto en la fisiologia reproductiva

7.4.1. Desarrollo de la génada

La figura 28 muestra la proporcion de sexos de los organismos del grupo control
después de ejecutado el injerto. No se observa existencia de hembras (0%) y la cantidad
de machos es reducida (20%), mientras que la mayoria de los organismos se encuentran

en una etapa de indiferenciacion sexual (80%).

Machos (20%)

Indiferenciados
&0%)

Figura 28. Proporcion de sexos de los organismos de concha nacar Pteria sterna del grupo control

durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.

A su vez, la figura 29 presenta las diferentes fases del desarrollo de la gonada de
los organismos pertenecientes al grupo control, en donde solo se identificaron tres
estadios reproductivos: (1) Organismos indiferenciados (100%, 67%, 100%, 100%,
33%, 33%, 100%) durante todos los meses de junio a diciembre respectivamente, (2)
Organismos maduros (33% y 67%) durante los meses de octubre y noviembre y (3)

Organismos en post-desove (33%) en los meses de julio y octubre.
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Figura 29. Fases de desarrollo gonadico de los organismos de concha nacar Pteria sterna del grupo
control durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008 (MAD= Madurez, POS=

Postdesove, IND= Indiferenciados)

A partir de los cortes histologicos de los organismos del grupo control se puede
apreciar en la figura 30 las diferentes fases de desarrollo gonadico que se presentaron en
dicho tratamiento, siendo la fase de indiferenciacioén la dominante (a) seguida por la de

postdesove (b) y madurez (c).

Figura 30. Corte transversal de gonada a 10X de los organismos de concha nacar Pteria sterna del grupo

control (MAD= Madurez, POS= Postdesove, IND= Indiferenciados, ac= acino).
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Para el caso de los organismos injertados con manto de un donador comun
(figura 31), también se identifica el mismo patréon en cuanto a la proporcion de sexos,
siendo este grupo el que presenta la mayor relacion de organismos indiferenciados

(95%), la menor presencia de machos (5%) y una ausencia total de hembras (0%).

Machos (20%)

Indiferenciados
(80%9)

Figura 31 Proporcion de sexos de los organismos de concha nacar Pteria sterna injertados con manto de

donador comtin durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.

Para este mismo tratamiento se puede observar también una dominancia del
estadio de indiferenciacion a lo largo de todos los meses (100%, 67%, 100%, 100%,
67%, 67% y 100%), con presencia de algunos organismos maduros en los meses de
octubre y noviembre (33%) y organismos en post-desove solo para el mes de julio

(33%) (figura 32).
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Figura 32. Fases de desarrollo gonadico de los organismos de concha nacar Pteria sterna injertados con
manto de un donador comun, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008 (MAD=

Madurez, POS= Postdesove, IND= Indiferenciados)

En la figura 33 se muestra que los organismos pertenecientes al tratamiento que
recibi6 el injerto con manto de un donador comun presentan un menor desarrollo
gonadico, sin embargo presenta el mismo patrén que el grupo control siendo que la
mayoria de los organismos se encuentran en fase de indiferenciacion (a), algunos se
encuentran maduros (b) y otros con acinos en fase de reabsorcidn, asi como presencia
de agregaciones de células fagociticas o células cafés (c) que indican que el organismo

se encuentra en un etapa de post-desove o de reabsorcion de gametos.
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Figura 33. Corte transversal de gonada a 10X de los organismos de concha nacar Pteria sterna del
tratamiento al que se injertd manto de un donador comiin (MAD= Madurez, POS= Postdesove, IND=

Indiferenciados, ac= acino cc= Células cafés).

En cuanto a la proporcion de sexos del tratamiento que recibié manto propio
(figura 32), se observa una distribucion de sexos similar a las anteriores, con un 90% de

organismos indiferenciados, 10% de machos y 0% de hembras.

Machos (10%)

Indiferenciados
0%

Figura 34. Proporcion de sexos de los organismos de concha nacar Pteria sterna del tratamiento al que se

le injerté manto del mismo organismo durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008.
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Los estadios de desarrollo de los organismos injertados con manto propio (figura
35) muestra que la madurez sexual ocurrié en el mes de noviembre (33%) y el post-
desove en julio (33%), mientras que la etapa de indiferenciacion se presentd en todos
los meses muestreados. En ninguno de los tratamientos experimentales se detectd la

presencia de hembras u organismos hermafroditas en periodo de transicion.

Frecuencia(@9

Figura 35. Fases de desarrollo gonadico de los organismos de concha nacar Pteria sterna del tratamiento
al que se le injertd manto propio, durante los meses comprendidos entre junio a diciembre 2008

(MAD= Madurez, POS= Postdesove, IND= Indiferenciados).

En la figura 36 se muestra que al igual que en los otros dos tratamiento que la
mayoria de los organismos se encontraban en una fase indiferenciada, (a), seguida de
organismos en postdesove (b) y organismos maduros (c), al igual que en los
tratamientos anteriores solo se lograron identificar machos a partir de los cortes
histologicos, donde se observan acinos en etapa de reabsorcion y/o desarrollo, al igual

que algunas células cafés.
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Figura 36. Corte transversal de gonada a 20Xde los organismos de concha nacar Pteria sterna del

tratamiento al que se le injertd6 manto propio (MAD= Madurez, POS= Postdesove, IND=

Indiferenciados, ac= acino cc= Células cafés).

7.4.2. Composicion de la génada y tejidos somaticos

Es importante recordar que debido al problema en la entrega de ciertos
reactivos de origen animal que fueron detenidos por varios meses en la aduana de
la ciudad de México el afio pasado, se generd un retraso en la programacién de
analisis del presente estudio. Por ello, para la parte de concentracion de sustratos
metabolicos, se presentan resultados del periodo agosto-diciembre de 2008
Gnicamente, asi mismo es importante mencionar que debido a las mortalidades
registradas en los tratamientos y debido al nimero reducido de las muestras en

algunos casos no se lograron obtener muestras suficientes para algunos meses.

La figura 37 presenta las variaciones en la composicion promedio de
carbohidratos, proteinas, lipidos y triglicéridos del manto de los tres grupos
experimentales. Los valores mas altos para el contenido de carbohidratos se observaron
en los tratamientos a los que se les injerté manto propio (46.84 mg/g), mientras que los
valores mas bajos se presentaron en el grupo testigo (15.44 mg/g). No se encontraron

diferencias significativas en el contenido de este combustible entre tratamientos (F=
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107.51, p >0.05), con respecto al tiempo (F= 2.46, p > 0.05), ni para la interaccion entre
factores (F= 2.95, p > 0.05). En el contenido promedio de proteinas, se aprecia que los
valores mas elevados ocurrieron en el tratamiento que recibié manto de un donador
(490.78 mg/g), en tanto que los valores mas bajos ocurrieron en tratamiento que recibio
manto de un donador (196.76 mg/g), tampoco se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (F= 0.195, p > 0.05), con respecto al tiempo (F=0.408, p > 0.05), ni
para la interaccion entre ambos factores (F= 0.074, p > 0.05). En cuanto al contenido de
lipidos y triglicéridos el tratamiento que recibié manto de un donador presento el valor
mas alto para lipidos (112.43 mg/g) y triglicéridos (12.10 mg/g ), los valores mas bajos
de lipidos y triglicéridos se presentaron en el grupo injertado con manto de donador
(6.66mg/g) y el grupo control (8.52 mg/g) respectivamente, no existen diferencias
significativas entre tratamientos (F= 0.123, p > 0.05 para lipidos y F= 1.070, p > 0.05
para triglicéridos), entre los meses (F= 0.453, p > 0.05 para lipidos y F=1.561, p > 0.05
para triglicéridos) y con respecto a la interaccion de ambos factores (F= 0.378, p > 0.05

para lipidos y F=1.339, p > 0.05 para triglicéridos).
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Figura 37. Variaciones mensuales en el contenido promedio de carbohidratos, proteinas, lipidos y
triglicéridos del manto de organismos de P. sterna para los tres tratamientos experimentales durante el
periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008 (Don= tratamiento injertado con manto de

donador comiin; Pro= tratamiento injertado con manto propio; Test= grupo control.

Las variaciones en la composiciéon bioquimica del musculo se muestran en la
figura 38, los valores mas altos para carbohidratos se observaron a el tratamiento al que
se injertd manto propio (318.70 mg/g), en tanto que los valores mas bajos ocurrieron en
el grupo control (38.01 mg/g), no se observaron diferencias significativas entre los tres
tratamientos (F= 0.868, p > 0.05), con respecto al tiempo (F= 2.685, p > 0.05) o en la
interaccion de ambos factores (F=2.218, p > 0.05). Referente al contenido promedio de
proteinas los valores mas altos ocurrieron para el tratamiento injertado con manto de un

donador comun (774.29 mg/g), en tanto que los valores mas bajos se encontraron en los
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organismos injertados con manto propio (591.15 mg/g), no se encontraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos experimentales (F= 0.117, p > 0.05), a lo largo
del tiempo (F= 0.166, p > 0.05) o en la relacion de ambos factores (F= 0.134, p > 0.05).
En cuanto al contenido de promedio de lipidos y triglicéridos, se puede observar que los
valores mas altos de lipidos se registraron en el grupo testigo (139.01 mg/g), y valores
de triglicéridos para el grupo testigo (13.69 mg/g), a su vez, los mas bajos se registraron
en el tratamiento que recibido manto de un donador comun (52.65 mg/g) para lipidos y
en el grupo testigo (5.14 mg/g) para carbohidratos, las variaciones en el contenido
promedio de lipidos tampoco reflejo diferencias significativas entre tratamientos (F=
0.154, p > 0.05), a lo largo del tiempo (F= 0.385, p > 0.05) o la interaccion entre ambos
factores (F= 0.316, p < 0.05). En el contenido promedio de triglicéridos tampoco se
observaron diferencias significativas entre los tres tratamientos (F= 1.311, p > 0,05) en
el tiempo (F= 1.068 p > 0.05) o en la interaccion de ambos factores (F= 1.362, p >

0.05).
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Figura 38. Variaciones mensuales en el contenido promedio de carbohidratos, proteinas, lipidos y

triglicéridos del miisculo de organismos de P. sterna para los tres tratamientos experimentales durante

el periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008 (Don= tratamiento injertado con manto de

donador comtin; Pro= tratamiento injertado con manto propio; Test= grupo control.

La figura 39 muestra las variaciones en el contenido promedio de carbohidratos

proteinas, lipidos y triglicéridos de la glandula digestiva de los tres tratamientos. Los

valores mas altos de carbohidratos se presentan en el tratamiento injertado con manto de

un donador (71.94 mg/g), mientras que los mas bajos en el tratamiento que recibiod

manto de un donador comun (44.55 mg/g). No existen diferencias significativas en este

combustible entre tratamientos (F= 0.062, p > 0.05), en el tiempo (F= 2.965, p > 0.05) o

para la interaccion entre ambos factores (F= 2.077, p > 0.05). En cuanto a las
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variaciones en el contenido promedio de proteinas, mostrod los valores mas altos en el
tratamiento que recibido manto de un donador comun (826.91 mg/g) y los mas bajos en
el que recibid6 manto propio (221.88 mg/g), en este caso en particular se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (F= 19.98, p < 0.05), tal como lo
muestra el analisis de Tukey, en donde se puede observar que existen dos grupos
homogéneos (Tabla V). Por otra parte, no se encontraron diferencias en las variaciones
de este metabolito a lo largo del tiempo (F= 0.249, p > 0.05), pero si en la interaccion de
ambos factores (F=22.13, p < 0.05). En lo referente al contenido promedio de lipidos
los valores mas altos se observaron en los organismos que recibieron manto de un
donador comun (197.93 mg/g) y los méas bajos en el grupo testigo (147.7 mg/g), no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos (F= 0.056, p > 0.05), a lo
largo del tiempo (F= 2.188, p > 0.05), ni en la interaccion de ambos factores (F= 1.612,
p > 0.05). En cuanto al contenido promedio de triglicéridos los valores mas altos
ocurrieron para el tratamiento de injerto con manto propio (64.92 mg/g) y los mas bajos
en el grupo control (31.29 mg/g), no existen diferencias significativas entre os tres
tratamientos (F= 0.453, p > 0.05), entre los diferentes meses (F= 1.888, p > 0.05) ni en

la interaccion de los factores (F=1.432, p > 0.05).
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Figura 39. Variaciones mensuales en el contenido promedio de carbohidratos, proteinas, lipidos y
triglicéridos del glandula digestiva de organismos de P. sterna para los tres tratamientos experimentales
durante el periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008 (Don= tratamiento injertado con manto

de donador comun; Pro= tratamiento injertado con manto propio; Test= grupo control.

Tabla V. Andlisis de Tukey para identificacion de grupos homogéneos y
heterogéneos de medias pertenecientes al contenido total de proteinas de la glandula

digestiva de los tres tratamientos experimentales.

Tratamiento 1 2
Propio Hokokk
Donado Hokokx
Testigo HEEE
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Las variaciones en la composicion bioquimica de la gonada se presentan en la
figura 40. Los valores mas altos para el contenido promedio de carbohidratos se
reportaron para el grupo al que se injerté manto de un donador (118.67 mg/g), mientras
que los mas bajos se observaron en el grupo control (69.94 mg/g). No se encontraron
diferencias significativas en este metabolito entre tratamientos (F= 0.565, p > 0.05), con
respecto al tiempo (F= 0.366, p > 0.05), ni en la interaccion de ambos factores (F=
0.460, p > 0.05). En cuanto al contenido total de proteinas, la concentracion fue mayor
en el tratamiento injertado con manto propio (814.62 mg/g) y menor en el grupo control
(523.01 mg/g), las variaciones en la composicion bioquimica no fueron significativas
entre los tres tratamientos (F= 1.401, p > 0.05), a lo largo del tiempo (F= 1.473, p >
0.05) ni entre ambos factores (F= 1.437, p > 0.05). El contenido total de lipidos de la
alcanzo valores maximos en el el grupo testigo (214.66 mg/g) y minimos en el grupo de
injerto con manto de un donador (26.85 mg/g), tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los tres tratamientos (F= 1.760, p > 0.05), en el tiempo (F=1.497, p
> 0.05) o para la interaccion de ambos factores (F= 2.576, p > 0.05). En cuanto al
contenido total de triglicéridos las concentraciones maximas se presentaron en el grupo
control (61.80 mg/g); a su vez las concentraciones minimas ocurriecron en los
organismos injertados con manto de un donador comun (4.03 mg/g), no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (F= 1.903, p > 0.05), el tiempo (F=

0.655, p > 0.05) ni la interaccion de factores (F= 1.536, p > 0.05).
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Figura 40. Variaciones mensuales en el contenido promedio de carbohidratos, proteinas, lipidos y

triglicéridos de la gonada de organismos de P. sterna para los tres tratamientos experimentales durante

el periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008 (Don= tratamiento injertado con manto de

donador comtin; Pro= tratamiento injertado con manto propio; Test= grupo control.
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7.5. Efecto del injerto de manto en la tasa de mortalidad y aceptacion/rechazo de

implantes

7.5.1. Mortalidad

La figura 41 muestra las variaciones en la tasa promedio de mortalidad absoluta
de los organismos pertenecientes a los diferentes tratamientos experimentales a lo largo
de los meses en que se llevo a cabo el estudio. Se encontraron diferencias entre los
tratamientos. El grupo testigo fue el que presentd la menor tasa de mortalidad absoluta,
con un maximo en el mes de agosto (~20%), seguido del tratamiento al que se injerto
manto de un donador comun, cuyos picos ocurrieron en agosto y diciembre (~80% en
ambos casos) y finalmente el grupo al que se le injert6 manto propio, en el que la

mortalidad absoluta fue mas alta, particularmente en el mes de agosto (~90%).
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Figura 41. Variaciones en la tasa de mortalidad de organismos de P. sterna de los tres tratamientos

experimentales durante el periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008.
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En cuanto a la mortalidad analizada de forma individual para cada uno de los
meses (figura 42) se puede observar que para el mes de junio, las mayores mortalidades
ocurrieron en el tratamiento injertado con manto propio (~50%), mientras que en los
otros dos tratamientos no se reportaron mortalidades para este mes. Para el mes de julio
la mayor mortalidad se presentd en el tratamiento que recibié manto de un donador
comun (~30%), y la minima se presento en el grupo testigo (~10%). En el caso del mes
de agosto, la mayor mortalidad la presentd el tratamiento al que se injert6 manto propio
(~90%), la minima se observo en el grupo control (~10%). Las mayores mortalidades
registradas para el mes de septiembre se observaron en ambos tratamientos a los que se
injertd6 manto (~30%), y las minimas para el grupo testigo (~20%). Las mayores
mortalidades para el mes de octubre se presentaronen el tratamiento al que se injertd
manto propio (~31%) el grupo control presento la tasa mas baja (~0%). Para el mes de
noviembre las mayores mortalidades se registraron para el tratamiento al que se injertd
manto de un donador comun (~35%), y las menores en el grupo testigo (~10%).
Finalmente para el mes de diciembre Ila mayor mortalidad se observd para el
tratamiento injertado con manto de un donador (~80%), y la menor en el testigo

(~10%).



1007 Junio

Mortalidad (96)

31

63

Julio

NN

100 Cctubre 100 Novienmbre
%7 %,
80 1 80 1
’7()7 ’7(),
&0+ &0+
— 50 50
(@] 40 40
O\ ol %—l 27 7
N—’ ] % a_‘ A2 — Y-
U 13 ‘ : ‘ a° a 13’ ‘ ‘m ‘4.:.
CG 3 7 14 21 31 14 21 31
O
— 100
%,
8(),
70 4
m,
5(),
40,
3(),
m,
10 4
0
3

[ Donador

Propio
Tienpo(IVVEses)

[0 Testigo

Figura 42. Variaciones en la tasa de mortalidad de los tres tratamientos experimentales durante los dias
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7.6.2. Tasa de aceptacion/rechazo

Las variaciones en la tasa de aceptacion/rechazo de implantes se presentan en la
figura 43 para cada uno de los dos grupos experimentales a los que se injerté manto.
Aunque el porcentaje de aceptacion mas alto ocurrié en el tratamiento al que se le
injertdé manto propio para el mes de septiembre (~60%), éste estuvo acompanado
también del promedio de aceptacion mdas bajo ocurrio en los meses de agosto y
diciembre (0 %). Por otro lado, se puede apreciar que los organismos del tratamiento
que recibié manto de un donador presentaron valores de aceptacion superiores al 50 %

en los meses de julio y los mas bajos en el mes de diciembre (~0 %).

Figura 43. Variaciones en las tasas de aceptacién/rechazo de los dos tratamientos a los que se injertd

manto, durante el periodo comprendido entre agosto a diciembre 2008.
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8. Discusion

8.1. Efecto del injerto de manto en la respuesta inmune

A la fecha, son pocos los trabajos que han estudiado el sistema inmune de los
moluscos bivalvos, particularmente en las ostras perleras sometidas al proceso de injerto
de manto para la produccién de perlas. Estos incluyen a las principales especies
productoras de perlas, como P. fucata (Suzuki, 1991; Awaji y Suzuki, 1995; Acosta-
Salmén y Southgate, 2006), P. fucata martensii (Suzuki y Awaji, 1995) y P.
margaritifera (Acosta-Salmon y Southgate, 2005). Por el contrario, para el caso de las
ostras perleras nativas de México (P. mazatlanica y P. sterna), no se tiene informacion
de la respuesta inmune por efecto del injerto de manto, ya que el unico trabajo sobre el
tema se han enfocado a analizar el efecto del injerto de manto en el desarrollo
histologico y composicion bioquimica de la gonada y tejidos somaticos (Saucedo et al.,
2002). De este trabajo se desprendieron dos resultados importantes. Primero, que los
organismos injertados maduraban mas rapido que los no injertados. Segundo, que el
manto injertado en la génada como parte del procedimiento rutinario para inducir la
formacion de perlas, provocaba un cambio en los mecanismos naturales de regulacion
de la gametogénesis, los cuales favorecian a su vez un re-direccionamiento del flujo de
energia desde los tejidos de reserva (musculo principalmente y glandula digestiva en
segundo lugar) hacia la génada para acelerar la maduracion. En este contexto, el
presente estudio estaba dirigido a complementar los resultados anteriores, abordando
ahora el efecto del injerto de manto en el sistema inmune (hematopoyesis y
regeneracion celular para la formacion del saco perlero), asi como en la fisiologia

reproductiva (desarrollo y composicién de la génada y tejidos somaticos) y tasas de
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aceptacion/rechazo de implantes y tasas de mortalidad de la concha nacar. Todo esto
partiendo de la hipotesis de que el origen y la época de injerto de manto, tiene un efecto
diferencial en la respuesta inmune y mecanismos de regulacion de la gametogénesis, los
cuales a su vez estan controlados por el sistema neuroenddcrino de los organismos
(Saucedo et al., 2002; Vite-Garcia y Saucedo, 2008) (el cual no se pudo estudiar en este
trabajo).

Con respecto al sistema inmune, primeramente se encontré que el efecto del
injerto de manto de un donador comun generd los conteos mas altos de hemocitos en los
organismos (2576), particularmente dentro de los primeros 7 dias posteriores al injerto.
Por el contrario, los conteos mas bajos de hemocitos se tuvieron en los organismos del
grupo al que se injertd manto propio (1134). Estos resultados podrian deberse al hecho
de que el proceso de cicatrizacion y regeneracion celular se inicia a las pocas horas de
que el organismo ha sido lesionado durante el injerto, por lo que la velocidad con que
éste responde para asegurar su curacion estd intimamente relacionada con su condicion
y tasa metabdlica, la cual a su vez esta influenciada por los cambios en algunos
parametros ambientales, tales como la temperatura del agua y la disponibilidad de
alimento (MacDonald y Thompson, 1985; Thompson et al., 1991). Este resultado
coincide con los reportes de Acosta-Salmon y Southgate (2005), quienes determinaron
que el proceso de curacion, principalmente el sellado de la zona afectada después de la
herida tarda aproximadamente 6 horas en sanar y depende en gran medida de la rapida
produccion de hemocitos, la temperatura del agua y el estado fisiologico del organismo.
Es importante considerar el factor adicional al proceso natural de cicatrizacion que
sucede en un proceso de implante donde participan dos individuos, ya que el receptor

reconoce al implante como extrafio y necesariamente incrementa su respuesta inmune
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para protegerse, al tanto que el implante, al estar vivo, reconoce al receptor en similares
condiciones y actua en consecuencia, lo que justifica una elevada produccion
hematopoyetica, dificil de diferenciar en su origen (donador o receptor). Por otro lado,
al tener injerto de manto del mismo organismo (donador y transplante del mismo
origen), no hay reaccion de rechazo y el proceso es menos exacerbado.

Adicionalmente, se observd que las mayores tasas de mortalidades de
organismos ocurrieron en los meses calidos, que es cuando la especie presenta sus
niveles de energia mas bajos y cuando es mas vulnerable al manejo provocado por el
injerto (Saucedo y Southgate, 2008; Caceres-Puig et al., 2009). De hecho, el injerto es,
per se, un proceso invasivo que demanda a los organismos una gran cantidad de
energia, la cual debe asegurar, no solo la cicatrizaciéon de la zona afectada, sino la
regeneracion por multiplicacion mitotica de células que formaran lo que se conoce
como saco perlero (Suzuki, 1991; Awaji y Suzuki, 1995; Suzuki y Awaji, 1995).
Ademas, otra parte de la energia asimilada y disponible tiene que ser utilizada para la
realizacion de los procesos metabolicos de crecimiento, reproduccion y mantenimiento
de la maquinaria enzimatica (Newell y Branch, 1980; Barber y Blane, 2006). Los
resultados obtenidos en este trabajo referente a las altas tasas de mortalidad de P. sterna
en meses calidos coinciden con las observaciones de Caceres-Puig et al. (2009), quien
sugiere que el esfuerzo reproductivo de esta especie para iniciar la gametogénesis es
muy alto (~200%), por lo que el injerto para fines de produccién de perlas debe
realizarse en los meses frios de invierno y primavera (noviembre a marzo), o bien en
aquellos meses en los que los organismos ya estan maduros (noviembre a febrero) y no
deben canalizar tanta energia para el inicio y sustento de la gametogénesis (Vite-Garcia

y Saucedo, 2008). Esto demuestra que, ademas de la importancia del manto para el
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proceso de formacién de perlas, es importante tener en cuenta la fecha en que se
realizan los injertos, considerando el elevado costo energético al que se ven sometidos
los organismos. Para una mayor comprension de los efectos de los factores ambientales,
particularmente temperatura y disponibilidad de alimento, sobre la respuesta y
condicion de los moluscos bivalvos, se puede consultar a MacDonald y Thompson
(1985), Thompson et al. (1991), Delaporte et al. (2003); Delaporte et al. (2006), etc.
Como complemento de los resultados arriba referidos, se observéd también que la
época en la que se realizaron los injertos tuvieron un efecto marcado en la produccion
de hemocitos, probablemente por efecto de los valores de temperatura del agua y
concentracion de alimento registrados en ese momento. Al respecto, es importante
mencionar que los hemocitos son los principales componentes del sistema inmune de
los moluscos bivalvos y se pueden observar dos tipos de hemocitos, granulares y
agranulares, siendo los agranulares los que presentan un gran habilidad fagocitica por lo
que son el primer tipo de células que aparecen en el sitio de la herida y en el caso de las
ostras perleras que son injertadas con un agente externo (manto de un donador comun),
son los encargados de dar proteccion sistémica, de evitar la pérdida de sangre al
funcionar de forma analoga a las plaquetas de los invertebrados (Suzuki y Awaji, 1995)
y de asegurar la cicatrizacion y regeneracion celular (Acosta-Salmén y Southgate,
2005). Ademas, se ha reportado que los hemocitos presentan concentraciones bajas en
los meses templados del afio e incrementan su numero en los meses subsecuentes
dependiendo de la temperatura, disponibilidad de alimento y la reabsorcion de gametos
(Delaporte et al., 2006; Delaporte et al., 2007). Los resultados obtenidos en este estudio

en cuanto al nimero de hemocitos presentes en los tratamientos en los que se injerto
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manto sugieren una relacion directamente proporcional con la temperatura del agua
(figuras 12 y 14), independientemente de su origen (donado o propio).

Por otra parte, Acosta-Salmén y Southgate (2005) mencionan que la
regeneracion del manto es un proceso energéticamente costoso para las ostras perleras y
esta estrechamente relacionado con los patrones estacionales de almacenamiento de
nutrientes. Ello debido a que el manto es, per se, uno de los sitios en donde se
almacenan nutrientes para el sustento de la reproduccion en muchas especies de
bivalvos (Barber y Blake, 1991; Lodeiros et al., 2001; Arellano-Martinez et al., 2004;
Saucedo y Southgate, 2008). Por ello, la velocidad de regeneracion celular en la zona
del injerto, independientemente del origen del manto, se vera influenciada, por la
cantidad de nutrientes almacenados en este tejido al momento de la herida. Esto
coincide con lo reportado previamente por Saucedo et al. (2001) en torno al efecto
modulador de la gametogénesis que ejerce el manto injertado en la madreperla P.
mazatlanica. A su vez, este resultado se puede constatar analizando los bajos conteos de
hemocitos en el tratamiento al que se injertd manto propio, ademads de las altas tasas de
mortalidad registradas en los organismos de dicho tratamiento (~90%).

A la fecha, no se sabe a ciencia cierta como funciona el sistema inmune de las
ostras perleras posterior al injerto de manto, a pesar de que se han realizado trabajos
dirigidos a la identificacion del o6rgano o tejido encargado de la produccion, regulacion
y activacion de las células del sistema inmune (Suzuki, 1991; Awaji y Suzuki, 1995;
Suzuki y Awaji, 1995). En general, estos autores sugieren que la glandula digestiva y/o
el tejido conectivo del canal digestivo pudieran ser los encargados de regular alguno o

todos estos procesos fisioldgicos.
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En el presente trabajo se pudo observar la funcién del sistema inmune de las
ostras, a partir de la inyeccion de acetato de fluoresceina, ya que esta permitid observar
la ruta que toman los patégenos, antigenos o factores externos que pueden llegar a dafiar
a las ostras. En el caso de los organismos a los que se inyectd ésta en el musculo
aductor, se logr6 detectar una sefial fluorescente en las heces fecales (figura 16), lo cual
pudiera ser el resultado de la eliminacion del reactivo por parte del organismo, sin
existir una asimilacion, pasando a través del musculo hacia el sistema linfatico y de ahi
hasta el sistema digestivo y posteriormente a las heces. Caso contrario es lo que se
ocurrid con los organismos a los que se les inyectd acetato de fluoresceina en la zona de
la gbnada, que es la zona donde normalmente se realizan los injertos para la produccion
de perla libre. En este caso, no se logré distinguir ninguna sefial fluorescente en las
heces fecales, lo que sugiere que el reactivo fue asimilado en este tratamiento,
probablemente por efecto de una asimilacion activa, inducida por las células del sistema
inmune, (Dongen et al., 1987; Kurki et al., 1988; Hanselman y Smolowitz, 2000; Fang
et al., 2008), al analizar la respuesta de la células hematopoyeticas de vertebrados en
diferentes etapas de desarrollo y bajo diferentes estimulos, en este sentido, no existen
estudios previos con moluscos y mucho menos con bivalvos como es el caso de las
ostras perleras que se utilizaron en este estudio, por otra parte estos autores solo han
analizado esta respuesta en algunos tejidos como el tejido cerebral y tejido ocular,
sefalando que, dependiendo del tipo de estimulo al que se vean expuestos dichos
tejidos, sera la respuesta del sistema inmune y de ahi el tipo de proliferacion celular,
como podrian ser inmunoglobulinas, linfocitos, células T, células B, natural killer, etc.,
en el caso de vertebrados, cabe mencionar que hasta el momento no se habia utilizado

este tipo de reactivo en organismos completos como es el caso de este estudio, por lo
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que, los resultados obtenidos son de suma importancia, pues es a partir de estos que se
puede inferir que dependiendo el estimulo y el tejido donde se lleva a cabo, sera la
respuesta del organismos, induciendo o no a la activacion de las células del sistema
inmune y como en el caso de los moluscos la regulacion del sistema inmune depende
por completo de los hemocitos, es que se puede inferir que debido a la asimilacién que
se observo existen rutas metabolicas especificas que permiten la asimilacion o
eliminacion del reactivo, dependiendo del tipo de estimulo, tal y como se observa en las
figuras 16 a 20, ya que después de haber inyectado el acetato de fluoresceina este se
incorporo en todos los tejidos, del tratamiento al que se inyectd en la géonada. Este
hallazgo permite reforzar el supuesto de que tanto la glandula digestiva, como el tejido
conectivo del canal digestivo, tienen un papel muy importante en la regulacion y
activacion de las células del sistema inmune de las ostras perleras (Suzuki y Awaji,
1995).

En términos de proliferacion celular posterior al injerto de manto (propio o
donado), se observdé que las células hematopoyeticas (hemocitos) presentes en el
pericardio, se activaron como respuesta al injerto, provocando a su vez la activacion y la
proliferaciéon de otro tipo de células, particularmente las del manto, glandula digestiva y
gonada que se encuentran sujetas a una elevada tasa de division y replicacion celular
natural (Suzuki, 1991). Esto fue claro en especial en los cortes histologicos de los
organismos del grupo control (figuras 23, 25 y 27), pero también en aquellos injertados
con manto proveniente de un donador comun (figuras 24 y 26), donde se esperaria por
logica una mayor tasa de proliferacion a partir del injerto. En estas tltimas dos figuras
se muestra que el manto injertado incrementa el numero de células en los tejidos de los

organismos, lo cual se ve reflejado en una sefal fluorescente mucho més marcada que la
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del grupo testigo. Ello confirma que la proliferacion celular se activa por efecto de la
herida provocada al momento de realizar el injerto de manto en la gonada (Suzuki,
1991; Awaji y Suzuki, 1995; Suzuki y Awaji, 1995; Acosta-Salmén y Southgate, 2005;
Delaporte et al., 2006; Delaporte et al., 2007). Asi mismo, permite observar que la
principal diferencia en la respuesta hematopoyetica como efecto del injerto de manto,
entre los dos tratamiento el de un donador comun y el de manto de propio, reside en la
cantidad de hemocitos que se generan posteriores a la operacion de injertd, al mismo
tiempo que se puede observar que en el caso de los organismos pertenecientes al
tratamiento de manto propio, a pesar de tener un mayor numero de células
hematopoyeticas y una mayor tasa de proliferacion celular, la cual se puede deducir,
debido a una mayor intensidad de la sefial fluorescente que se observa a partir de la
adicion de EdU (figuras 24 y 26), es este grupo el que presenta el mayor nimero de
organismos muertos como resultado del injerto, esto se debe principalmente al gran
gasto de energia al que se ven sometidos, pues de primera instancia los organismos no
tienen las reservas suficientes, ni la energia necesaria para sobrellevar dicho estrés, en
inicio por la temperatura del agua de los meses en los que se realiz6 el estudio, segundo,
por que como ya se menciono el proceso de cicatrizacion y regeneracion celular es un
proceso con un elevado gasto energético y en especial en este tratamiento pues hay que
recordar que ademads de la cicatrizacion y regeneracion de la herida provocada como
resultado del proceso de injerto para la produccion de perlas, esta ademas, el proceso de
cicatrizacion y regeneracion del manto que se extrajo para obtener el tejido necesario
para el proceso de injerto, al respecto se sabe que esta cicatrizacion tarda de 60 a 90 dias
para que el manto extraido quede completamente restituido (Acosta-Salmén y

Southgate, 2005), por lo que es de esperar que si el organismo no cuenta con las
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reservas energéticas suficientes, no serd capaz de recuperarse de la operacion y
extraccion del manto.

Debido al bajo numero de organismos muestreados posterior al injerto, no se
logré confirmar el tiempo en el que se forma el saco perlero en la concha nacar P.
sterna. Reportes previos sefialan que esta estructura se forma al dia 14 en P. fucata
(Suzuki, 1991; Awaji y Suzuki, 1995; Acosta-Salmén y Southgate, 2006), al dia 14 a 21
en P. fucata martensii (Suzuki y Awaji, 1995) y al dia 21 en P. margaritifera (Acosta-
Salmoén y Southgate, 2005). Lo que si se logré determinar es que el proceso de
cicatrizacién de la herida ocurri6 dentro de los primeros 7 a 14 dias posteriores al
injerto, que fue cuando el numero de hemocitos comenzé a disminuir, hasta alcanzar los
niveles mas bajos para los dias 30-31. Este dato si coincide con lo reportado para las
diversas especies de ostras perleras. Las bajas tasas de aceptacion y retencion de injertos
registrados a lo largo del experimento, coincide con los resultados obtenidos
previamente (Vite-Garcia y Saucedo, 2008; Caceres-Puig et al., 2009), donde los
autores proponen que las altas tasas de mortalidad y por ende las bajas tasas de
aceptacion/rechazo pueden deberse al hecho de que, es en los meses de marzo a
septiembre, que son los mas calidos, cuando los organismos estdn mas gastados
energéticamente como resultado de la activa canalizacion de reservas que dan

continuidad al proceso reproductivo.
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8.2. Efecto del injerto de manto en la fisiologia reproductiva

A la fecha, existen numerosos estudios y revisiones sobre la biologia y fisiologia
reproductiva de moluscos bivalvos de importancia comercial, los cuales incluyen a las
familias Ostreidae, Mytilidae, Pectinidae (Bayne, 1976; Seed, 1976; Andrews, 1979;
Giese y Pearse, 1979; Sastry, 1979; Mackie, 1984; Roman et al., 2002; Barber y Blake,
2006) y Pteriidae (Desai et al., 1979; Gervis y Sims 1992; Saucedo et al., 2002; Vite-
Garcia, 2005; Vite-Garcia y Saucedo, 2008; Saucedo y Southgate, 2008; Caceres-Puig
et al., 2009). De estos estudios se han logrado identificar algunas de las estrategias
utilizadas por las especies para la asimilacion, almacenamiento y uso de energia para
procesos de crecimiento somdtico y reproduccion, asi como la relacion de estos
procesos con la dindmica ambiental. En el caso en particular de la familia Pteriidae
(ostras perleras), se ha reportado que las especies nativas de la Bahia de La Paz habitan
en una zona de transicion entre el ambiente célido templado y el frio templado (zona
subtropical), por lo cual las estrategias reproductivas suelen ser diferentes a las
utilizadas por las especies de cualquiera de los ambientes tropical o templado (Saucedo
y Southgate, 2008).

Los resultados de este estudio demostraron que los organismos recolectados
entre junio y diciembre se encontraban mayormente en estadios de indiferenciacion
sexual y post-desove, y un pequefio porcentaje en estadios de desarrollo y madurez
(entre octubre y noviembre), independientemente del grupo experimental al que
pertenecieran. Estos resultados coinciden con la mayoria de los reportes anteriores sobre
la reproduccion de la especie (Saucedo y Moteforte 1997; Vite-Garcia y Saucedo, 2008;
Caceres-Puig et al., 2009), en los cuales se menciona que a pesar de que P. sterna

presenta desoves parciales a lo largo del afio, lo hace con mayor intensidad en dos picos
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reproductivos, uno en los meses frios de enero-febrero cuando la temperatura del agua
oscila entre los 20-22 °C aproximadamente y el segundo en los meses templados de
abril-mayo a temperaturas entre los 23 y 25 °C aproximadamente. Como se ha
mencionado anteriormente, en este estudio se seleccioné la temporada junio a diciembre
2008 como ideal para la realizacién de los injertos, considerando que era cuando la
especie se encontraba energéticamente mas fuerte para soportar el estrés generado por la
manipulacion, anestesia y cirugia (Caceres-Puig et al., 2009).

Por otro lado, al comparar los resultados de desarrollo gonadal entre los tres
tratamientos experimentales, se obtuvo que los organismos del grupo control (sin
injerto) alcanzaron los mayores porcentajes de madurez (33% y 67% durante los meses
de octubre y noviembre), en comparacion con aquellos injertados con manto de un
donador comun (33% en los meses de octubre y noviembre) y con manto propio (33%
para el mes de noviembre). Aunque estos resultados confirman que el injerto generd
efectivamente un estrés que retraso ligeramente el desarrollo de las gonadas, rechaza la
hipotesis de trabajo del presente estudio y contradice las observaciones previas
efectuadas por Saucedo et al. (2001) para P. mazatlanica, en el sentido de que el manto
injertado en area de la gonada potenciaba la maduracion de la misma. Por otro lado, las
proporciones sexuales fuertemente sesgadas hacia la presencia de machos en los tres
tratamientos experimentales (~85%) confirman las observaciones hechas previamente
para las ostras perleras obtenidas de cultivo extensivo, en las cuales las altas densidades
(posiblemente estresantes) favorecen la formacion del sexo que es energéticamente
menos costoso, los machos (Saucedo et al., 2002; Gomez-Robles y Saucedo, 2005;
Vite-Garcia y Saucedo, 2008, Gémez-Robles y Saucedo, 2009). Esta misma tendencia

hacia la produccion de machos en condiciones de cultivo extensivo ha sido confirmada
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para otras especies de ostras perleras, como P. margaritifera recolectada de cultivo
extensivo en la Isla Orpheus, Townsville, Australia (Acosta-Salmoén et al., 2005) y P.
penguin nativa de Tailandia (Arjarasirikoon et al., 2004) y la Isla de Tonga (Dr. Paul
Southgate, com. pers.).

Otra posible explicacion a las diferencias en el grado de desarrollo de la gonada
de los organismos injertados con manto (sea donado o propio) con respecto a los del
grupo control implica una reabsorcion parcial de gametos como una posible estrategia
para compensar el déficit energético que demandaba la cicatrizacion de la herida. Ello
tomando en cuenta que la gametogénesis en bivalvos representa un proceso de alta
demanda energética (Epp et al., 1988; Barber y Blake, 2006) y los organismos utilizan
diferentes estrategias para asegurar el suministro de energia, ya sea a partir de la ingesta
de alimento (lo que conlleva una estrategia oportunista), de las reservas almacenadas en
tejidos somaticos (como una estrategia conservadora), o de ambas fuentes (Gabbott,
1975; Bayne, 1976; Epp et al., 1988; Pazos et al., 1997; Racotta et al., 1998; Saucedo et
al., 2002; Barber y Blake, 2006; Southgate y Lucas, 2008). Para el caso de P. sterna, se
ha reportado que la energia necesaria para la gametogénesis proviene de la combinacioén
de estrategias conservadoras y oportunistas que aseguran la reproduccion a lo largo de
casi todo el afio, particularmente en los picos de invierno y primavera. Debido a ello, el
proceso de reabsorcion de gametos en los organismos injertados con manto propio o
donado podria corroborarse por la presencia de numerosas células cafés, ya que éstas
constituyen agregaciones de fagocitos que intervienen en los procesos de reciclamiento
de nutrientes hacia el final de un ciclo reproductivo, pero también en la defensa y
respuesta inmune ante agentes exodgenos, en este caso el manto ijertado (Gray, 1992;

MacKay, 1993; Sarasquete et al., 1997; Acosta-Salmon y Southgate, 2005).
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En lo que respecta al efecto del injerto de manto en la composicion bioquimica
de los organismos, no se observaron diferencias significativas en los flujos de energia
desde los tejidos de reserva (glandula digestiva, musculo aductor y manto) hacia la
gonada en ninguno de los tres grupos experimentales. Nuevamente, esto rechaza la
hipotesis de estudio y contradice lo reportado por Saucedo et al. (2001), quienes
observaron en P. mazatlanica un mayor flujo de energia (medida en términos de
variaciones en los niveles de proteinas y carbohidratos) desde el musculo aductor
(primeramente) y glandula digestiva (en segundo lugar) hacia la génada en los
organismos injertados con manto, en comparacion de los organismos del grupo control.
Estos autores sugieren que al realizar el injerto de manto en la zona de la génada se
puede alterar alguna de las rutas metabolicas involucradas en la regulacion natural de la
gametogénesis, provocando un re-direccionamiento en el flujo de energia de los tejidos
somaticos a la génada, dando como resultado un desarrollo gonadico mas rapido en
organismos injertados que en organismos no injertados. A pesar de que no se
observaron diferencias importantes entre grupos en este sentido, si hay resultados
puntuales que vale la pena comentar. Por ejemplo, el contenido total de proteinas del
musculo aductor disminuy6 en los organismos de los dos tratamientos a los que se
injertd manto, principalmente manto de un donador comun y en los meses de noviembre
y diciembre, que es cuando la temperatura del agua comienza a disminuir y se evidencia
el pico reproductivo de invierno. Esto estuvo acompanado de un incremento en el
contenido total de lipidos y triglicéridos de la génada en el mes de noviembre.

Igualmente, en los organismos de ambos grupos injertados con manto (propio y
donado), este mismo patron de flujo de energia de tejidos somaticos a la génada genero

una disminucion en el contenido total de proteinas de la glandula digestiva, el cual
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estuvo acompafiado de un aumento en la concentracion de lipidos y triglicéridos de la
gonada. Esto fue particularmente evidente para los triglicéridos del mes de septiembre
en los organismos del tratamiento injertado con manto propio, a diferencia de los otros
dos tratamientos. Este resultado confirma que la glandula digestiva (primeramente) y el
musculo aductor (en segundo lugar) son los principales reservorios de energia para
cubrir las necesidades del proceso reproductivo en P. stera. De hecho, se ha reportado
para esta especie que la energia canalizada para activar y sustentar la gametogénesis
proviene mayormente de las reservas almacenadas en la glandula digestiva (~35%) y en
menor proporcion del musculo aductor (~28%) (Vite-Garcia y Saucedo, 2008; Caceres-
Puig et al., 2009).

Los resultados de composicién bioquimica de tejidos sugieren que el manto
también actlia como reservorio de energia para la gametogénesis, independientemente
del grupo experimental del que se trate. Ello debido a que se detectaron bajos niveles de
proteinas en el manto para los meses de septiembre en el tratamiento al que se injertd
manto propio y octubre en el tratamiento al que se injerté manto de un donador comun,
al mismo tiempo que se incrementaban los niveles de triglicéridos en la goénada,
particularmente para el mes de octubre en ambos tratamientos a los que se injertd
manto. Sin embargo, a pesar de esta tendencia, los valores de concentracion de sustratos
energéticos de este tejido sugieren que el manto es el ultimo tejido del que hacen uso los
organismos para obtener energia para el desarrollo gonadico o para reconstituir los
tejidos danados y atacar los antigenos que se presentan como resultado del proceso de
injerto. Al respecto, numerosos autores han sefialado que el manto en bivalvos participa
de una forma secundaria o insignificante en el almacenamiento de nutrientes utilizados

durante la gametogénesis en especies como almejas pectinidas (Sastry y Blake, 1971;
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Ansell, 1974; Comely, 1974; Taylor y Venn, 1979; Barber y Blake, 1981, 1983, 1991;
Robinson et al., 1981; Epp et al., 1988; Couturier y Newkirk, 1991; Besnard, 1991,
Martinez, 1991; Martinez y Mettifogo, 1998; Pazos et al., 1997; Racotta et al., 1998;
Lodeiros et al., 2001; Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez et al, 2004), en mejillones
(Gabbott, 1975, 1976, 1983; Bayne, 1976; Zandee et al., 1980; Bayne et al., 1982), y en
menor grado en ciertas especies de ostras perleras (Desai et al., 1979; Saucedo et al.,
2002; Vite-Garcia, 2005; Vite-Garcia y Saucedo, 2008; Caceres-Puig et al., 2009) y
ostiones (Kang et al., 2000). Por el contrario, otros autores han encontrado que el manto
si participa de manera activa durante el proceso reproductivo, aunque en menor medida
que el musculo aductor y la glandula digestiva, en algunas especies como Nodipecten
subnodosus (Arellano-Martinez et al., 2004) y Pteria sterna (Caceres-Puig et al., 2009).

De particular importancia fueron las variaciones en la composicién bioquimica
del musculo aductor, génada y glandula digestiva en los organismos que recibieron
manto de un donador comun, las cuales fueron mas elevadas que en los tratamientos al
que se injertd manto propio y al grupo control. Al relacionar estos resultados con los
relativos a los conteos de hemocitos, los cuales fueron mas altos en el grupo de manto
de un donador comun, se confirma nuevamente que el proceso de defensa contra un
agente reconocido como ajeno o no compatible, asi como el proceso de cicatrizacion de
la herida, requirié un mayor aporte de energia de los sustratos energéticos provenientes
de los diferentes tejidos somaticos, a diferencia del otro tratamiento que también recibi6d
injerto de manto propio, en el cual estos valores fueron mas bajos. Debe recordarse que
debido a que los tiempos en los que se realiz6 este experimento son considerados no
reproductivos, los organismos seguramente canalizaron los mayores flujos de energia

disponible hacia el crecimiento somatico (MacDonald y Thomposon, 1985; Thompson
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et al., 1991), independientemente del origen del manto injertado. A partir de esto, se
puede inferir que existe una compatibilidad de tejidos en esta especie, en el entendido
de que el injerto de manto para la produccion de perla libre es andlogo a un transplante
de 6rgano en este tipo de organismos. A su vez, se asume que el sistema inmune, al
tener gran eficacia para reconocer como extrafias a las células procedentes de otros
individuos, se encargara de eliminarlas en el menor tiempo posible, dado que este es su
principal objetivo. Por ello, es de esperar que los organismos injertados con manto de
un donador comun destinen mayor cantidad de energia para reducir el tiempo de
exposicion ante el antigeno y asi poder erradicarlo, en comparacién con los organismos
injertados con manto propio, en los cuales el tejido es reconocido como propio y no es
necesario canalizar tanta energia para eliminarlo, ya que no representa una amenaza
para el organismo (Barrett et al., 2003; Martinez y Rosen, 2005).

Por otro lado, los organismos de los dos grupos sometidos al proceso de injerto
para la produccion de perla libre sufrieron altas tasas de mortalidad de hasta un ~90%
(figura 41) y bajas tasas de aceptacion y retencion de nucleos de no mas del ~50%
(figura 43) durante los meses mas calidos de junio a septiembre particularmente. Como
ya se discutio, esto es casi seguro que se deba a la vulnerabilidad energética en la que se
encuentran los organismos en estos meses, debido a las altas temperaturas del agua. Asi
mismo, estas altas mortalidades podrian atribuirse también al manejo pre-operatorio de
los organismos (elevado tiempo de exposicion al anestésico), manejo post-operatorio
(fatiga ocasionada a la cirugia o debilidad por infecciones causadas por el injerto), o la
combinacion de ambos factores (Saucedo et al., 2001).

Con la informacién obtenida en este estudio, se puede corroborar que la

respuesta hematopoyetica, proliferacion celular y cicatrizacion de la herida provocada
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por el injerto de P. sterna esta influenciada principalmente por factores ambientales
(siendo la temperatura uno de los mas importantes), seguida de la época de injerto y el
origen del manto. A su vez, la proliferacion celular que se inicia posterior al proceso de
injerto esta regulada por la cantidad de hemocitos y estos a su vez presentan una
velocidad de activacion diferencial, dependiendo del origen de manto. Los principales
tejidos involucrados en la regulacion y activacion de las células del sistema inmune de
la especie son la glandula digestiva y el tejido conectivo del canal digestivo. Se sugiere
realizar injertos en los meses de febrero a abril para complementar la informacién

generada en este estudio.
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9. Conclusiones

La temperatura es el factor ambiental mas importante que influencia la
produccion de hemocitos como respuesta a la herida.

La época del afio y el origen del manto son factores determinantes en las tasas de
aceptacion/rechazo y mortalidad de los organismos a ser injertados para la produccion
de perlas.

La respuesta hematopoyetica esta altamente influenciada por el origen del manto
mostrando una velocidad de activacion diferencial siendo mayor en los organismos
injertados con manto de un donador compdén y menor en el caso de os organismos
injertados con manto propio.

En Pteria sterna, el injerto de manto no tiene un efecto directo en el desarrollo
gonadico tal y como se ha reportado en Pinctada mazatlanica.

La composicioén bioquimica de los tejidos esta estrechamente relacionada con el
injerto de manto, pues es a partir de las reservas energéticas presentes en los tejidos de
reserva (glandula digestiva, musculo aductor y manto) que los organismos seran
capaces de sobrevivir a la operacion y asi poder regenerar el tejido y formar el saco
perlero.

La glandula digestiva es el principal tejido de reserva, seguido por el musculo
aductor y en menor medida por el manto.

Las tasas de aceptacion/rechazo y mortalidad estardn determinadas por la

cantidad de energia presente en los tejidos de somaticos y de reserva de los organismos.
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10. Perspectivas

Tomando en cuenta los resultados obtenidos a partir de esta tesis, se sugiere
realizar injertos de perla libre para ver el desarrollo del saco perlero durante los meses
frios (invierno 09) y en los meses en que los organismos se encuentren en un estado
optimo en lo que se refiere a desarrollo gonadico.

En lo referente a la fisiologia reproductiva de las ostras perleras como respuesta
al proceso de injerto de manto, se sugiere ampliar el periodo de muestro al menos a un
ciclo anual completo para determinar con precision la relacion entre el injerto de manto
y el desarrollo gonadico de los organismos. Ello bajo el supuesto de que la proliferacion
celular por efecto del injerto de manto acelera el desarrollo de la gonada.

En este sentido también se recomienda realizar un estudio para evaluar la calidad
de los gametos y la viabilidad de las larvas obtenidas de los desoves de los organismos
injertados al compararlos con los gametos de organismos que no han sido afectados por
dicho proceso.

Asimismo, se sugiere ampliar el nimero de muestra de cada uno de los
tratamientos experimentales manejados, considerando que alin se observan y registran

altas tasas de mortalidad, debidas al manejo de estos organismos.
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