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Resumen 

La industria perlera tiene importancia económica en varias regiones del mundo, pero está 
saturada por tres especies de ostras perleras: P. fucata, P. margaritifera, y P. maxima. En el 
intento de diversificar a nuevas especies de moluscos productores de perlas de alta calidad, pocas 
califican, entre ellas el abulón Haliotis sp. El abulón rojo (H. rufescens) posee una cara interna 
nacarada de gran belleza con tonos tornasolados intensos, que lo convierten en un excelente 
candidato. La anestesia e injerto son los principios básicos de la producción de perlas. En la 
anestesia, se utilizan sustancias (fenoxietanol, benzocaína y eugenol) para minimizar el estrés de 
los animales y facilitar su injerto. El injerto es una cirugía delicada en la gónada de un molusco 
receptor para introducir núcleo esférico y una pieza de manto obtenida de un molusco donador 
de la misma especie (aloinjerto, AL) o de la misma ostra injertada (autoinjerto, AT) que provoca 
una irritación y secreción de capas de nácar sobre el núcleo. En el abulón rojo, las investigaciones 
científicas en torno a los requerimientos de estos organismos para la formación de perlas son aún 
muy escasas. Por lo tanto, el presente estudio se dividió dos bioensayos: anestesia (selección de 
anestésico) e injerto (efecto del origen del manto, AT y AL). En el bioensayo de anestesia se evaluó 
la respuesta visual (tasa de relajación y recuperación, organismos aptos para injerto) de cuatro 
anestésicos. Los anestésicos eugenol 0.25 mL L–1 (EUB), fenoxietanol 3.0 mL L–1 (PEB) y CO2 
(saturación) obtuvieron mayor proporción de organismos aptos para injerto. Durante la 
recuperación (0.5, 1, 2 y 24 h) se evaluaron indicadores fisiológicos. Los índices glucídico y 
mucopolisacáridos ácidos fueron incrementados significativamente por EUB y PEB, mientras que 
CO2 mantuvo valores similares al control. En la actividad antioxidante (superóxido dismutasa, SOD 
y catalasa, CAT) EUB y PEB presentaron mayores variaciones, pero fueron transitorias. La 
respuesta inmunitaria no fue alterada por los anestésicos (recuento de hemocitos, RTH; 
mieloperoxidasa, MPO y óxido nítrico, ON). El bioensayo de injerto la actividad antioxidante (SOD) 
incrementó en todos los tratamientos (48 h), CAT aumento en AL (2 y 4 h) y en AT (24 y 48 h). La 
respuesta inmunitaria (MPO y ON) fue afectada por AL casi en la totalidad de los tiempos 
evaluados sin afectar la sobrevivencia. Nuestros resultados sugieren el uso de CO2 como 
anestésico y la práctica de aloinjerto para producción de perlas en abulón. 
 
Palabras clave: Acuicultura, anestésicos, injerto, índice glucídico, mucopolisacáridos, actividad 
antioxidante, respuesta inmunitaria. 
ORCID: 0000-0003-0591-2108 
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Summary 

The pearl industry plays an economically important role in several regions of the world dominated 
by three species of pearl oysters: Pinctada fucata, P. margaritifera, and P. maxima. This industry 
is diversifying to find new species of mollusks capable of producing high-quality pearls, although 
only a few have been identified as potential candidates, including the abalone Haliotis spp. The 
nacre layer in this species is unique and displays a lustrous and multicolored chromatic range 
(with tones of blue, violet, green, and gold) that is highly valued for pearl culture. Anesthesia and 
grafting are the basic principles of pearl production. Substances such as phenoxyethanol, 
benzocaine, and eugenol are employed during the anesthesia stage to mitigate stress in the 
animal and facilitate grafting. Grafting is a delicate surgical procedure performed on the gonad of 
a recipient mollusk and involves implanting of a spherical nucleus and a piece of mantle obtained 
from a donor mollusk of the same species (allograft, AL) or from the grafted oyster itself 
(autograft, AT). This procedure is stressful and causes irritation to the oyster, which starts 
secreting nacre layers that are deposited over the nucleus. Because scientific research on the 
requirements of abalone for pearl formation remains scarce, this study was divided into two 
bioassays focused on evaluating the effects of anesthesia (anesthetic selection) and grafting 
(mantle origin, AT and AL) in red abalone Haliotis rufescens. In the anesthesia bioassay, the visual 
response (relaxation and recovery rates to select organisms suitable for grafting) was evaluated 
from four different anesthetics. The anesthetics eugenol (0.25 mL L–1, EUB), phenoxyethanol (3.0 
mL L–1, PEB), and CO₂ (saturated in seawater) yielded the greatest proportion of organisms 
suitable for grafting. During the recovery period (0.5, 1, 2, and 24 h), the glycogen and acid 
mucopolysaccharide indices were significantly increased by EUB and PEB, while CO2 maintained 
values similar to the control. Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity was 
significantly increased in abalone exposed to EUB and PEB, but the effect was only transient. The 
immune response (total hemocytes count, RTH; myeloperoxidase, MPO and nitric oxide, ON) was 
not altered by any anesthetic. In the grafting bioassay, SOD activity was significantly increased 
across all treatments up to 48 h, while CAT activity exhibited a significant rise in both the AL (2 
and 4 h) and AT (24 and 48 h) treatments. The immune response (MPO and ON) was only affected 
in abalone receiving an AL at almost all evaluation times, but with no impact on survival. Based 
on the findings of this study, we recommend using CO2 as an anesthetic and evaluating the 
feasibility of allografting on other immunological parameters in H. rufescens used for pearl 
production. 

Keywords: Aquaculture, anesthetics, grafting, glycogen index, mucopolysaccharide, antioxidant 
activity, immune response. 
ORCID: 0000-0003-0591-2108 
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1. INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial, el cultivo de perlas (perlicultivo) es una de las actividades acuícolas 

económicamente más rentables, respetuosas con el medio ambiente y socialmente responsables 

(Zhu et al., 2019; Southgate, 2021; Saucedo et al., 2022), la cual generó en 2020 un comercio de 

cerca de 450 millones de dólares (The Observatory of Economic Complexity, 2022). A su vez, esta 

actividad acuícola promueve ingresos por exportación de perlas, genera empleos para los locales 

y ofrece importantes oportunidades de subsistencia a grupos de mujeres y jóvenes en muchas 

comunidades de países desarrollados y en vías de desarrollo (Saidi et al., 2017; Johnston et al. 

2020; Southgate et al., 2019). 

Históricamente, los moluscos que se han utilizado en todo el mundo en el perlicultivo marino son 

tres especies de ostras perleras pertenecientes a los géneros Pinctada (Pinctada fucata, Pinctada 

margaritifera, Pinctada maxima) y Pteria (Pteria penguin, Pteria sterna) (Taylor y Strack 2008; 

Southgate et al. 2008). Por ello, la industria perlera se encuentra hoy en día en un proceso de 

diversificación en búsqueda de nuevas especies de moluscos capaces de producir perlas de 

calidad, aunque en la lista figuran pocas especies como el caracol del Caribe Strombus gigas 

(Aliger gigas =Lobatus gigas) (Acosta-Salmón y Davis, 2007), las almejas de agua dulce (familia 

Unionidae) (Saucedo et al. 2015) y el abulón Haliotis spp. (Monteforte y Bervera 2010; Rojas-

Figuera et al. 2019). Dentro de las especies de abulones que existen, Haliotis rufescens (abulón 

rojo), aparece como candidato ideal para el perlicultivo y en los últimos años se han dedicado 

serios esfuerzos para investigar los factores que influyen en la formación del saco perlero y perlas 

(Rojas-Figueroa et al., 2019, 2023; Sáez-Saavedra et al., 2024a, b) y en la producción comercial de 

perlas (Araya et al., 2020). Otro aspecto que agrega importancia a este recurso, es que 

actualmente se cultiva para consumo humano únicamente, por lo que producir perlas a partir de 

esta especie, significaría un aprovechamiento integral del abulón añadiendo un valor agregado 

interesante de explorar. 

En moluscos (ostras perleras), las etapas básicas del ciclo de producción de perlas lo constituyen 

la anestesia o relajación (etapa pre-operatoria), injerto (etapa operatoria), y cultivo de perlas 

(etapa post-operatoria). En la anestesia se utilizan sustancias naturales o artificiales para relajar 

los tejidos, minimizar el estrés de las ostras y facilitar su manejo durante la etapa operatoria 



2 

 

(Granados-Amores et al. 2017, 2018). Entre las sustancias que se han evaluado en los últimos 

años con este fin, las más comunes incluyen el 2-fenoxi-etanol (Mamangkey et al., 2009), 

fenoxipropanol (Norton et al., 1996; Kishore et al., 2022), benzocaína (Acosta-Salmón et al., 2005; 

Kishore et al., 2022), aceite de clavo o eugenol (Bilbao et al., 2010; Norton et al., 1996), MS-222 

o tricaína de metasulfonato (Monteforte et al., 2004), y cloruro de magnesio (Acosta-Salmón y 

Davis, 2007). 

Por su parte, el injerto es una cirugía que conlleva una incisión o herida en la gónada de una ostra 

receptora para introducir un núcleo esférico y una pieza de manto obtenida de una ostra 

donadora (Southgate, 2008; Taylor y Strack, 2008). Esta herida provoca una irritación en la ostra 

receptora, con la cual el manto injertado inicia la secreción de capas de nácar que se depositan 

de forma gradual sobre el núcleo hasta cubrirlo por completo (Southgate, 2021; Saucedo et al. 

2022). Posterior al injerto, las ostras son transferidas a la etapa de convalecencia en tanques con 

aireación y alimento suficiente, donde son observadas para descartar casos de mortalidad y 

rechazo de injertos. Las ostras sobrevivientes son enviadas al campo para la etapa final de cultivo 

de perlas, la cual ocurre entre 12 y 24 meses después (Southgate, 2021; Saucedo, et al. 2022). La 

respuesta de los organismos a ambas etapas, particularmente al injerto, varía mucho en función 

de la especie, habilidad del injertador y factores ambientales, por lo que las estadísticas mundiales 

de mortalidad y rechazo de núcleos son altas y varían entre el 30 y 50% (Taylor y Strack 2008). 

A pesar de que los moluscos carecen de un sistema inmune adaptativo, descansando únicamente 

sobre un sistema inmune innato como primera línea de defensa contra patógenos y estresores 

(Tiscar y Mosca, 2004; Ren et al., 2016), se acepta que puede existir una respuesta fisiológica e 

inmunológica durante la relajación y particularmente durante el injerto, asociada a un cierto 

grado de rechazo por incompatibilidad biológica, sin importar que el donante de manto durante 

la cirugía de injerto sea de la misma especie. No obstante, poco es lo que se ha estudiado sobre 

el efecto del injerto en la fisiología del receptor, y casi nada sobre el efecto del origen del manto 

injertado en su respuesta inmune en algunas especies de ostras perleras. De acuerdo al origen 

del manto, cuando el donador y receptor son de la misma especie, que es la forma tradicional de 

realizar la cirugía de injerto, se denomina un aloinjerto (Wei et al., 2017). Por el contrario, en los 

casos en los que donador y receptor son de especies diferentes se trata de un xenoinjerto, 

comenzando a utilizarse en años recientes esta técnica para producir perlas con tonos cromáticos 
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diferentes a los de la ostra receptora del manto (McGinty et al., 2010; Fukushima et al., 2014). 

Finalmente, cuando se injerta un trozo de manto del mismo individuo que será injertado, se habla 

de un autoinjerto, y puede ser importante bajo la hipótesis de que su uso puede generar una 

respuesta inmune menos severa que con un aloinjerto o un xenoinjerto. Sin embargo, estos 

aspectos se desconocen por completo en cualquier especie de abulón (Haliotis sp.).  

El presente proyecto de tesis plantea utilizar herramientas histológicas, histoquímicas, 

bioquímicas, enzimáticas y para profundizar en los mecanismos de respuesta fisiológica, 

antioxidante e inmunológica en abulón rojo (Haliotis rufescens) sometido a los procesos de 

anestesia e injerto de manto de diferente origen, como parte del proceso inicial de formación de 

perlas. El propósito está orientado en seleccionar el anestésico y método para la colocación de 

los injertos más adecuado para la especie, con el fin de reducir el estrés fisiológico y la tasa de 

rechazo que se tiene actualmente en el cultivo comercial de perlas. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Anestesia en moluscos como terapia pre-operatoria a la formación de perlas 

En actividades de acuicultura, el uso de anestésicos es una práctica rutinaria que ha motivado 

muchos estudios para evaluar el efecto de muchas sustancias naturales y artificiales sobre los 

organismos (Hoseini et al., 2018). Un buen anestésico debe actuar rápido a nivel celular para 

facilitar la manipulación y recuperación del organismo (Mamangkey et al., 2009). Otras 

consideraciones importantes son el costo, disponibilidad, fácil manipulación y baja toxicidad para 

animales, humanos y medio ambiente (Soto y Burhanuddin 1995; Ross y Ross, 2008). Los 

anestésicos actúan induciendo una depresión generalizada sobre el sistema nervioso central, 

producida por una acción sobre los axones nerviosos a través de la liberación de 

neurotransmisores, o modulando la permeabilidad de la membrana, o una combinación de estas 

acciones, lo que provoca supresión del dolor y pérdida de sensibilidad (Ross y Ross, 2008). El único 

principio unificador de la acción anestésica es que los anestésicos interactúan de alguna manera 

con los componentes de la membrana, ya sea que éstos se encuentren intracelularmente o en la 

superficie celular (Winlow et al., 1992), aunque probablemente todos modifican la actividad de 

los canales iónicos (Arhem et al., 2003).  

En moluscos, particularmente aquellos de uso comercial en la acuicultura, uno de los anestésicos 

más utilizados es el cloruro de magnesio, una sal efectiva para sedar especies como Ostrea edulis 

(Culloty y Mulcahy, 1992), Pecten fumatus (Heasman et al., 1995), Saccostrea glomerata (Butt et 

al., 2008) y Nodipecten subnodosus (Torres-Martínez et al., 2012), así como en el caracol Strombus 

gigas (Acosta-Salmon y Davis, 2007) y los cefalópodos Sepia officinalis (Goncalves, 2012), Loligo 

forbesi, Octopus vulgaris y Eledone cirrhosa (Messenger et al., 1985). El aceite de clavo (eugenol) 

también ha sido ampliamente utilizado como anestésico o relajante en las ostras perleras P. 

margaritifera (Norton et al., 2000) y P. maxima (Mamangkey et al., 2009), no obstante, generó 

altas mortalidades en muchos organismos. El eugenol, si bien ha probado ser un relajante 

adecuado para el manejo de especies de abulón como Haliotis tubertucalata coccinea, no es 

recomendable para actividades de perlicultivo porque provoca contracción del musculo del pie 

(Bilbao et al., 2010); en el caso de H. discus hannai, provocó mortalidad, despigmentación del pie 

y contracción del epipodio (Soza-Chinchilla, 2014). En ensayos con H. laevigata y H. rubra, se 
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reporta que el pie y el manto adoptaron una apariencia ondulada y perdieron su tacto suave; 

además los organismos produjeron exceso de moco y sufrieron mortalidades bajo el efecto del 

eugenol (Burke et al., 2001). 

La benzocaína ha sido efectiva como anestésico con las ostras perleras P. fucata y P. margaritifera 

(Acosta-Salmón et al., 2005), aunque se reporta que induce al desove espontáneo en algunas 

especies como Pt. sterna (Granados-Amores et al. 2017). La benzocaína disuelta en etanol es 

usada de manera regular en los cultivos de abulón para remover los organismos desde los 

estanques y ha mostrado ser un eficiente anestésico, favoreciendo una rápida recuperación y baja 

mortalidad de los organismos (Edwards et al., 2000). En Haliotis iris, ha sido muy efectiva para 

relajar al abulón, aunque provoca rigor y cambio de coloración del pie (Aquilina y Roberts, 2000); 

similares resultados fueron obtenidos con H. discus hannai (Soza-Chinchilla, 2014), H. rubra y H. 

laevigata (Burke et al. 2001). 

El 2-fenoxi-etanol (o fenoxietanol) es un reactivo moderadamente soluble en agua, es bactericida 

y fungicida (Coyle et al., 2004) y ha sido utilizado con éxito para anestesiar las ostras perleras P. 

albina y P. margaritifera (Norton et al., 1996) y P. maxima (Mamangkey et al., 2009). La utilización 

de fenoxietanol en especies de abulón tales como H. midae (White et al., 1996), H. discus hannai 

(Soza-Chinchilla, 2014), H. rubra y H. laevigata (Burke et al., 2001) ha demostrado ser eficaz para 

relajar por completo a los organismos, favoreciendo también que el manto esté flácido y 

extendido y sin mortalidades posterior a la recuperación. El 1-fenoxi-propanol (o fenoxipropanol) 

también ha tenido buenos resultados como relajante en las ostras perleras P. maxima 

(Mamangkey et al., 2009), P. albina y P. margaritifera (Norton et al., 1996). 

Los estudios relativos al uso de anestésicos en abulón se han concentrado principalmente en la 

eficacia de algunas sustancias y su efecto en el tiempo de recuperación, mortalidad y crecimiento 

somático del animal (White et al., 1996; Aquilina y Roberts, 2000; Burke et al., 2001; Sharma et 

al., 2003; Bilbao et al., 2010; Kishore et al., 2022). Sin embargo, muy poco o nada es lo que se 

sabe de los efectos de la anestesia a nivel fisiológico en el abulón (Haliotis sp.), particularmente 

si ocasiona daños a los tejidos blandos. De estos estudios se desprende que cada especie de 

molusco, no solo tiene un umbral de respuesta único que varía entre anestésicos, dosis y tiempos 

de exposición, sino que el anestésico, dosis y tiempo de exposición óptimos para una especie en 
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particular pueden no ser adecuados para otras especies. Recientemente, se reportó en la ostra 

perlera Pt. sterna que la anestesia, en su fase inicial antes de actuar a nivel celular (neuronal), 

puede ser estresante para los organismos y ocasionar efectos secundarios que incluyen 

sobreproducción de moco por irritación de los tejidos blandos, desoves espontáneos, daño 

celular moderado a severo e incluso mortalidad (Granados-Amores et al. 2017, 2018). 

 

2.2 Anatomía microscópica y función del manto en los moluscos 

En los moluscos, el manto es el tejido responsable de un gran número de funciones especializadas, 

como capacidad sensorial, almacenamiento de nutrientes, dirección de corrientes alimenticias, y 

protección de órganos internos. Igualmente, en el manto se regula la integración de una compleja 

matriz orgánica de polisacáridos y proteínas como la conchiolina, así como de otra matriz 

inorgánica de cristales de carbonato de calcio, calcita y aragonita que forman parte del proceso 

de biomineralización de la concha (Acosta-Salmón y Southgate, 2005a; Olivera-Bonilla, 2006; 

Nudelman, 2015). Estos compuestos llevan todas las instrucciones de fabricación de estructuras 

mineralizadas a nano-escala, las cuales están codificadas en el genoma y son especie-

dependientes, por lo que se encargan de regular la deposición de patrones micro arquitectónicos 

de color y lustre de la capa interna nacarada (Jackson et al., 2006; Levi et al., 1998; Acosta-Salmón 

y Southgate, 2005a; Nudelman, 2015). Sin embargo, los mecanismos precisos de formación de los 

elementos constitutivos de la concha por parte del manto siguen sin estar del todo claros, y 

muchos estudios se han centrado en describir la micro arquitectura, ultraestructura y 

morfogénesis del manto en algunas especies de moluscos productores de perlas, tanto marinos 

(Levi et al., 1998; Dauphin et al., 2008; Fougerouse et al., 2008; Lin et al., 2008), como de agua 

dulce (Checa, 2000; Barik et al., 2004; Van Phuc et al., 2011). 

Anatómicamente, el manto está compuesto por tres regiones o zonas claramente definidas: 

marginal (formada a su vez por tres lóbulos, interno, medio y externo), paleal y central (Zuñiga, 

1998; Pérez, 2000; Fougerouse et al., 2008). Histológicamente, la región marginal presenta un 

epitelio de recubrimiento interno y externo separado por una capa de tejido conectivo, nervios y 

fibras de colágeno y musculares (Dix, 1973; Jabbour-Zahab et al., 1992; Fourgerouse et al., 2008). 

En cada región y lóbulo de esta región se distinguen diferentes tipos celulares característicos que 

se encargan también de diferentes funciones especializadas durante el proceso de 
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biomineralización y secreción de nácar (Fougerouse et al., 2008; Awaji y Machii et al., 2011). Por 

ejemplo, el lóbulo externo regula la formación del periostraco (o capa externa), el lóbulo medio 

la formación del mesostraco (capa prismática, calcárea o intermedia que le da grosor a la concha) 

y el lóbulo interno la formación del endostraco (capa interna a de nácar). En la región marginal, 

el manto posee células secretoras de mucopolisacáridos ácidos que pueden participar en el 

transporte de calcio, así como células secretoras con abundante ARN, presencia de polipéptidos 

diversos y alta actividad enzimática de anhidrasa carbónica en las células epiteliales (García-Gasca 

et al., 1994; Gao et al., 2015). La región marginal en particular es de suma importancia en los 

moluscos, ya que regula el tipo de microarreglo de compuestos de calcita y aragonita que le dan 

lustre u opacidad al nácar en cada especie de molusco (Checa, 2000; Marin et al., 2007), lo cual a 

su vez la hace propicia para la donación durante el proceso de injerto para la formación de perlas. 

 

2.3 Injerto de manto para la formación inicial de perlas en moluscos 

La técnica original de injerto desarrollada en Japón a finales de los años 1800s bajo el nombre 

‘Mise-Nishikawa’ conlleva una cirugía denominada injerto, que es la que se utiliza hoy en día con 

todas las especies de ostras perleras del mundo para la producción comercial de perlas esféricas 

(Taylor y Strack 2008; Southgate 2021; Saucedo et al., 2022). El primer paso inicia con la etapa 

pre-operatoria (anestesia), utilizando algún agente anestésico como los descritos en la sección 

2.1 (e.g. benzocaína, 2-fenoxi-etanol, eugenol, etc.) para reducir el estrés y lograr una fácil 

manipulación del organismo. Una vez que la ostra está anestesiada, es inmediatamente colocada 

en una base especial de injerto con las dos valvas abiertas mediante una cuña de madera o PVC. 

El segundo paso consiste en realizar una pequeña incisión, o herida, en el área de la gónada y con 

una espátula se abre un canal superficial hacia la parte más distal de este tejido, concretamente 

en una estructura de tejido conectivo blando conocida como ‘asa intestinal’; ahí se coloca un 

núcleo esférico elaborado de concha de unos 6 a 15 milímetros de diámetro (dependiendo de la 

talla de la ostra perlera a injertar) y una pieza 1 a 2 mm2 de manto obtenido de una ostra donadora 

de la misma especie (Arnaud-Haond et al., 2007; Taylor y Strack, 2008; Kishore et al., 2015). Esta 

cirugía debe realizarse de manera rápida y con precisión en un tiempo no mayor a 2 min. Las 

ostras recién injertadas son transferidas a tanques de recuperación para ser observadas por un 

periodo de 24 a 48 h para descartar casos de mortalidad y rechazo de núcleos. Finalmente, las 
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ostras que sobreviven y retienen el núcleo son transferidas a instalaciones de cultivo en campo y 

mantenidas por espacio de 9 a 24 meses hasta la cosecha de las perlas (Ruiz-Rubio et al., 2006; 

Saucedo et al. 2022). El tiempo exacto de cultivo en campo de las ostras depende de la especie 

en cuestión, las condiciones ambientales y las necesidades del mercado (Southgate, 2008; Taylor 

y Strack, 2008; Zhu et al., 2019). 

A la fecha, se han realizado pocos estudios sobre el efecto del injerto durante la formación de 

perlas en las ostras perleras P. fucata (Suzuki et al., 1991; Awaji y Suzuki 1995; Acosta-Salmon y 

Southgate, 2005; Kripa et al., 2007, Muhammad et al., 2021), P. margaritifera (Jabbour-Zahab et 

al., 1992; Awaji y Suzuki, 1995; Acosta-Salmón y Southgate, 2005b; McGinty et al., 2010) y P. 

maxima (Dix, 1973; McGinty et al., 2010). Posterior a la cirugía de injerto, se inicia el delicado 

proceso de regeneración de las células epiteliales del manto injertado, con el fin de encapsular al 

núcleo inerte y formar una ampolla llamada ‘saco perlero’ (Kishore et al., 2016). Esta ampolla, 

que se forma por la actividad mitótica de las células epiteliales del manto en respuesta a la herida, 

comienza a secretar capas concéntricas de nácar que se van depositando gradualmente sobre el 

núcleo hasta formar la perla (Cahn, 1949; Awaji y Machii, 2011). La formación del saco perlero 

está supeditado a la estrecha y delicada unión entre el injerto de manto y el núcleo esférico, la 

cual se mantiene únicamente por tensión superficial o adherencia (Kishore y Southgate, 2016). 

Otros factores que intervienen en esta unión son la temperatura, salinidad y concentración de 

oxígeno del agua (Awaji y Suzuki, 1995; Olivera-Bonilla, 2006), por consiguiente, este proceso 

puede tomar entre 15 y 20 días como se reportó en la ostra perlera P. margaritifera (Herbaut et 

al., 2000; Kishore y Southgate, 2016). 

La técnica de injerto de manto para producción de perlas esféricas en abulón es una adaptación 

del método utilizado en ostras perleras, considerando las claras diferencias anatómicas y 

fisiológicas que existen entre moluscos bivalvos y gasterópodos. Igualmente inicia con una etapa 

de anestesia de los organismos, en la cual un agente anestésico (generalmente CO2) es disuelto 

en agua de mar a saturación (Soza-Chinchilla, 2014) para relajar los tejidos y facilitar la 

manipulación y acceso a la zona de injerto. Luego que el organismo está anestesiado, es ubicado 

en una mesa de disección (sin la necesidad de uso de una base de injerto, como en las ostras 

perleras) para separar el músculo del pie de la pared abdominal. Como segundo paso, con un 

bisturí se realiza una pequeña incisión en la zona dorsal de la pared abdominal para introducir un 
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núcleo esférico (7 a 9 milímetros) y un trozo de manto de 4 mm2 aproximadamente, obtenido de 

un abulón donador de la misma especie (aloinjerto); ambos elementos son alojados en la cavidad 

abdominal del organismo. Una vez finalizado el injerto, se realiza una sutura quirúrgica en la zona 

de incisión, con el objetivo de reducir la tasa de rechazo de núcleos, que suele ser en promedio 

un 30% (sin sutura quirúrgica >80%). 

Posteriormente, los organismos injertados son llevados a recuperación en un estanque con flujo 

continuo de agua de mar con aireación por un periodo de 48 h para observar casos de mortalidad 

de organismos y rechazo del injerto. A diferencia de las ostras perleras, en que núcleo y manto 

son injertados al interior de la gónada (asa intestinal), en los abulones no existe esta estructura, 

por lo tanto, ambos elementos quedan ubicados al interior de la cavidad abdominal en contacto 

estrecho con los órganos internos del abulón. Lo anterior incide en la delicada adhesión por 

tensión superficial que deben mantener núcleo y trozo de manto para la formación del saco 

perlero, haciendo evidente las diferencias anatómicas entre ambos grupos de moluscos. Otra 

diferencia entre moluscos bivalvos (que son sésiles) y gasterópodos (de vida libre), es que en el 

abulón el músculo del pie ejerce una fuerte presión sobre sus órganos internos (incluyendo el 

área de injerto) al realizar movimientos de desplazamiento, pudiendo afectar la formación del 

saco perlero al separarse el núcleo del trozo de manto o incrementar la tasa de rechazo al expulsar 

el núcleo. En consecuencia, esto reduce considerablemente el éxito en la producción de perlas. 

 

2.4 Indicadores de respuesta antioxidante 

El estrés oxidativo ocurre en todos los organismos vivos (vertebrados e invertebrados) que están 

expuestos a factores exógenos y endógenos cambiantes, y comúnmente implica un desequilibrio 

entre pro-oxidantes (especies reactivas de oxígeno o ERO) y antioxidantes (antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos), a favor de los primeros (Seis, 1991; Guerra et al., 2012), mientras 

que la definición actualizada lo describe también como un desequilibrio en el estado redox (Seis, 

2015). De igual manera, la amenaza por estímulos intrínsecos o extrínsecos al equilibrio dinámico 

de los organismos (homeostasis) se denomina estrés (Sokolova et al., 2012). En condiciones 

normales, la generación y eliminación de ERO está bajo un delicado control celular que permite 

mantener estos compuestos en concentraciones relativamente bajas y así asegurar que 

participen en vías de señalización celular y numerosos procesos fisiológicos (Lushchak, 2011). 
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Sin embargo, cuando los organismos se encuentran con condiciones ambientales adversas, y 

quedan expuestos a factores estresantes como las fluctuaciones en la salinidad, la temperatura, 

el oxígeno disuelto, el pH (Wei et al., 2022); o también a pesticidas, metales pesados, 

hidrocarburos, químicos mutagénicos y radiación entre otros, producen como resultado un 

incremento en la producción de ERO, provocando con ello, estrés oxidativo (Fidan et al., 2008). Si 

los sistemas antioxidantes son capaces de hacer frente adecuadamente al incremento de las ERO, 

y los niveles de éstas vuelven a su estado inicial, estos eventos pueden denominarse ‘estrés 

oxidativo agudo’. Por el contrario, en los casos en que los organismos no pueden reducir la 

concentración de ERO a su estado inicial, y éstas se mantienen por un largo periodo de tiempo, 

el proceso se denomina ‘estrés oxidativo crónico’. Finalmente, cuando las concentraciones de 

ERO se estabilizan en niveles mayores a las iniciales, alterando sustancialmente la homeostasis, 

se denomina estado ‘quasi estacionario’ (Lushchak, 2014). 

Entre las enzimas antioxidantes que participan en los mecanismos de defensa en los 

invertebrados marinos está la SOD (superóxido dismutasa), la cual cataliza la dismutación del 

O2•– a H2O2 y agua (Fridovich, 1998; Buttemer et al., 2010). La glutatión peroxidasa (GPx) es una 

enzima selenio dependiente que ayuda a catalizar la reducción del peróxido de hidrógeno (H2O2) 

o lipoperóxidos (L–OOH) utilizando como agente reductor al glutatión reducido (GSH) (Cárdenas-

Rodríguez et al., 2008; Grilo et al., 2018). La CAT (catalasa) es otra enzima antioxidante con 

actividad peroxidasa que se encarga de descomponer el H2O2 en agua y oxígeno (Peraza, 2008; 

Jaganjac et al., 2022). 

Estudios relacionados al efecto de estresores como metales pesados, han mostrado variaciones 

en la actividad enzimática del sistema antioxidante de diferentes especies de moluscos. Por 

ejemplo, en la ostra perlera P. fucata, bajas concentraciones de cobre estimularon la actividad 

SOD en branquias y glándula digestiva, en tanto que altas concentraciones la inhibieron en las 

branquias (Jing et al., 2006). En el tejido del manto de P. fucata, tanto altas como bajas 

concentraciones de cobre estimularon la actividad de la SOD (Jing et al., 2007). Por otra parte, el 

efecto combinado de estrés por temperatura y desecación en P. fucata, afectaron la actividad de 

la SOD en la glándula digestiva, mostrando niveles significativamente más bajos que en el grupo 

control (Wei et al., 2021). Las toxinas producidas por dinoflagelados en los eventos de mareas 

rojas, también producen estrés oxidativo y afectan los niveles de actividad de la SOD en tejidos 
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como branquias y glándula digestiva del abulón verde (Haliotis discus hannai) expuesto a distintas 

concentraciones de homo-yesotoxina (Liang et al., 2022). 

Por otro lado, los niveles de CAT también pueden mostrar variaciones como consecuencia del uso 

de anestésicos, por ejemplo, en la ostra perlera Pt. sterna se observó una mayor actividad de esta 

enzima en el músculo aductor y manto de los organismos al ser tratados con cloruro de magnesio 

y benzocaína, respectivamente (Granados-Amores et al., 2018). En el abulón H. discus hannai 

sometido a condiciones de hipoxia (2.5 mg O2 L–1), la actividad de CAT en la hemolinfa se 

incrementó al primer mes para luego reducirse desde el segundo al cuarto mes; ambas 

variaciones fueron significativas al ser comparadas con el control (Nam et al., 2020). En la misma 

especie de abulón hubo una reducción en la actividad de CAT en branquias y glándula digestiva 

como consecuencia a la exposición de homo-yesotoxinas (Liang et al., 2022). 

El uso de diferentes anestésicos (eugenol, benzocaína, cloruro de magnesio y fenoxipropanol) en 

la ostra perlera Pt. sterna para evaluar la actividad de GPx, en diferentes tejidos (manto y musculo 

aductor) no mostraron diferencias significativas en los primeros 120 min al ser comparados con 

el grupo control; sin embargo, una mayor actividad de esta enzima fue observada a las 65 h 

(Granados-Amores et al., 2018). Contrariamente, en la ostra perlera P. fucata la actividad de GPx 

(branquias y glándula digestiva) fue significativamente más baja que el grupo control en 

organismos expuestos a diferentes concentraciones de cobre (0.05 a 0.5 μM) por hasta 72 h (Jing 

et al., 2006). En el tejido del manto de P. fucata expuesto a distintas concentraciones de cobre y 

plomo no hubo variaciones significativas en la actividad de GPx al ser comparadas con el control. 

En juveniles de abulón H. midae, sometidos a estrés por hipoxia e hiperoxia encontraron que las 

concentraciones de GPx fueron mayores en aquellos organismos sometidos a altos niveles de 

oxígeno (Vosloo et al., 2013). 

Por otra parte, se sabe que los lípidos de la membrana constituyen un blanco de acción de las 

ERO, lo que puede resultar en una peroxidación lipídica por la descomposición y producción de 

una variedad de sustancias, incluyendo etano, pentano y aldehídos (Sukhotin et al., 2002; Nikki, 

2016). Por lo tanto, la formación excesiva de lípidos peroxidados ha sido reconocida como buen 

indicador de daño oxidativo y cuantificada como sustancias reactivas al ácido tibobarbiturico 

(TBARS), dando como producto final de la peroxidación lipídica el malondialdehído (MDA) (Ribera 
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et al., 1991; Sukhotin et al., 2002; Torres et al., 2002; de Almeida et al., 2007; Moreira et al., 2019; 

Wei et al., 2022). En algunas especies de moluscos bivalvos, como los mejillones Perna perna y 

Mytella guyanensis, la glándula digestiva es un tejido de gran importancia para el monitoreo de 

niveles de TBARS, debido a los altos niveles de lípidos y ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) que 

posee este tejido (de Almeida et al., 2004, 2007). Por otra parte, el uso de cloruro de magnesio 

como anestésico en Pt. sterna promovió un aumento significativo en la producción de TBARS en 

el músculo aductor y el tejido del manto. Por el contrario, la exposición a fenoxipropanol favoreció 

la menor acumulación de TBARS en todos los tejidos y, como tal, la menor peroxidación de los 

lípidos de membrana (Granados et al., 2018). En el abulón verde (H. discus hannai), el contenido 

de MDA incrementó significativamente en branquias y glándula digestiva conforme la 

concentración de homo-yesotoxina aumentó (0 – 10 ug L–1) luego de 12 h de exposición a la toxina 

(Liang et al., 2022). Un efecto similar se produjo en la hemolinfa de la misma especie sometida a 

condiciones de hipoxia (2.5 mg O2 L–1) por un periodo de cuatro meses (Nam et al., 2020). 

Las lipofuscinas, o pigmentos del envejecimiento, son agregados de proteínas oxidadas, lípidos y 

metales no degradables, y la acumulación de estos provoca un daño relevante porque no pueden 

degradarse por procesos enzimáticos ni eliminarse por exocitosis (Winston, 1991; Terman y 

Brunk, 2004; Jung et al., 2009; Höhn et al., 2011). Las lipofuscinas pueden inhibir la degradación 

de proteínas oxidadas, incluyendo las proteasas lisosomales y del proteosoma, haciendo que 

éstas sean menos funcionales. A través de un índice que cuantifica la acumulación de lipofuscinas 

en los tejidos se pudo establecer, por ejemplo, que los valores de estas sustancias en Pt. sterna 

se duplicaron y triplicaron en el manto y las branquias al ser expuestas los organismos a 

anestésicos como el cloruro de magnesio y benzocaína, respectivamente, durante el proceso de 

anestesia para la formación de perlas (Granados et al. 2017). En la almeja Catarina Argopecten 

ventricosus, la acumulación de lipofuscinas en los tejidos blandos resultó del daño oxidativo 

después de la temporada principal de desove, cuando los animales estaban agotados 

energéticamente (Guerra et al., 2012). Dicho daño, también ocurrió en las gónadas y los tejidos 

somáticos involucrados en la reproducción de las ostras Crassotrea gigas y Crassostrea 

corteziensis en respuesta a fluctuaciones drásticas en la temperatura del agua (Rodríguez-

Jaramillo, 2014).  
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En conclusión, se desconoce por completo el efecto que pueden tener ciertos anestésicos como 

agentes estresores en el abulón (Haliotis spp.), particularmente durante la etapa inicial de 

recuperación de la anestesia, provocando cambios fisiológicos ligados a los mecanismos de 

utilización de reservas energéticas. Igualmente, se desconoce si estos cambios podrían estar 

relacionados con la producción de enzimas antioxidantes (como la CAT, GPx o SOD), con los 

niveles de TBARS como indicador de peroxidación lipídica, y con la producción de lipofuscinas, las 

cuales están asociadas a la edad y eventos de estrés oxidativo. 

 

2.5 Indicadores de respuesta inmune 

Los hemocitos son las principales células de defensa de los moluscos y son los responsables de su 

sistema inmunitario innato, para lo cual se encuentran circulando en la hemolinfa y se infiltran en 

los tejidos para responder ante cualquier estresor interno o externo (Moreira et al., 2019). La 

tendencia actual en la clasificación de los hemocitos es hacia la existencia de dos tipos principales: 

granulocitos e hialinocitos (Prado-Alvarez et al., 2012; Gianazza et al., 2021). Los granulocitos 

generalmente contienen muchos gránulos citoplasmáticos y son el tipo más abundante, tienen 

una alta actividad fagocítica y contienen enzimas hidrolíticas y oxidativas. Por otro lado, los 

hialinocitos tienen pocos o ningún gránulo, suelen ser más pequeños que los granulocitos, tienen 

una alta relación núcleo/citoplasma y pueden ser no fagocíticos o menos que los granulocitos 

(Moreira et al., 2019). Los hemocitos también se dedican a la reparación de la concha y tejidos 

blandos, así como al transporte de nutrientes, excreción de metabolitos, osmoregulación e 

intercambio de gases y defensa celular (Cheng, 1981; Beninger et al., 2003; Moreira et al., 2019). 

Finalmente, los hemocitos realizan funciones que incluyen la fagocitosis celular, exocitosis, 

producción de ERO, síntesis y liberación de proteínas efectoras y péptidos antimicrobianos (Mitta 

et al., 2000). 

Los estudios sobre la inmunidad en moluscos generalmente se centran en cuantificar varios 

parámetros inmunes de la hemolinfa, como la cantidad y lisis de hemocitos circulantes, actividad 

antioxidante, estallido respiratorio (formación de moléculas altamente reactivas al oxígeno, como 

el ión superóxido y el peróxido de hidrógeno) y actividad fagocítica (Cheng et al., 2004; Wang et 

al., 2012). Las variaciones en las concentraciones o actividades de los hemocitos se han utilizado 

como biomarcadores de actividad inmune, con el objetivo de evaluar la capacidad inmune de los 
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moluscos al ser expuestos a estresores ambientales, como la hipoxia, altas temperatura y los 

metales pesados. Las variaciones en el conteo de hemocitos constituyen también una de las 

herramientas más útiles para medir estos cambios e indicadores inmunes mediante citometría de 

flujo (Lacoste et al., 2001; Monari et al., 2007; Donaghy et al., 2009). 

Trabajos recientes sobre el efecto del estrés por calor en varios parámetros inmunes y fisiológicos 

en abulón (H. rubra) reportan que los recuentos de hemocitos circulantes aumentaron 

rápidamente con el incremento repentino de la temperatura del agua y luego disminuyeron a 

medida que se aclimataron (Dang et al., 2012). Las tasas de actividad fagocítica y de enzimas de 

respuesta inmunitaria como la fenoloxidasa disminuyeron después del desove en el abulón 

Haliotis tuberculata durante los pequeños flujos de temperatura en verano. Sin embargo, no 

quedó claro qué efecto directo tuvo la temperatura del agua sobre estos parámetros inmunes, 

en relación con el estrés del desove (Travers et al., 2008). Por su parte, la actividad antibacteriana 

aumentó de forma transitoria con estrés por calor y luego disminuyó por debajo de los niveles de 

referencia en el abulón H. rubra (Dang et al., 2012). A la fecha no ha habido informes del efecto 

de la temperatura del agua sobre la actividad de la enzima fosfatasa ácida (ACP) en las distintas 

especies de abulones, aunque se ha encontrado una elevación significativa de ACP en el abulón 

Haliotis diversicolor supertexta (Wang et at., 2004) y otras especies de moluscos infectados con 

bacterias, lo que indica que es probable que sea importante en la inmunidad de los moluscos en 

general (Cong et al., 2008). 

En condiciones de hipoxia, se ha observado una disminución significativa del número total de 

hemocitos, de la actividad antibacteriana y la actividad de la lisozima en H. discus hannai, a partir 

del primer mes de estar expuestos a esas condiciones (Nam et al., 2020). A su vez, en la almeja 

de agua dulce (Hyriopsis cumingii), la actividad de ACP en los hemocitos fue significativamente 

mayor que la del grupo de control dentro de los primeros tres días después de que se realizó la 

operación de injerto para la producción de perlas (Wei et al., 2001). También, en la ostra perlera 

P. fucata injertada con aloinjertos y xenoinjertos, la actividad de la ACP y la fosfatasa alcalina 

(AKP) fue significativamente mayor que el grupo control, entre los días 1 y 13 y los días 4 a 11 días 

posteriores al injerto, respectivamente (Wei et al., 2017). Estos autores también reportaron que 

la actividad de lisozimas en los grupos experimentales fue significativamente más alta que en el 

grupo de control a los 4-11 días después de la cirugía de injerto y volvieron a la normalidad a los 
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13-15 días. Estos resultados indican que la herida por la cirugía y las piezas de manto insertadas 

conducen a una respuesta inmune por parte de los animales, aunque todavía se carece de 

información suficiente al respecto para entender bien los mecanismos inmunes que activan estas 

respuestas en los animales. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

En los últimos años, el potencial de aprovechamiento del abulón para el cultivo de productos de 

alto valor agregado, como las perlas, se ha evaluado con éxito en países como México y Chile. 

Esto ha dado como resultado importantes avances en la adaptación de la tecnología de cirugía de 

injerto desarrollada para moluscos bivalvos sésiles (ostras perleras) a moluscos gasterópodos 

móviles (abulones), considerando las claras diferencias anatómicas entre organismos ambos 

grupos. Esta adaptación ha representado todo un desafío tecnológico. 

Por otra parte, existen suficientes antecedentes que, en el proceso de producción de perlas, las 

etapas pre-operatoria (anestesia) y operatoria (microcirugía de injerto de núcleo y manto) son 

eventos estresantes para los organismos y que por lo tanto se esperan respuestas fisiológicas, 

antioxidante e inmunitaria que pueden incidir en la formación de las perlas. En este contexto, 

existe un vacío significativo de información para el caso de abulones en cuanto a evaluar una 

adecuada selección de un anestésico y entender el posible riesgo de rechazo por incompatibilidad 

biológica que puede sufrir el organismo receptor al recibir un agente extraño (manto, sin importar 

que éste sea de la misma especie). 

Por ello, en el presente estudio se evaluó aspectos de la modulación fisiológica, antioxidante e 

inmunitaria en el abulón (H. rufescens) para generar conocimiento científico aplicable para la 

producción de perla libre. X 
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4. HIPÓTESIS 

Hipótesis #1 (Anestesia): Si los agentes anestésicos pueden actuar como estresores, entonces 

generarán una respuesta fisiológica, antioxidante e inmunitaria diferencial en ellos dependiendo 

de la naturaleza del anestésico, del tiempo de relajación y la dosis empleada. 

Hipótesis #2 (Injerto): Aunque el sistema inmune de los moluscos es simple, entonces se prevé 

una respuesta antioxidante e inmunitaria menos severa y un menor riesgo de rechazo por 

incompatibilidad biológica en los organismos injertados con una pieza de su propio manto 

(autoinjerto), en comparación con aquellos injertados con un manto donado (aloinjerto), sin 

importar que este sea de la misma especie. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivos general 

Evaluar la respuesta fisiológica, antioxidante e inmunitaria asociada en las etapas pre-operatoria 

(anestesia) y operatoria (injerto) durante la etapa inicial de la formación de perlas en abulón rojo 

(H. rufescens). 

 

5.2 Objetivos particulares 

• Determinar el tiempo de anestesia, tiempo de recuperación, supervivencia, eventos de 

desove espontáneo, producción de moco, organismos aptos para injerto, variación en el 

índice glucídico, mucopolisacáridos y lipofuscinas, actividad antioxidante y respuesta 

inmunitaria del abulón rojo (H. rufescens) a distintos tipos y concentraciones de 

anestésicos. 

• Evaluar la supervivencia, porcentaje de aceptación y rechazo de injertos, actividad 

antioxidante y respuesta inmunitaria del abulón rojo (H. rufescens) sometido a injerto de 

manto de diferente origen (aloinjerto y autoinjerto). 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Bioensayo 1: anestesia 

6.1.1 Obtención de abulones 

Se seleccionaron 240 adultos de H. rufescens con una talla promedio de 87.76 ± 2.73 mm de 

longitud de la concha y biomasa húmeda promedio de 97.56 ± 9.72 g desde la Unidad de 

Perlicultivo de Abulon de la Facultad de Ciencias del Mar y Recursos Biológicos de la Universidad 

de Antofagasta, Chile. Los organismos fueron mantenidos en estanques tipo race-ways de 5 m3, 

con aireación constante, flujo agua de mar continuo (1 recambio por hora), densidad de 2500 

individuos por estanque, alimentación a base de macroalgas (Macrocystis piryfera y Ulva sp) al 

10% de la biomasa corporal y temperatura promedio de 16 °C. Los organismos seleccionados para 

el ensayo fueron separados en el mismo estanque usando un canasto con 4 refugios. Una muestra 

de 30 abulones fue medida con un vernier digital (0.1 mm) y pesada con una balanza digital 

portátil (0.1 g) para obtener los datos promedio de longitud y biomasa total húmeda, 

respectivamente. 

6.1.2 Diseño experimental 

Los organismos seleccionados fueron sometidos a siete tratamientos diferentes con anestésicos 

utilizados habitualmente en la industria perlera y acuícola (Mamangkey et al., 2009; Bilbao et al., 

2010, Granados-Amores et al. 2017, 2018). A excepción del CO2, cada tratamiento se utilizó a dos 

diferentes concentraciones de la siguiente manera: 

1. Eugenol a 0.15 mL L–1 (EUA) 

2. Eugenol a 0.25 mL L–1 (EUB) 

3. Fenoxietanol a 1.5 mL L–1 (PEA) 

4. Fenoxietanol a 3.0 mL L–1 (PEB) 

5. Benzocaina a 0.15 g L–1 (BZA) 

6. Benzocaina a 0.30 g L–1 (BZB) 
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7. CO2 disuelto a saturación en agua de mar (CO2) 

Se incluyó también un octavo tratamiento con organismos mantenidos en agua de mar filtrada 

sin anestésico (control). 

Para cada tratamiento se utilizaron tres estanques de 30 L de agua de mar filtrada a 10 μm y 10 

abulones por estanque (n=30 por tratamiento). La benzocaína se utilizó en formato líquido (BZ-

20®, Veterquímica®, Chile) y los volúmenes requeridos para obtener la concentración deseada 

fueron disueltos en etanol 96% en proporción 1:4 (benzocaína: etanol) (Acosta-Salmon y Rangel 

Davalos, 1997); la solución resultante fue mezclada en la misma proporción en agua de mar antes 

de administrar a los estanques. Las soluciones de eugenol fueron diluidas al 50% con etanol 96% 

(Bilbao et al., 2010) y homogenizadas con agua de mar filtrada. Los volúmenes de fenoxietanol 

fueron diluidos en agua de mar antes de dosificar a los estanques (White et al., 1996). En el caso 

del CO2 la saturación en el agua de mar fue por burbujeo durante 55 min (Soza-Chinchilla, 2014).  

La evaluación de los anestésicos se realizó en dos etapas: Primero, la respuesta visual se evaluó a 

los 10, 20, 30 y 45 min posteriores a la inmersión de los organismos en cada uno de los 

anestésicos. Esta evaluación se realizó de manera individual para cada uno de los 30 organismos 

de cada tratamiento y los criterios a considerar se describen en la sección 6.3.1. Transcurridos los 

45 min de exposición al anestésico, los organismos de cada tratamiento fueron trasladados a 

estanques con agua de mar sin anestésico hasta las 24 h, con el fin de evaluar su recuperación, 

según lo descrito también en la sección 6.3.1. 

En la segunda etapa se evaluó la respuesta fisiológica e inmune de los organismos en cada uno 

de los anestésicos; en este caso los muestreos se realizaron a los 0.5, 1, 2 y 24 h posteriores a la 

exposición del anestésico, recolectando tres organismos por muestreo y tratamiento (n=3). De 

cada organismo se recolectaron a su vez muestras de tejidos somáticos (pie, manto, branquias, 

glándula digestiva), gónada y hemolinfa (obtenida desde el músculo del pie), las cuales se 

utilizaron para diferentes tipos de análisis; una parte de las muestras se destinó para análisis 

histoquímicos, en los cuales se determinaron tres índices: índice glucídico, índice de 

mucopolisacáridos e índice de lipofuscinas (ver sección 6.3.2). A partir de la hemolinfa se 

obtuvieron las fracciones de hemolinfa libre de células y hemocitos lisados (ver sección 6.3.3), las 

cuales fueron utilizados para análisis de determinación de la concentración de proteínas totales, 
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actividad antioxidante de superóxido dismutasa (SOD) catalasa (CAT), para cada uno de los 

tratamientos (ver secciones 6.3.3.1, 6.3.3.2 y 6.3.3.3). Adicionalmente, como parte de los 

indicadores de respuesta inmune se realizó un recuento de hemocitos, así como la determinación 

de la actividad enzimática de mieloperoxidasa (MPO) y concentración de óxido nítrico (ver 

secciones 6.3.3.4, 6.3.3.5 y 6.3.3.6). 

 

6.2 Bioensayo 2: injerto 

6.2.1 Obtención de abulones 

Se obtuvieron 170 adultos de H. rufescens con talla promedio de 87.76 ± 2.73 mm y biomasa 

húmeda promedio de 97.58 ± 9.72 g, desde la empresa de Abulones Cultivados, S. de R.L. de C.V., 

México. Los organismos fueron aclimatados por un periodo de dos semanas previo al ensayo en 

las instalaciones del Laboratorio 4 del Instituto de Investigaciones Oceanológicas de la 

Universidad Autónoma de Baja California, Ensenada B.C. Se utilizaron dos estanques de 190 L en 

un sistema de recirculación a una temperatura promedio de 16.5 °C y fueron alimentados a base 

de las macroalgas M. piryfera y Ulva sp. al 10 % de la biomasa corporal. Se tomó una muestra 

inicial de 30 abulones para registrar la longitud de la concha con un vernier digital (0.1 mm) y el 

peso con una balanza digital portátil para obtener su biomasa total húmeda (0.1 g). 

6.2.2 Diseño experimental 

Los organismos fueron divididos en cuatro tratamientos de 30 organismos cada uno, los cuales 

fueron mantenidos en dos estanques de 60 L con agua de mar filtrada a 10 μm. Todos fueron 

anestesiados utilizando el agente anestésico seleccionado en el ensayo anterior (CO2) y los 

tratamientos experimentales de injerto fueron los siguientes:  

1) Tratamiento autoinjerto (AT) o “manto propio”: organismos sometidos a anestesia, incisión en 

la pared abdominal, e injerto de una pieza de manto propio 

2) Tratamiento aloinjerto (AL) o “manto donado”: organismos sometidos a anestesia, incisión en 

la pared abdominal, e injerto de manto obtenido de un donador de la misma especie 
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3) Tratamiento (IN) “incisión”: organismos sometidos a anestesia e incisión en la pared corporal, 

pero sin injerto de manto de ningún tipo 

4) Tratamiento (AN) “anestesiados”: organismos sometidos a anestesia, pero sin incisión en la 

pared corporal, ni injerto de manto de ningún tipo 

5) Grupo control (CT): organismos no sometidos a anestesia, ni incisión en la pared corporal, ni 

injerto de manto de ningún tipo. 

En ninguno de los tratamientos se injerto un núcleo, solo la pieza de manto y su preparación para 

la cirugía de injerto se realizó según lo descrito en la sección 2.3 de los antecedentes. Para el 

tratamiento 1 (autoinjerto), no existe un donador de manto y el receptor fue injertado con una 

pieza de su propio manto; por ende, en este tratamiento los organismos tuvieron que reparar dos 

heridas, una en el manto y otra en la cavidad abdominal. En el tratamiento 2 (aloinjerto), el 

donador y receptor de manto son de la misma especie, por lo que al donador se le retiró una tira 

larga de manto, la cual se seccionó en unas 8-10 piezas de 4 mm2 que fueron injertadas de forma 

individual en cada organismo. En ambos casos, la cirugía de injerto se llevó a cabo en una mesa 

de disección mantenida bajo condiciones asépticas, en donde se separó el músculo del pie de la 

pared abdominal del abulón para realizar una incisión e introducir el injerto y luego proceder con 

una sutura quirúrgica en la herida de la incisión. 

Para evaluar el efecto de la microcirugía de injerto, se realizaron muestreos a las 2, 4, 24 y 48 h 

posteriores al injerto, recolectando tres organismos por tratamiento (n=3). De cada organismo se 

extrajeron muestras de hemolinfa las cuales fueron procesadas de la misma manera que en el 

bioensayo de anestésicos. A su vez, se determinaron los mismos indicadores de actividad 

antioxidante y respuesta inmunitaria evaluados en el bioensayo de anestesia. 

 

6.3 Indicadores de respuestas de los organismos (Bioensayos 1 y 2) 

6.3.1 Análisis visual del efecto de los anestésicos (Bioensayo 1) 

Para el análisis del efecto visual de la anestesia, se realizaron observaciones a los 10, 20, 30 y 45 

min; en cada tiempo los organismos se consideraron en diferente grado de anestesia de acuerdo 
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a la respuesta al estímulo físico (tocando el borde del pie con una pinza) de acuerdo a los 

siguientes criterios: 

a) No Anestesiado, cuando el abulón presenta una respuesta inmediata al estímulo físico recibido. 

b) Anestesiado, cuando el abulón responde a estímulos físicos, pero de manera lenta o no 

responde. 

También se consideraron otros efectos de los anestésicos tales como: 

a) Distensión del pie: No contraído (el pie se observa normal o distendido y sobresale por los 

bordes de la concha) y contraído (músculo del pie duro y bajo el margen del periostraco) 

b) Producción de moco: Sin producción (no se observa secreción de moco en el pie al retirar del 

agua de mar al abulón) y con producción de moco (secreciones finas o gruesas escurren por el 

borde del pie). 

c) Desove espontáneo: No desovado (sin liberación de gametos) y desovado (libera gametos al 

agua de mar). 

Con los datos obtenidos se calculó el porcentaje promedio de organismos que presentaron los 

criterios evaluados en cada uno de los tratamientos. Finalizados los 45 min, y con base en el 

análisis de todos los indicadores anteriores, se consideró a los organismos en dos grandes 

condiciones: 

a) Aptos para injerto: Organismos que se pueden manipular adecuadamente para la cirugía de 

injerto, separando el pie de la pared abdominal con nula o casi nula resistencia al mover el pie. 

b) No aptos para injerto: Organismos que ponen resistencia al separar el pie de la pared 

abdominal, ya sea por movimiento del pie o porque el músculo del pie se encuentra contraído. 

Posterior a la evaluación visual, solo se continuó el bioensayo y los sucesivos análisis con los 

organismos que fueron aptos para injertos y con valores estadísticamente significativos. Por lo 

tanto, esos organismos fueron trasladados a recuperación dentro de canastos dispuestos en 

estanques con aireación y flujo continuo de agua de mar. Se tomó el tiempo de recuperación de 

cada organismo hasta un máximo de 4 h. Para ello, los abulones fueron puestos en posición 
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invertida y se consideró al organismo recuperado por completo cuando por si solo fue capaz de 

reincorporarse y retomar su posición normal. Con los datos obtenidos se calculó el porcentaje 

promedio de organismos anestesiados y de organismos aptos para injerto. A su vez, con los 

organismos trasladados a recuperación se determinó la tasa de recuperación y de supervivencia 

total (%) en cada uno de los tratamientos de anestesia. 

 

6.3.2 Indicadores de respuesta fisiológica (Bioensayo 1) 

Las muestras de tejidos (manto, músculo del pie, branquias, glándula digestiva y gónada) 

obtenidas de los organismos del bioensayo anestesia, fueron fijadas en solución Davidson y 

procesadas siguiendo la técnica histológica propuesta por Kim et al. (2006) y los cortes 

histológicos se hicieron a 4 µm. Posteriormente, para los análisis histoquímicos, los mismos 

tejidos fueron teñidos utilizando colorantes específicos sensibles a glúcidos y mucopolisacáridos 

ácidos (azul alciano PAS) y lipofuscinas (carbol-fuscina-kiyoung). Las laminillas fueron digitalizadas 

en tres campos visuales (10X) tomados al azar y a alta resolución (3600 dpi; 3465×5184 pixeles), 

empleando el mismo sistema de análisis digital de imágenes. Luego con el programa Image Pro, 

las imágenes fueron segmentadas de manera manual, eligiendo los pixeles marcados según las 

tonalidades de colores de cada tinción utilizada para la cuantificación de mucopolisacáridos 

ácidos y glúcidos. La segmentación se realizó en tonos de color que varían entre azul-magenta-

rosa (para glúcidos) y azul (para mucopolisacáridos ácidos). Para la tinción de lipofuscinas, las 

tonalidades obtenidas fueron entre amarillo y rojo-pardo. Realizada la segmentación, el programa 

cálculo el área de los pixeles seleccionados en cada fotografía (μm2) y generó un promedio de los 

tres campos visuales tomados al azar para cada imagen digital. La información generada se utilizó 

para la determinación del índice glucídico (IG), índice de mucopolisacáridos ácidos (IMA) e un 

índice de lipofuscinas (ILF), según las fórmulas estandarizadas por Rodríguez-Jaramillo (2004) y 

Rodríguez-Jaramillo et al. (2008): 

IG = (ACG) / (ATI) x 100                                    (1) 

IMA = (AMA) / (ATI) x 100                     (2) 

ILF = (ACLF) / (ATI) x 100                        (3) 
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Dónde: 

IG= índice glucídico 

ACG= área de cobertura glucídica (μm2) 

IMA= índice de mucopolisacáridos ácidos 

AMA= área de cobertura de mucopolisacáridos ácidos (μm2) 

ILF= índice de cobertura de lipofuscinas 

ACLF=área de cobertura de lipofuscinas (μm2) 

ATI= área total de la imagen (μm2) 

 

6.3.3 Indicadores de respuesta antioxidante e inmune (Bioensayo 1 y 2) 

Las muestras de hemolinfa para evaluar indicadores de respuesta antioxidante e inmunitaria se 

obtuvieron desde el músculo del pie del abulón, utilizando una jeringa tuberculina de 1 mL (25 G 

x 16 mm). Cada muestra de hemolinfa fue centrifugada a 4000 rpm por 15 min a 4 ºC (Wei et al., 

2017) y el sobrenadante fue recuperado como la fracción de hemolinfa libre de células (HLC). La 

fracción sedimentada (hemocitos) fue resuspendida en buffer salino, sonicada a 3 ciclos de 50% 

por 5 seg, centrifugada a 12000 rpm por 15 min a 4 ºC (Monari et al., 2007 modificado) y el 

sobrenadante fue recuperado como la fracción de hemocitos lisados (HL). Ambas fracciones (HLC 

y HL) fueron almacenados en ultracongelador (–80 ºC), para su posterior análisis como a 

continuación se detalla. 

6.3.3.1 Concentración total de proteínas (TP) 

La concentración total de proteínas en las fracciones HLC y HL se cuantificó por el método 

Bradford (1976). Se preparó una curva estándar utilizando proteína de albúmina sérica bovina 

(#9048-46-8, Sigma-Aldrich). Alícuotas de 80 µL de muestra y 20 µL de reactivo de Bradford 

(#B6916, Sigma-Aldrich) fueron agregadas en una microplaca y se incubaron por 15 min a 

temperatura ambiente. La lectura se realizó en un espectrofotómetro a 595 nm. 
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6.3.3.2 Superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad de la enzima SOD fue medida en HCL y HL a través del porcentaje de inhibición de la 

reacción enzimática xantina oxidasa con el colorante cloruro de tetrazolio usando el kit de ensayo 

SOD (Sigma,19160, Darmstadt, Germany). La metodología se llevó a cabo siguiendo las 

instrucciones de manufactura. Después de 20 min de incubación a 37 ºC, la absorbancia fue 

medida a 490 nm. La actividad de SOD fue expresada en porcentaje de inhibición de acuerdo a la 

siguiente fórmula: 

% Inhib. = {[(blanco 1 – blanco 3) – (muestra – blanco 2)] / (blanco 1 – blanco 3)} x 100            (4) 

6.3.3.3 Catalasa (CAT) 

La actividad de CAT fue realizada por el método de Clairborne (1985), utilizando una placa de Elisa 

(96 pocillos). A las muestras (50 µL) se agregaron 25 μl de “buffer assay diluted” (preparado con 

2 mL de buffer de fosfatos de potasio 100 mM y 18 mL de agua grado HPLC), 25 μL de metanol y 

5 μl de peróxido de hidrógeno diluido (30%) y se incubó por 20 min a temperatura ambiente en 

agitación. Se terminó la reacción agregando 25 μL de hidróxido de potasio 10 M y 50 μL de 

reactivo de purpald. Se cubrió la placa con papel aluminio, se incubó por 10 min en agitación y se 

leyó en espectrofotómetro a 655 nm. 

6.3.3.4 Recuento total de hemocitos (RTH) 

Un volumen de 500 µL de hemolinfa obtenida desde el músculo del pie fue agregado a igual 

volumen de una solución fijadora (27 mM de citrato de sodio, 11.5 mM de EDTA, agua de mar 

filtrada 0.2 µm y paraformaldehido 6% v/v). El recuento total de hemocitos se realizó por 

triplicado utilizando una cámara de Neubauer y un microscopio óptico Olympus BX-50. Los valores 

fueron expresados en cel mL–1. 

6.3.3.5 Mieloperoxidasa (MPO) 

El análisis de MPO se llevó a cabo utilizando cámaras multipozos en las cuales se agregaron 20 µL 

de muestras en cada pocillo. Por otra parte, en un tubo separado se adicionarán 40 mL de agua 

destilada, 1 pastilla de sustrato TMB (Tetrametilbenzidina, #S5814 Sigma-Aldrich) y peróxido de 

hidrógeno al 30%; esta mezcla fue agitada en obscuridad hasta disolver completamente la pastilla 
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y luego se agregaron 100 μL a cada pocillo. Después de la conversión se detuvo la reacción con 

ácido sulfúrico 2 M (50 µL). La lectura se realizó en un espectrofotómetro a 450 nm. 

6.3.3.6 Óxido nítrico (ON) 

La producción de NO se determinó en las fracciones HCF y LH añadiendo 100 µL de cada una de 

las muestras en una placa de 96 pozos, luego se adicionaron 100 µL de reactivo de Griess (4 mg 

mL–1) y se incubó durante 15 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Se leyó la absorbancia 

en el espectrofotómetro a 490 nm. 

 

6.4 Análisis estadísticos de resultados 

Para deducir la normalidad de los datos (longitud y peso húmedo total de los abulones), se realizó 

una prueba de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de varianzas de Levene. En el caso de 

los bioensayos 1 y 2, debido a que el número de muestra que se manejó fue pequeño (n= 30 y 3 

individuos por muestreo, respectivamente) para las distintas observaciones y mediciones 

realizadas, se utilizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Sokal y Rohlf, 1981) para 

detectar diferencias significativas en los parámetros medidos (porcentaje de organismos 

anestesiados, distensión del pie, producción de moco, organismos aptos para injerto, tiempo de 

recuperación, sobrevivencia, índice glucídico, índice de mucopolisacáridos ácidos, índice de 

lipofuscinas, actividad enzimática, determinación de óxido nítrico y recuento de hemocitos) en 

función de los distintos tratamientos de anestesia (con 4 niveles) e injerto de manto (5 niveles). 

Esto se hizo para cada una de las muestras (pie, manto, branquias, glándula digestiva, gónada, 

hemolinfa y hemocitos) obtenidas y de manera independiente para cada uno de los tiempos (0.5, 

1, 2 y 24 h para el bioensayo de anestesia y 0.5, 4, 24 y 48 h para el bioensayo de injerto). Según 

fue necesario, se aplicaron pruebas de comparación múltiple de medias de rangos para 

jerarquizar las diferencias detectadas. Los datos fueron analizados con el programa STATISTICA 

(versión 14.0, Stat Soft Inc., E.U.A.) y en todos los casos el nivel de significancia se fijó a P < 0.05. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Bioensayo 1: Efecto de los anestésicos 

7.1.1 Análisis visual 

El efecto de los anestésicos se comenzó a observar a los 10 min de exposición en los tratamientos 

benzocaína a 0.30 g L–1 (56.6 %) y CO2 (46.6 %), los cuales fueron significativamente mayores 

(P<0.05) a los tratamientos benzocaína 0.15 g L–1, fenoxietanol 1.5 mL L–1 y eugenol en ambas 

concentraciones. A los 20 min de exposición, el porcentaje de organismos anestesiados en los 

tratamientos fenoxietanol 3.0 mL L–1, CO2 y benzocaína en ambas concentraciones mostraron 

valores significativamente mayores (P<0.05) al ser comparados con los tratamientos de eugenol 

(ambas concentraciones). Estadísticamente (P<0.05), la misma tendencia anterior se observó a 

las 0.5 h, destacando que en todos los tratamientos mayores se obtuvieron el 100 % de los 

organismos anestesiados. Al finalizar el proceso de anestesia (45 min), los valores de organismos 

anestesiados en todos los tratamientos y concentraciones evaluadas no exhibieron diferencias 

significativas (P>0.05) entre ellos. La Fig. 1 muestra la evolución temporal del proceso de 

anestesia en los organismos de los diferentes tratamientos. 
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Figura 1. Variaciones temporales en los porcentajes de anestesia observados como respuesta visual al estímulo en el abulón rojo 
(Haliotis rufescens) sometido a distintos tipos y concentraciones de anestésicos. Tratamientos: EUA: Eugenol 0.25 mL L–1; EUB: 
Eugenol 0.15 mL L–1; PEA: Fenoxietanol 3.0 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 1.5 mL L–1; BZA: Benzocaína 0.30 g L–1; BZB: Benzocaína 0.15 g 
L–1; CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± DE. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0.05). 
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Los tratamientos fenoxietanol 1.5 mL L–1 y benzocaína en ambas concentraciones provocaron 

rigor del pie en las abulones a partir de los 10 min de exposición, siendo estos valores 

estadísticamente significativos (P<0.05) al ser comparados con el resto de los tratamientos; esta 

tendencia se mantuvo hasta finalizar los 45 min de exposición a los anestésicos. Es importante 

destacar que los abulones anestesiados con benzocaína en ambas concentraciones también 

manifestaron la reacción de rigor muscular en el 100 % de los organismos a partir de los 20 min 

de exposición. Por el contrario, al finalizar los 45 min, el pie de los abulones se mantuvo de normal 

a distendido en los tratamientos eugenol 0.15 mL L–1 (100 %), eugenol 0.25 mL L–1 (96.6 %), 

fenoxietanol 3.0 mL L–1 (100 %) y CO2 (100 %), cuyos valores fueron significativamente más altos 

(P<0.05) que el resto de los tratamientos. 

Se observó irritación de los tejidos a través de la producción de moco, de manera moderada y 

excesiva en el tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 a lo largo de todo el tiempo de exposición a este 

anestésico. Los porcentajes de producción de moco en el tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 

variaron de 33.3 % a 93.3 % al finalizar el proceso de anestesia; estos valores fueron 

significativamente más altos (P<0.05) al ser comparados con los demás tratamientos. En similar 

proporción (33.3% a 93.3%), se observó despigmentación de pie y epipodio en los abulones 

tratados con eugenol a ambas concentraciones. En una menor proporción, los organismos 

tratados con fenoxietanol 3 mL L–1 (3.3 %) y eugenol 0.15 mL L–1 (26.6 %) mostraron producción 

de moco. Por otra parte, ninguno de los tratamientos provocó desoves espontáneos de los 

abulones al finalizar el proceso de anestesia. 

Los porcentajes de organismos que resultaron aptos para injerto fueron significativamente 

mayores (P<0.05) en los tratamientos de CO2 (90 %), fenoxietanol 3.0 mL L–1 (83.3 %) y eugenol 

0.25 mL L–1 (46.7 %). Por el contrario, no se obtuvieron organismos aptos para injerto en ninguna 

de las dos concentraciones de benzocaína y en eugenol 0.15 mL L–1. 

Los tiempos de recuperación de los abulones después de la anestesia fueron significativamente 

más rápidos (P< 0.05) con el tratamiento CO2 (186.3 min, 100% recuperados) al ser comparado 

con fenoxietanol 3.0 mL L–1 (220 min, 96.7 % recuperados) y eugenol 0.25 mL L–1 (240 min, 76.7 

% recuperados). En cuanto a la sobrevivencia de los animales a las 24 h, el tratamiento con el 

eugenol 0.25 mL L–1 provocó mayores mortalidades (6.7 %) en comparación con el resto de los 
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tratamientos, no obstante, estas diferencias no fueron significativas. La Tabla 1 presenta un 

resumen de los principales criterios utilizados para evaluar el efecto de los anestésicos a nivel 

visual en el abulón rojo H. rufescens, con el fin de determinar su aptitud para operaciones de 

injerto y producción de perlas.  
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Tabla 1. Resumen del efecto visual de los diferentes anestésicos en el abulón rojo (Haliotis rufescens). Se presentan los valores 
promedios ± desviación estándar. 
 

 Eugenol 

mL L–1 

Fenoxietanol 

mL L–1 

Benzocaína 

g L–1 

CO2 

 0.15 0.25 1.5 3.0 0.15 0.30 Saturación 

Pie relajado (%, 45 min) 100b 96.7 ±5.7b 66.7 ±5.8a 100b NO NO 100b 

Producción de moco (%, 45 min) 26.7 ±15.3a 93.3 ±11.6b NO NO NO NO NO 

Aptos para injerto (%, 45 min) NO 46.7 ±32.2ab 3.3 ±5.8a 83.3 ±15.3b NO NO 90.0 ±10.0b 

Organismos recuperados (%) NR 76.7 ±11.6a 100* 96.7 ±5.8b NR NR 100b 

Tiempo de recuperación (min) NR 240b 75 ±15* 220 ±22.9b NR NR 168.3 ±20.2a 

Sobrevivencia 24 h (%) NR 93.3 ±5.8a 100* 100a NR NR 100a 

NR: Valores no registrados o no presentados por no observar organismos aptos para injerto. NO: No se observa el efecto evaluado o presenta el efecto opuesto. a, b: denota la 

existencia de diferencias significativas (P < 0.05). * Datos no incluidos en al análisis estadístico por presentar bajo porcentaje de organismos aptos para injerto. 
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7.1.2 Indicadores de respuesta fisiológica 

7.1.2.1 Índice glucídico (IG) 

En el músculo del pie, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en el IG entre 

tratamientos y control en cada uno de los tiempos de evaluación posteriores a la exposición a los 

distintos anestésicos. La variación del IG en las branquias sólo fue significativamente más baja 

(P<0.05) en los abulones expuestos al tratamiento con eugenol a 0.25 mL L–1 a 1 h, en 

comparación con los expuestos a fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2 (Fig. 2). 

En la glándula digestiva, los valores de IG de los tratamientos con eugenol 0.25 mL L–1 y CO2 fueron 

significativamente más bajos (P<0.05) a los 0.5 h al ser comparados con el control y el fenoxietanol 

3.0 mL L–1; similar tendencia se registró en 1 h (P<0.05), pero sólo con el tratamiento fenoxietanol 

3.0 mL L–1 (Fig. 2). Igualmente, el tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 promovió valores 

significativamente menores (P<0.05) de IG en la glándula digestiva, al ser comparado con CO2 a 

las 2 h y con el control a las 24 h. 

El IG en la gónada mostró valores significativamente más bajos (P<0.05) en todos los tratamientos 

de anestesia a los 30 min al ser comparados con el control (Fig. 2). A las 2 h post-anestesia no se 

observaron diferencias significativas en los valores del IG entre tratamientos y el control. Sin 

embargo, a las 24 h, el eugenol 0.25 mL L–1 promovió valores significativamente más bajos 

(P<0.05) de IG que el control y los demás tratamientos. En el manto, el tratamiento con CO2 fue 

el único en el que se registraron valores significativamente más altos (P<0.05) de IG, en 

comparación con el fenoxietanol 3.0 mL L–1 a las 2 y 24h. 
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Figura 2. Variaciones temporales en el índice glucídico del abulón rojo (Haliotis rufescens) posterior al proceso de anestesia en aquellos 
tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: músculo del pie; BR: branquias; GD: glándula digestiva; GO: gónada; MTO: manto. 
Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L–1; CO2: CO2 saturación y CT: control. Se presenta la media ±SD. 
Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). ND: datos no registrados en 
ese periodo de tiempo. 
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7.1.2.2 Índice de mucopolisacáridos ácidos (IMA) 

En el pie, las variaciones en el IMA a los 30 min fueron significativamente más altas (P<0.05) en 

los organismos anestesiados con eugenol 0.25 mL L–1 que en los restantes tratamientos y el 

control. De la misma manera, los valores del IMA fueron significativamente mayores (P<0.05) a 

las 2 h en los abulones anestesiados con eugenol 0.25 mL L–1, en comparación con el resto de los 

tratamientos; esta misma tendencia se mantuvo a las 24 h (Fig. 3). 

En las branquias, el tratamiento con eugenol 0.25 mL L–1 y el control presentaron valores del IMA 

estadísticamente mayores (P<0.05) que el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 a los 30 min (Fig. 

3). Esta misma tendencia estadística se observó a las 2 h, pero sólo entre los tratamientos con 

eugenol 0.25 mL L–1 y fenoxietanol 3.0 mL L–1. A las 24 h, el tratamiento con eugenol 0.25 mL L–1 

registró un IMA significativamente más alto (P< 0.05) comparado al control y los demás 

tratamientos. 

En la glándula digestiva, los valores del IMA fueron significativamente más altos (P<0.05) en los 

abulones expuestos a eugenol 0.25 mL L–1 al ser comparados con el control o el resto de los 

tratamientos a los 0.5, 1, 2 y 24 h durante la recuperación del proceso de anestesia (Fig. 3). 

En los abulones anestesiados con eugenol 0.25 mL L–1 y CO2, el IMA en la gónada mostró valores 

significativamente más altos (P<0.05) que el control y fenoxietanol 3.0 mL L–1 a los 30 min. A las 

2 h, los valores del IMA en los tratamientos eugenol 0.25 mL L–1 y CO2 fueron significativamente 

más altos (P<0.05) que con el fenoxietanol 3.0 mL L–1, no obstante, el tratamiento CO2 no 

presentó diferencias con el control. El eugenol 0.25 mL L–1 promovió valores de IMA 

significativamente más altos (P<0.05) al ser comparado con el control y los demás tratamientos a 

las 24 h. 

Las variaciones en el IMA observadas en el manto no fueron significativas (P>0.05) a los 0.5, 1 y 2 

h en los abulones expuestos a los distintos anestésicos y el control. A las 24 h, el valor del IMA en 

el grupo control fue estadísticamente mayor (P<0.05) que el tratamiento con CO2. 
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Figura 3. Variaciones temporales en el índice de mucopolisacáridos ácidos en el abulón rojo (Haliotis. rufescens) posterior al proceso 
de anestesia en aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: músculo del pie; BR: branquias; GD: glándula digestiva; 
GO: gónada; MTO: tejido del manto. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L–1; CO2: CO2 saturación y CT: 
control. Se presenta la media ± DS. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas (P<0.05) entre los 
tratamientos. ND: datos no registrados en ese periodo de tiempo. 
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7.1.2.3 Índice de Lipofuscina (ILF) 

En el pie, las variaciones en el ILF a los 0.5 h fueron significativamente más altas (P<0.05) en los 

organismos anestesiados con CO2 al ser comparados con el control. De la misma manera, el 

tratamiento con CO2 (24 h) mostró valores de ILF significativamente mayores (P<0.05) al ser 

comparado con los abulones anestesiados con eugenol 0.25 mL L–1. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas (P>0.05) en el ILF entre tratamientos a los tiempos 0.5, 1 y 2 

h. La variación en el ILF en las branquias sólo fue significativamente más alta (P<0.05) en los 

abulones expuestos al tratamiento con CO2, en comparación con los demás tratamientos, pero 

no con el control en el tiempo de 30 min (Fig. 4). 

El ILF en la glándula digestiva no mostró valores significativamente diferentes entre los 

tratamientos y el control a los 0.5 y 1 h posterior a la anestesia. No obstante, a las 2 h post-

anestesia se observaron diferencias significativamente más altas (P> 0.05) en los valores del ILF, 

al comparar el control con los distintos tratamientos. A las 24 h, el tratamiento con CO2 exhibió 

valores significativamente más altos (P<0.05) de ILF que el control, pero no con respecto a los 

demás tratamientos (Fig. 4). 

En la gónada, solo se observaron variaciones en el ILF significativamente mayores (P<0.05) a los 

0.5 h, al comparar el control con los organismos anestesiados con fenoxietanol 3.0 mL L–1. En el 

tejido del manto, las variaciones en el ILF no presentaron diferencias significativas (P>0.05) en 

ninguno de los tiempos de muestreo (Fig. 4). 
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Figura 4. Variaciones temporales en el índice de lipofuscinas en el abulón rojo (Haliotis rufescens) posterior al proceso de anestesia en 
aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: músculo del pie; BR: branquias; GD: glándula digestiva; GO: gónada; 
MTO: tejido del manto. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L–1; CO2: CO2 saturación y CT: control. Se 
presenta la media ± DS. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos. ND: 
datos no registrados en ese periodo de tiempo. 
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7.1.3 Indicadores de respuesta antioxidante 

7.1.3.1 Concentración total de proteínas (TP) 

La concentración TP en la fracción de hemolinfa libre de células (HLC) mostró valores 

significativamente mayores (P<0.05) en el tratamiento con fenoxietanol 3.0 mL L–1 con respecto 

al control y demás tratamientos a las 0.5, 1 y 24 h (Fig. 5A). En la fracción de hemocitos lisados 

(HL), solo se observaron valores de TP significativamente mayores (P<0.05) en el control con 

respecto a fenoxietanol 3.0 mL L–1 a las 0.5 h y en el control con respecto a los restantes 

tratamientos a las 24 h (P<0.05) (Fig. 5B). 
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Figura 5. Variaciones temporales en la concentración total de proteínas en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de 
abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 
3.0 mL L–1 y CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias 
significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.1.3.2 Superóxido dismutasa (SOD) 

La actividad de la SOD en la fracción de hemolinfa libre de células fue significativamente más alta 

(P<0.05) en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 en comparación con el control a las 0.5 h Los 

tratamientos eugenol 0.25 mL L–1, fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2 mostraron una actividad 

significativamente más alta (P<0.05) de la SOD con respecto al control a 1 h. A las 2 h, la actividad 

de la SOD fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2 

con respecto al control. Los valores de SOD no variaron significativamente (P>0.05) entre 

tratamientos y el control a las 24 h (Fig. 6A). 

En la fracción de hemocitos lisados, la actividad de la SOD fue significativamente mayor (P<0.05) 

en el tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 que el control y el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 a las 

0.5 h. Aunque a la 1 h no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibición 

de la SOD entre tratamientos y control (P>0.05), los valores fueron significativamente mayores 

(P<0.05) a las 2 h en el control al compararlos con el resto de los tratamientos. A las 24 h, el 

porcentaje de inhibición de la SOD también fue significativamente mayor (P<0.05) en el control 

que en los tratamientos fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2, pero no se detectaron diferencias entre 

los tratamientos anestésicos (Fig.6B). 
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Figura 6. Variaciones temporales en la actividad enzimática de superóxido dismutasa (SOD) en la hemolinfa libre de células (A) y 
hemocitos lisados (B) de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 
mL L–1; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas 
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.1.3.3 Catalasa (CAT) 

En la fracción de hemolinfa libre de células, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) 

en la actividad de la CAT por efecto de la anestesia en los diferentes tiempos al comparar el 

control con los distintos tratamientos. No obstante, la actividad de esta enzima fue 

significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 que en el tratamiento 

fenoxietanol 3.0 mL L–1 a la 1, 2 y 24 h (Fig. 7A). 

En la fracción de hemocitos lisados, la actividad de CAT fue significativamente más alta (P<0.05) 

en los tratamientos eugenol 0.25 mL L–1 y fenoxietanol 3.0 mL L–1 en comparación con el control 

y CO2 a la 1 h. A las 24 h, solo se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre el control y 

el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 (Fig. 7B). 
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Figura 7. Variaciones temporales en la actividad enzimática de catalasa (CAT) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados(B) 
de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: 
Fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan 
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.1.4 Indicadores de respuesta inmunitaria 

7.1.4.1 Recuento total de hemocitos (RTH) 

El RTH solo fue significativamente mayor (P<0.05) a las 2 h en el control con respecto al 

tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1. No obstante, todos los tratamientos siguieron una tendencia 

a disminuir el RTH en distintas proporciones, para luego estabilizarse o mostrar una recuperación 

a las 24 h (Fig. 8). 

 

 

Figura 8. Variaciones temporales en el número de hemocitos en la hemolinfa de abulón rojo 
(Haliotis rufescens) sometido a diferentes anestésicos. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; 
PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L–1; CO2: CO2 saturación y CT: Control. Se presenta la media ± error 
estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0.05). 
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7.1.4.2 Mieloperoxidasa (MPO) 

Los valores de la MPO en la fracción de hemolinfa libre de células fueron significativamente más 

altos (P<0.05) en el control al compararlos con los demás tratamientos a la 0.5 h. Por el contrario, 

la actividad de la MPO fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento eugenol 0.25 mL 

L–1 que en el fenoxietanol 3.0 mL L–1 a la 1, 2 y 24 h (Fig. 9A). 

En la fracción de hemocitos lisados, la actividad de MPO solo presentó valores significativamente 

(P<0.05) mayores en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L–1 en comparación con el control a las 

24 h de finalizado el proceso de anestesia (Fig. 9B). 
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Figura 9. Variaciones temporales en la actividad enzimática de mieloperoxidasa (MPO) en la hemolinfa libre de células(A) y hemocitos 
lisados (B) de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: 
Fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan 
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.1.4.3 Producción de óxido nítrico (ON) 

La producción de ON en la fracción de hemolinfa libre de células no presentó diferencias 

significativas (P>0.05) entre tratamientos y el control a las 0.5 h. Sin embargo, a 1 h posterior a la 

anestesia la concentración de ON fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento 

fenoxietanol 0.30 mL L–1 al compararlo con los tratamientos eugenol 0.25 mL L–1 y CO2, pero no 

con respecto al control. A las 2 h, solo se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la 

concentración de ON entre los tratamientos eugenol 0.25 mL L–1 y CO2. A las 24 h, la producción 

de ON fue significativamente más alta (P<0.05) en el control y fenoxietanol 3.0 mL L–1 que en el 

tratamiento eugenol 0.25 mL L–1 (Fig. 10A). 

En la fracción de hemocitos lisados, la concentración de ON solo fue significativamente mayor 

(P<0.05) a las 2 h posteriores a la anestesia en el control con respecto a los restantes tratamientos 

(Fig. 10B). 
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Figura 10. Variaciones temporales en la concentración de óxido nítrico (NO) en la hemolinfa libre células (A) y hemocitos lisados (B) de 
abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L–1; PEB: Fenoxietanol 
3.0 mL L–1 y CO2: CO2 saturación. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias 
significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
 



50 

 

7.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugía de injerto y origen del manto 

7.2.1 Indicadores de respuesta antioxidante 

7.2.1.1 Concentración total de proteínas (TP) 

La concentración TP en la fracción de hemolinfa libre de células fue significativamente mayor 

(P<0.05) en el control que en los demás tratamientos a las 4 h. A las 24 h, la concentración TP fue 

estadísticamente mayor (P<0.05) en el tratamiento aloinjerto (AL) al compararlo con el 

tratamiento anestesiados (AN). Finalmente, a las 2 y 48 h no se observaron variaciones 

estadísticamente significativas en la concentración TP entre tratamientos (Fig. 11A). 

En la fracción de hemocitos lisados, las variaciones en la concentración total de proteínas no 

fueron significativas entre tratamientos y el control a lo largo de todos los tiempos de muestreo 

(Fig. 11B). 
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Figura 11. Variaciones temporales en la concentración total de proteínas en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de 
abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisión; AT: Autoinjerto y 
AL: Aloinjerto. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los 
tratamientos (P<0.05). 
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7.2.1.2 Superóxido dismutasa (SOD) 

No se observaron diferencias significativas (P<0.05) en la tasa de inhibición de la SOD en la 

fracción de hemolinfa libre de células al comparar los tratamientos experimentales con el control 

a las 2, 4 y 24 h posteriores a la cirugía de injerto. Sin embargo, a las 48 h la actividad de la SOD 

fue significativamente mayor (P<0.05) en todos los tratamientos con respecto al control (Fig.12A). 

En la fracción de hemocitos lisados no se observaron diferencias en la actividad de la SOD entre 

tratamientos y el control a las 2 h. A las 4 h, el control y el tratamiento aloinjerto (AL) presentaron 

valores de SOD significativamente mayores (P<0.05) al ser comparado con el tratamiento 

anestesiados (AN). A las 24 h posterior al proceso de cirugía de injerto, el control y los 

tratamientos autoinjerto (AT) y aloinjerto (AL) mostraron valores estadísticamente mayores 

(P<0.05) de SOD en comparación con los tratamientos anestesiados (AN) e incisión (IN). No se 

observaron diferencias entre tratamientos y el control a las 48 h (Fig. 12B). 

 



53 

 

    

Figura 12. Variaciones temporales en la actividad enzimática de superóxido dismutasa (SOD) en la hemolinfa libre de células (A) y 
hemocitos lisados (B) de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: 
Incisión; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan 
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.2.1.3 Catalasa (CAT) 

En la hemolinfa libre de células, la actividad de la CAT fue significativamente menor (P<0.05) en 

el tratamiento autoinjerto que en el aloinjerto a las 2 h posteriores a la cirugía de injerto. La misma 

tendencia se observó a las 4 h, pero esta vez el tratamiento aloinjerto presentó valores de CAT 

significativamente mayores (P<0.05) que en el control y los demás tratamientos. A las 24 y 48 h, 

la actividad de CAT fue significativamente más alta (P<0.05) en el tratamiento autoinjerto en 

comparación con el control y los otros tratamientos (Fig. 13A). 

En los hemocitos lisados, solo se observaron variaciones significativas (P<0.05) en la actividad de 

CAT entre el control y los demás tratamientos a las 24 h (Fig. 13B). 
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Figura 13. Variaciones temporales en la actividad enzimática de catalasa (CAT) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados 
(B) de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisión; AT: 
Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias 
significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.2.2 Indicadores de respuesta inmunitaria 

7.2.2.1 Recuento total de hemocitos (RTH) 

Las variaciones en el número de hemocitos no fueron significativas (P>0.05) al comparar el control 

con los restantes tratamientos a la 2 h. No obstante, a las 4 h las diferencias en el número de 

hemocitos fueron significativamente más altas (P<0.05) en el tratamiento incisión al compararlo 

con el control y los tratamientos anestesiados y aloinjerto. También a las 4 h, el conteo de 

hemocitos fue significativamente mayor (P<0.05) en los tratamientos autoinjerto y aloinjerto que, 

en el tratamiento anestesiados, pero fueron similares al control (Fig. 14). Las variaciones en el 

recuento de hemocitos fueron significativamente menores (P>0.05) a las 24 h en los organismos 

anestesiados que en aquellos que recibieron un autoinjerto. A las 48 h, no se observaron 

diferencias significativas (P>0.05) en el conteo de hemocitos entre tratamientos y el control (Fig. 

14). 

 

 

Figura 14. Variaciones temporales en el número de hemocitos en la hemolinfa de abulón rojo 
(Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: AN: Anestesiados; IN: Incisión; AT: 
Autoinjerto (manto propio); AL: Aloinjerto (manto donado misma especie) y CT: Control. Se 
presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias 
significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.2.2.2 Mieloperoxidasa (MPO) 

La actividad de MPO en la hemolinfa libre de células fue significativamente más alta (P<0.05) en 

los organismos con un aloinjerto que en los del control y los demás tratamientos a las 4 y 24 h 

posteriores al injerto. La misma tendencia se observó a las 48 h, pero esta vez las diferencias solo 

fueron significativas (P<0.05) entre el tratamiento aloinjerto y el control (Fig. 15A). 

En los hemocitos lisados, la actividad de MPO fue significativamente mayor (P<0.05) a las 4 y 48 

h en el tratamiento aloinjerto en comparación con el control y los otros tratamientos. A las 24 h, 

los tratamientos incisión y aloinjerto registraron una actividad significativamente mayor (P<0.05) 

de MPO que el control y el tratamiento anestesiados (Fig. 15B). 
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Figura 15. Variaciones temporales en la actividad enzimática de mieloperoxidasa (MPO) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos 
lisados (B) de abulón rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisión; AT: 
Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias 
significativas entre los tratamientos (P<0.05). 
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7.2.2.3 Óxido nítrico (ON) 

En la hemolinfa libre de células, la concentración de ON no presentó diferencias significativas 

(P>0.05) entre tratamientos y el control a la 2 h. No obstante, a las 4 y 24 h los valores de ON se 

incrementaron significativamente (P<0.05) en los organismos que recibieron un aloinjerto en 

comparación con el control y los demás tratamientos. No se observaron diferencias estadísticas 

entre tratamientos y el control a las 48 h posteriores a la cirugía de injerto (Fig. 16A). 

En los hemocitos lisados, no se observaron variaciones significativas (P>0.05) en la concentración 

de ON entre tratamientos en ninguno de los tiempos de muestreos (Fig. 16B). 
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Figura 16. Variaciones temporales en la concentración de óxido nítrico (NO) en la hemolinfa (A) y hemocitos (B) de abulón rojo (Haliotis 
rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisión; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se 
presenta la media ± error estándar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos 
(P<0.05). 
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8. DISCUSIÓN 

8.1 Bioensayo 1: Efecto de los anestésicos 

8.1.1 Efecto visual 

Las diferencias observadas en el presente ensayo en los tiempos de anestesia y recuperación de 

H. rufescens sometidos a diferentes tipos y concentraciones de anestésicos, comparados con los 

existentes en la literatura (White et al., 1996; Aquilina y Roberts, 2000; Burke et al., 2001; Bilbao 

et al., 2010), obedecen principalmente al propósito y criterio para establecer que un organismo 

esté anestesiado completamente. Por ejemplo, una regla común para establecer que los abulones 

están anestesiados, es la pérdida de la capacidad de mantenerse adheridos con el músculo del 

pie a una superficie (White et al., 1996; Aquilina y Roberts, 2000 y Bilbao et al., 2010). Este criterio 

es útil cuando el propósito es el manejo en el cultivo (reducir densidad, selección por tallas etc.), 

pero no para actividades de perlicultivo donde se requiere un efecto más profundo del anestésico 

que permita una distensión del músculo del pie y el epipodio para acceder fácilmente a la zona 

de injerto sin estresar a los organismos. Esta narcotización más profunda a nivel celular (neuronal) 

(Ramlochansingh et al., 2014; Stanley et al., 2020) sin duda se refleja en un mayor tiempo de 

recuperación y riesgos de mortalidades. 

El análisis realizado hasta ahora para evaluar el efecto de los anestésicos en los organismos a nivel 

visual revela con claridad que los abulones respondieron de diferente manera a cada anestésico 

y concentración utilizada. Por ejemplo, la benzocaína actuó más rápidamente como anestésico, y 

en un rango de 20 a 30 min, todos los organismos estuvieron completamente anestesiados en 

ambas concentraciones (0.15 y 0.30 g L–1), por lo que resulta efectivo en primera instancia. En 

una ventana de tiempo similar, se logró el mismo efecto anestésico con la benzocaína en la ostra 

perlera Pt. penguin, pero exponiendo a los organismos a una concentración mayor de 1.20 g L–1 

(Kishore et al., 2022). En cuanto al efecto anestésico de la benzocaína, puede existir cierta 

proporcionalidad con los resultados obtenidos por Aquilina y Roberts (2000) con el abulón 

Haliotis iris, quienes utilizaron una concentración de 0.10 g L–1 de la misma sustancia y observaron 

que el 100 % de los organismos fueron anestesiados a los 43 min. Estos resultados son 

consistentes con los descritos para H. rufescens en este estudio, relacionados a la contracción y 
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endurecimiento del pie y epipodio, así como una sobrevivencia del 100 % (Aquilina y Roberts, 

2000). Caso contrario ocurrió para la concentración 0.30 g L–1 de benzocaína, donde la 

sobrevivencia de los organismos se redujo al 96.7% a las 24 h. De forma consistente, la 

contracción y encogimiento del pie también ha sido un efecto secundario resultante del uso de la 

benzocaína a 0.1 g L–1 en otras especies de abulón, como H. rubra y H. laevigata (Burke et al., 

2001), así como en el caracol Lobatus gigas (Acosta-Salmon y Davis, 2007). El efecto observado 

en este estudio con ambas concentraciones de benzocaína se tradujo en que no se obtuvieron 

organismos aptos para injerto debido a la dificultad de acceder a la zona de injerto. 

El uso fenoxietanol 3.0 mL L–1 es recomendado para actividades de cultivo de algunas especies de 

abulón como H. midae, logrando anestesiar bien a los organismos para desprenderlos de las 

paredes de los estanques en 2.9 min, así como favoreciendo su recuperación en 46 min sin casos 

de mortalidad (White et al., 1996). Con fines de perlicultivo, el análisis visual de este estudio 

demuestra que el fenoxietanol a 3.0 mL L–1 logra anestesiar el 100 % de los organismos a los 30 

min, siendo un 83.3 % aptos para cirugía de injerto; posteriormente, un 96.7% de ellos se recupera 

a los 220 min sin casos de mortalidad. Comparativamente, la ostra perlera P. maxima expuesta a 

la misma concentración de fenoxietanol mostró también indicadores satisfactorios para injerto, 

como una alta proporción de ostras anestesiadas (96.3%) en un tiempo de 13.8 min y una 

recuperación en 2 h sin mortalidades (Mamangkey et al., 2009). 

Algunos efectos secundarios no deseados asociados a la anestesia, como el rigor del pie, fueron 

observados también en la concentración más baja de fenoxietanol (1.5 mL L–1), presentando una 

alta proporción (70%) de abulones en esta condición en los primeros 10 min, la cual fue 

disminuyendo al finalizar los 45 min de exposición al anestésico (33 %). El uso de fenoxietanol a 

esta concentración también se tradujo en solo un 3.3% de los organismos aptos para la cirugía de 

injerto. Efectos similares de contracción muscular han sido reportados en la ostra de roca 

(Saccostrea gigas) utilizando concentraciones de 3.0 ml L–1 de fenoxietanol (Acosta-Salmon et al., 

2007). Contrariamente, una dosis 3.0 mL L–1 de fenoxietanol fue inefectiva para anestesiar 

adecuadamente la almeja mano de león (Nodipecten subnodosus) utilizada para fines de 

perlicultivo y provocó un colapso del manto (Torres-Martínez et al., 2012). En un escenario 

diferente, una menor concentración de fenoxietanol (1.0 mL L–1) fue exitosa en el proceso de 
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anestesia y recuperación de la misma especie (Torres-Martínez et al., 2012), lo que resalta la 

importancia de la dosis óptima de anestésico en diferentes especies de moluscos. 

El eugenol es un anestésico ampliamente utilizado en organismos acuícolas, como peces (Oliveira 

et al., 2019; He et al., 2019; Ferreira et al., 2021), moluscos (Granados et al., 2018; Yang et al., 

2020) y crustáceos (Perrot-Minnot, 2021; Saydmohammed y Pal, 2009), variando ampliamente la 

concentración efectiva y sus respuestas entre diferentes especies (Pawar et al., 2011; 

Mohammadi and Khara, 2015). En H. rufescens, el eugenol fue un efectivo anestésico en ambas 

concentraciones (0.15 y 0.25 mL L–1), alcanzando una proporción de 90 y 80% de organismos 

anestesiados, respectivamente en 45 min. No obstante, solo el tratamiento con eugenol a 0.25 

mL L–1 logró un 46.7% de organismos aptos para cirugía de injerto. Contrariamente, una dosis de 

aceite de clavo (principio activo eugenol) de 0.1 y 0.3 mL L–1 resultó poco efectiva para anestesiar 

adultos de H. tuberculata coccinea en un periodo de 30 min (Bilbao et al., 2010). En este estudio, 

la dosis de eugenol 0.25 mL L–1 promovió valores discretos de organismos anestesiados (53.3 %) 

a los 0.5 h, y no fue hasta los 45 min que actuó con mayor eficacia. Estos resultados sugieren que 

el tiempo de exposición es complementario a la dosis utilizada para que el anestésico logre actuar 

adecuadamente. Mayores concentraciones de aceite de clavo (entre 0.5 y 1.5 mL L–1) han son 

efectivas para anestesiar ejemplares de H. laevigata y H. rubra (Burke et al., 2001) y una 

concentración de 0.5 mL L–1 es recomendada para H. truberculata coccinea (Bilbao et al., 2010). 

Un efecto adverso observado en H. rufescens al utilizar eugenol como anestésico fue la irritación 

de los tejidos a través de la producción de moco en una proporción de 26.6 % (0.15 mL L–1) a 

93.3% (0.25 mL L–1). Igualmente, la despigmentación de tejidos blandos (pie y epipodio) fue otro 

efecto secundario que ocurrió en un (33.3 a 93.3%) de los organismos al utilizar eugenol en ambas 

concentraciones, así como la recuperación lenta de la anestesia (≥ 240 min) y mortalidades a las 

24 h (6.7% en dosis de 0.25 mL L–1). Estos efectos adversos fueron también reportados 

previamente para H. rufescens (SozaChinchilla, 2014) y son similares a los observados en H. 

laevigata y H. rubra, reportando exceso de producción de moco, mayor tiempo de recuperación 

y altas mortalidades (Burke et al., 2001). Evidencias de altas mortalidades también se reportan 

en la ostra perlera P. maxima anestesiada con eugenol previo a la cirugía de injerto (Mamangkey 

et al., 2009). Para el caso de abulones tratados con eugenol, se puede señalar que un mayor 
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tiempo de exposición (cuando se requiere sedación profunda) incrementa significativamente las 

posibilidades de producir efectos adversos. En este estudio el tiempo de exposición empleado fue 

de 45 min y en el trabajo de Burke et al. (2001) de 1 h. 

El uso de gas CO2 como anestésico no es una práctica muy difundida en organismos marinos, 

aunque ofrece una manera confiable y relativamente económica para la anestesia de los 

organismos (Cooper, 2011). Sin embargo, la disolución de CO2 en el agua de mar resulta en una 

disminución del pH, con el consiguiente aumento de la acidez (Cooper, 2011). Previamente, el 

uso de CO2 en H. rufescens produjo una disminución del pH de 8.4 a 5.1 en el agua de mar (Rojas-

Figueroa, obs. pers.). El dióxido de carbono se puede burbujear desde un cilindro a través del 

agua en un recipiente adecuado (generalmente un frasco de vidrio o plástico) y esto tiene la 

ventaja de cierto control sobre la concentración (Summerfelt y Smith, 1990; Pirhonen y Shreck, 

2003). En este estudio, la utilización de CO2 mediante burbujeo para anestesiar H. rufescens fue 

muy eficiente y resultó en una alta proporción de organismos anestesiados a los 20 min (96.7 %) 

y del 100 % a los 45 min (Fig. 1). También se obtuvo una alta proporción de organismos aptos para 

injerto (90%), así como un 100% de organismos recuperados a los 168 min y sin mortalidades 

(Tabla 2). De manera similar, los reportes de Soza-Chinchilla (2014) con el abulón japonés H. 

discus hannai incluyen la anestesia de los organismos a los 40 min y su recuperación a los 30 min 

sin registro de mortalidades. Macroscópicamente, no se observaron efectos adversos en los 

organismos con el uso de CO2. De la misma manera, estudios con la trucha arco iris (Oncorhynchus 

mykiss) demuestran que posterior a la anestesia con CO2, los organismos recuperan sus hábitos 

alimenticios con normalidad a los 4 h (Pirhonen y Shreck, 2003). Actualmente, no existen 

antecedentes del uso de CO2 en otras especies de moluscos productores de perleras, pero sin 

duda estos resultados ponen a disposición una nueva alternativa para el manejo de los 

organismos en la etapa pre-operatoria de la cirugía de injerto. 

8.1.2 Respuesta fisiológica 

El glucógeno es una forma de almacenamiento de glucosa en vertebrados e invertebrados y es la 

sustancia clave para el metabolismo y para el sustento energético de los procesos de crecimiento, 

reproducción y desarrollo (Sun et al., 2023). En ese sentido, el índice glucídico (IG) resulta en un 
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indicador confiable de movilización de energía entre tejidos como respuesta al estrés por la 

presencia de ciertos agentes estresores, como los anestésicos utilizados en el perlicultivo 

(Granados-Amores et al., 2017). En este estudio, el IG mostró una disminución consistente en los 

organismos anestesiados con eugenol 0.25 mL L–1, al ser comparados con el control y los otros 

tratamientos. Esto sugiere que la exposición al eugenol es estresante para H. rufescens durante 

la anestesia y recuperación, y conlleva, una respuesta fisiológica energéticamente más costosa 

para hacer frente a los efectos adversos observados visualmente (e.g. despigmentación de pie y 

epipodio, recuperación más lenta y altas mortalidades), en comparación con el control y los otros 

tratamientos. Este patrón por el uso de eugenol incluso derivó en diferencias significativas en el 

IG a los 30 min y 24 h en tejidos como la glándula digestiva y gónada. De manera similar, esto fue 

observado en la ostra perlera Pt. sterna anestesiada con eugenol a 0.5 mL L–1 (Granados-Amores 

et al., 2017). Por otro lado, al comparar las variaciones del IG en organismos expuestos a eugenol 

con respecto a los tratamientos fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2 y el control sugieren que la 

movilización de energía para cubrir las necesidades fisiológicas como defensa contra agentes 

estresores (Sokolova, 2013), ocurre de manera menos severa en los últimos dos tratamientos, 

reestableciéndose los niveles de IG más rápidamente. 

La producción de moco por irritación de tejidos en H. rufescens, expresado como índice de 

mucopolisacáridos ácidos (IMA), se incrementó significativamente en el tratamiento eugenol 0.25 

mL L–1, en comparación con el control y los otros tratamientos (fenoxietanol 3.0 mL L–1 y CO2). 

Esto fue particularmente evidente en músculo del pie, glándula digestiva y gónada y resultó 

concordante con la observación visual de producción de moco (en el proceso de anestesia) en 

una proporción de 93.3% en el músculo del pie. Adicionalmente, este resultado deja en evidencia 

que la exposición al eugenol afecta internamente a otros tejidos blandos en esta especie de 

abulón. Estas mismas observaciones fueron reportadas previamente para otras especies de 

moluscos, como los abulones H. discus hannai (Soza-Chinchilla, 2014), H. laevigata y H. rubra 

(Burke et al., 2001), así como en la ostra perlera P. maxima (Mamangkey et al., 2009). 

Las lipofuscinas, también conocidas como pigmentos del envejecimiento (Höhn et al., 2010), son 

un conglomerado altamente oxidado de proteínas (30-70%) y lípidos (20-50%) (Double et al., 

2008). Otra característica de las lipofuscinas es su acumulación intracelular gradual en tejidos 
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como la gónada, glándula digestiva y branquias (Jung et al., 2007), lo cual es detectable con 

técnicas histoquímicas y de fluorescencia (Terman et al., 2010). La acumulación de estos 

metabolitos está relacionado a la actividad celular o desgaste celular (Gandahi et al., 2023), así 

como también a factores estresores que producen un incremento en las especies reactivas de 

oxígeno o ROS (Rogers et al., 2023). De acuerdo a los resultados del presente estudio, el ILF no 

mostró una tendencia significativa de incremento en los organismos que fueron expuestos a los 

diferentes agentes anestésicos con respecto al control. Solo de manera puntual, en el tratamiento 

con CO2 se observaron diferencias significativas comparadas con el control, en el músculo del pie 

y glándula digestiva a los 0.5 y 24 h, respectivamente, esto implica que no existe un daño oxidativo 

en el corto plazo por efecto de los anestésicos, o que los mecanismos de reparación del daño a 

lípidos y proteínas por efecto de las especies reactivas de oxígeno están actuando en forma 

eficiente. De manera similar, el proceso de anestesia de la ostra perlera Pt. sterna no provocó 

variaciones significativas en el ILF (manto y branquias) de los organismos del grupo control con 

respecto a aquellos sometidos a diferentes concentraciones de agentes anestésicos (Granados et 

al., 2017). Por otro lado, la exposición a metales pesados (cadmio) durante tres semanas 

provocaron un incremento significativo en la acumulación de lipofuscinas en branquias y glándula 

digestiva del mejillón Modiolus modiolus (Dovzhenko et al., 2005). Lo mismo ocurrió en el mejillón 

(Villosa iris) expuesto a iones de cloruro y potasio por un periodo de tiempo de 61días (Rogers et 

al., 2023). Estos resultados sugieren que la ventana de tiempo que se utilizó en el presente estudio 

para exponer a los abulones a diferentes anestésicos (45 min), no fue suficiente para observar la 

acumulación de lipofuscinas como consecuencia del estrés generado. 

8.1.3 Respuesta antioxidante 

El contenido total de proteínas en la fracción de hemolinfa libre de células mostró un aumento 

significativo en los abulones expuestos a fenoxietanol 3.0 mL L–1 en casi todos los tiempos de 

muestreos, a diferencia de los tratamientos con eugenol 0.25 mL L–1 y CO2 que mantuvieron 

valores similares al control durante todo el proceso de recuperación de la anestesia. Este patrón 

no se observó en la fracción de hemocitos lisados, donde las diferencias en el contenido total de 

proteínas entre los tratamientos y el control no fueron significativas. En general, el uso de 

anestésicos puede causar hipoxia de moderada a severa (Ross & Ross, 1984; Hur et al., 2019), 
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como se reportó en abulón azul (H. fulgens) expuesto a 1 mL L–1 de fenoxietanol durante 10 min; 

en esta especie, la hipoxia debida a la anestesia causó una disminución de la frecuencia 

respiratoria, que luego aumentó rápidamente durante la fase de recuperación hasta 2 h (Chacón 

et al., 2003). La exposición de H. fulgens a estrés por hipoxia de hasta 1,0 mg O2 L–1 también 

provocó que el contenido de proteínas en la hemolinfa aumentara durante la fase de 

recuperación en condiciones normales de oxígeno (7,8 mg O2 L–1) (Calderón-Liévanos et al., 

2021). Partiendo de la base de que el estrés por hipoxia es un efecto secundario de la anestesia 

que puede afectar al contenido proteico durante la fase de recuperación, nuestros resultados 

ofrecen una posible explicación del mayor contenido proteico en la HCF en el abalón anestesiado 

con fenoxietanol 3.0 mL L–1. También es probable que el fenoxietanol actúe más severamente 

sobre el sistema nervioso central de H. rufescens que el eugenol y el CO2, reduciendo su tasa 

respiratoria (hipoxia) y causando un mayor contenido de proteínas durante la etapa de 

recuperación. Además, se ha sugerido que el fenoxietanol se une competitivamente al N-metil-d-

aspartato (NMDA), un receptor del ácido glutámico (Musshoff et al., 1999) que causa depresión 

del sistema nervioso central e hipoxia (Chacon et al., 2023). 

Se sabe que algunos anestésicos pueden modificar la actividad antioxidante en peces (Gressler et 

al., 2012) y moluscos (Granados-Amores et al., 2018), particularmente de las enzimas SOD (Wang 

et al., 2018) y CAT (Almeida et al., 2007; Jaganac et al., 2022). Los anestésicos utilizados en este 

estudio provocaron un aumento significativo de la actividad SOD en la fracción de hemolinfa libre 

de células entre los 30 min y 2 h, lo que sugiere una activación de esta enzima a nivel sistémico. 

Es importante señalar que los abulones del grupo de control fueron desprendidos de las paredes 

del tanque de cultivo utilizando una espátula en cada muestreo, y este procedimiento podría 

haber sido un estresor que generó un aumento de la actividad antioxidante (SOD). En cambio, el 

uso de la espátula no fue necesario en los tratamientos experimentales entre los 30 min y 2 h 

porque los abulones no estaban completamente recuperados de los efectos de la anestesia. En 

concordancia con estos hallazgos, el proceso de anestesia con cloruro de magnesio de la ostra de 

roca (S. glomerata) provocó un aumento significativo del contenido de anión superóxido (sustrato 

de la SOD) en la hemolinfa libre de células durante la fase de recuperación (48 h), volviendo a 

valores similares a los de control a las 96 h (Butt et al., 2008). Del mismo modo, la actividad de la 
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SOD también aumentó significativamente en el músculo aductor de la ostra perlera (Pt. sterna) 

tras la anestesia con benzocaína, eugenol y fenoxietanol hasta las 65 h (Granados-Amores et al., 

2018). Con base en estos resultados, parece claro que algunos anestésicos pueden inducir 

cambios sistémicos en la actividad de la SOD, y que la intensidad y el tiempo en que se manifiestan 

estos cambios, dependen de la especie, del anestésico, de la dosis y del tiempo de exposición. 

La actividad de la CAT no varió significativamente entre los tratamientos anestésicos y el control 

en la hemolinfa, y en la fracción de hemocitos lisados, observándose diferencias solo a 1 h 

(eugenol 0.25 mL L–1 y fenoxietanol 3.0 mL L–1 > que el control) y 24 h (fenoxietanol 0.30 mL L–1 > 

que el control). Estos patrones sugieren que eugenol, fenoxietanol y CO2 no afectaron 

severamente la actividad de esta enzima a nivel sistémico y celular en H. rufescens. 

Consistentemente, la actividad de la CAT no varió significativamente en el músculo aductor y el 

tejido del manto de la ostra perlera (Pt. sterna) durante la recuperación después de la exposición 

al eugenol y la benzocaína en la preparación para la cirugía de injerto (Granados-Amores et al., 

2018). Si la CAT elimina el H2O2 cuando sus niveles superan los 10 µmol L–1 (Vosloo et al., 2013), 

podemos suponer entonces que el aumento de la actividad de la SOD en respuesta a la anestesia 

no se reflejó en una producción excesiva de H2O2 como sustrato para la CAT. Además, es probable 

que otras enzimas antioxidantes como el glutatión y la glutatión peroxidasa (Lushchak, 2014) y 

metales de transición no enzimáticos como la reacción de Fenton (Holmblad y Söderhäll, 1999) 

podrían estar actuando sobre el H2O2 para reducir sus niveles. Los resultados de este estudio con 

la SOD en particular sugieren una respuesta antioxidante a corto plazo (0,5 h a 2 h) en H. rufescens 

durante el proceso de recuperación de la anestesia, así como una respuesta antioxidante a 

mediano plazo (24 h) para restaurar la actividad a niveles similares a los de control sin 

consecuencias fisiológicas. Esta tendencia no fue observada para el caso de la CAT. 

8.1.4 Respuesta inmunológica 

El uso de anestésicos no afectó en gran medida el recuento total de hemocitos en H. rufescens, 

aunque la exposición a fenoxietanol 3.0 mL L–1 en particular si provocó un patrón de disminución 

del RTH (1 y 2 h) en comparación con el control. En general, se acepta que los cambios en el RTH 

pueden reflejar el estado fisiológico de los organismos (Shen et al., 2019), aunque todavía no está 
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claro si este indicador aumenta o disminuye bajo diferentes condiciones de estrés, como la 

hipoxia, la temperatura, la salinidad y los ataques de patógenos (Cheng et al., 2004; Wang et al., 

2012). Además, hay pocos estudios que aborden la relación entre la anestesia y el conteo de 

hemocitos, por lo que los efectos reales de algunos anestésicos a nivel fisiológico se desconocen 

o pueden ser contradictorios. Esto se debe a que la acción de los anestésicos es específica de cada 

especie y también depende de la dosis, el tiempo de exposición y la etapa de desarrollo de la 

especie objetivo, entre otros factores. Por ejemplo, el uso de fenoxietanol a 0.2 mL L–1 causó una 

reducción en el porcentaje del hematocrito de la trucha arco iris (O. mykiss) (Iwama et al., 1989), 

lo que puede indicar un grado de anemia debido al bajo número de glóbulos rojos. Por el 

contrario, la ostra de roca (S. glomerata) experimenta primero un aumento significativo del 

número de hemocitos durante la recuperación de la anestesia (24 h) con cloruro de magnesio (50 

g L–1) y luego se estabiliza para volver a valores similares a los de control después de 48 h (Butt et 

al., 2008). Con base en estos resultados, así como en los datos de este estudio, es evidente que 

los anestésicos evaluados no tuvieron un efecto significativo a nivel sistémico en el RTH en 

organismos adultos de H. rufescens, con la excepción del fenoxietanol. Por lo tanto, estos 

resultados indican el uso seguro de algunos anestésicos en H. rufescens. 

La enzima MPO está relacionada con el sistema inmunitario de los organismos (Garagiola et al., 

2016) y es clave como parte de su respuesta inflamatoria (Pattison et al., 2009). En el presente 

estudio no se observaron cambios significativos en la actividad MPO en la fracción de hemolinfa 

libre de células (30 min a 2 h) y en los hemocitos lisados (30 min a 24 h), lo que sugiere que las 

concentraciones de anestésicos utilizadas y/o el tiempo de exposición, no provocaron una 

respuesta inmunitaria o inflamatoria a nivel sistémico en H. rufescens. Dado que la MPO requiere 

como sustrato el H2O2 producido por la SOD (Niki, 2016), se puede inferir que en esta especie de 

abulón no se cumplieron las condiciones o elementos necesarios para generar variaciones en la 

actividad de la MPO a corto plazo, con los anestésicos y dosis seleccionadas. De manera 

congruente con estos resultados, la actividad de la MPO en neutrófilos renales de la carpa 

cabezona (Pimephales promelas) tampoco se vio afectada durante el proceso de recuperación de 

la anestesia con eugenol a 30 mg L–1 (Palić et al., 2006). Sin embargo, la actividad de otras enzimas 

relacionadas a la respuesta inmunitaria, expresada como las variaciones en la fosfatasa ácida, 
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aumentó en la ostra de roca (S. glomerata) durante el proceso de recuperación (respuesta a corto 

plazo a 48 h) de la anestesia con cloruro de magnesio (50 g L–1) y luego volvió a niveles similares 

a los de control (96 h) (Butt et al., 2008). De la misma manera, otros parámetros de respuesta 

inmunitaria, como la tasa de fagocitosis y actividad antimicrobiana, han sido evaluados en 

abulones híbridos (H. rubra x H. laevigata) anestesiados con benzocaína (0.07 mg mL–1), 

observando un incremento en estos parámetros a los 50 min, los cuales posteriormente se 

reestablecieron dentro de las 24 h siguientes (Hooper et al., 2011). Comparando estos resultados 

con los datos del presente estudio, parece claro que no existe una respuesta inmunitaria sistémica 

en adultos de H. rufescens por efecto de los anestésicos eugenol, fenoxietanol y CO2 en la dosis y 

tiempo de exposición utilizados. 

El óxido nítrico (ON) se difunde a través de la membrana celular (Nikki, 2016) y regula numerosos 

procesos fisiológicos, cardiovasculares, inflamatorios y neuronales (Jaffrey, 2018), incluyendo el 

control de patógenos (Comesaña et al., 2012). En H. rufescens no observamos cambios 

significativos en la concentración del óxido nítrico, tanto en la hemolinfa libre de células, como 

en los hemocitos lisados entre los diferentes tratamientos de anestésicos y el control. 

Desafortunadamente, no existe mucha información sobre el efecto de los anestésicos en la 

respuesta inmunitaria de los invertebrados marinos, y en el caso particular del óxido nítrico, esta 

información es escasa, contradictoria y solo está disponible para ciertos grupos de organismos. 

En la tilapia del Nilo (O. niloticus), por ejemplo, Zahran et al. (2021) reportaron de que el 

anestésico propofol protegía las células endoteliales (cultivadas in vitro) de los daños causados 

por la acumulación de ROS (H2O2), aumentando así la producción de óxido nítrico (Wang et al., 

2007). La producción de esta sustancia también aumentó significativamente en los hemocitos de 

la almeja Ruditapes decussatus tras la exposición al patógeno Vibrio tapetis (Tafalla et al., 2003). 

Sin embargo, la evidencia de este estudio indica que ninguno de los anestésicos evaluados 

(eugenol, fenoxietanol y CO2) afectaron la concentración de ON a nivel sistémico, al menos en la 

dosis y tiempo de exposición seleccionados. Se requiere evaluar otras enzimas relacionadas con 

el sistema inmunitario de H. rufescens (e.g. fosfatasa ácida, fosfatasa alcalina, lisozima) para 

confirmar estos resultados. 
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8.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugía de injerto (autoinjerto y aloinjerto) 

8.2.1 Respuesta antioxidante 

En general, las variaciones en el contenido total de proteínas en la hemolinfa libre de células no 

se vieron afectadas por ninguno de los tratamientos evaluados, y aunque si se observó una 

diferencia en los valores de este indicador entre los organismos que recibieron un aloinjerto y los 

que solo fueron anestesiados (AL > AN), los valores en ambos casos fueron estadísticamente 

similares a las del control. Este mismo patrón se mantuvo en la fracción de hemocitos lisados, lo 

que sugiere que el origen del manto no afectó este indicador en el proceso de injerto en H. 

rufescens a lo largo del tiempo evaluado. 

La actividad de la enzima SOD solo varió significativamente en la hemolinfa a las 48 h como 

respuesta de largo plazo de los organismos, siendo el incremento en el porcentaje de inhibición 

mayor en todos los tratamientos experimentales con respecto al control. En el caso de los 

hemocitos lisados, los valores fueron similares entre tratamientos y el control. Contrario a estos 

resultados, Granados-Amores et al. (2024) reportaron una disminución significativa en la 

actividad de la SOD en la gónada y glándula digestiva de la ostra perlera (Pt. sterna) injertada con 

autoinjertos y aloinjertos entre las 3 a 9 h. Por otra parte, en la almeja de agua dulce (Hyriopsis 

cumingii Lea) sometida a cirugía de aloinjerto, se observó un incremento en la actividad de la SOD 

a partir del 5to hasta el 10mo día (Li et al., 2010). La comparación de estos resultados no solo 

confirma que los patrones de respuesta antioxidante en los moluscos son específicos de cada 

especie, sino que también refleja las posibles diferencias fisiológicas que existen entre moluscos 

bivalvos sésiles (ostras perleras) y moluscos gasterópodos móviles (abulón). Con H. rufescens en 

particular, las variaciones en la actividad de la SOD sugieren dos posibles explicaciones: (1) la 

enzima actúa de manera eficiente en una ventana de tiempo entre las 4 a 24 h, y a partir de las 

48 h, el efecto estresor de los diferentes tratamientos de injerto provoca un incremento en su 

actividad para contrarrestar la producción del anión superóxido; (2) de manera similar a lo 

observado en el bioensayo de anestesia, la forma de desprender a los abulones (tratamiento 

control) de las paredes del estanque usando una espátula (en cada muestreo) puede ser también 

un estresor para los organismos, lo cual incrementa los niveles de SOD desde el inicio e 
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invisibilizan las reales diferencias en la actividad antioxidante de esta enzima entre control y 

tratamientos. 

En el bioensayo injerto observamos dos patrones opuestos en la actividad de la CAT que están 

relacionadas con el origen del manto. Primero, hubo un incremento significativo en la actividad 

de la CAT en los organismos que recibieron un aloinjerto a las 2 h (aloinjerto > autoinjerto) y 4 h 

(aloinjerto > control y otros tratamientos). Segundo, la actividad de la CAT fue significativamente 

mayor en el tratamiento autoinjerto que en el control y los demás tratamientos, entre las 24 y 48 

h. Dado que existen a la fecha pocos estudios que relacionen la actividad antioxidante y el origen 

del manto (alolinjerto y autoinjerto) con los procesos de injerto en moluscos productores de 

perlas, no es posible establecer un patrón claro para esta enzima. Por ejemplo, se registró 

también un incremento en la actividad de la CAT en la gónada de la ostra perlera Pt. sterna en el 

rango de tiempo de 9 a 12h en el tratamiento aloinjerto comparado con, autoinjerto, pero no se 

observó un patrón inverso (autoinjerto > aloinjerto) a partir de las 24 h (Granados-Amores et al., 

2024). A su vez, se ha observado en la ostra perlera Akoya (P. fucata) un incremento en la 

capacidad antioxidante total de los organismos desde 1 a 13 días posteriores a la colocación de 

un autoinjerto, aloinjerto y un xenoinjerto proveniente de P. máxima y P.margaritifera, indicando 

que se produjo una gran cantidad de radicales libres de oxígeno para acomodar el manto 

injertado sin importar que este fuese de la misma u otra especie de ostra perlera (Wei et al., 

2017). En H. rufescens, asumimos que la reacción más rápida en el incremento de la actividad de 

la CAT en el tratamiento aloinjerto fue provocada por el manto donado sin importar que éste 

fuera de la misma especie, bajo la hipótesis de una posible incompatibilidad biológica que activó 

la respuesta antioxidante. No obstante, esta respuesta fue solo transitoria y posteriormente los 

abulones se recuperaron y la actividad de la CAT volvió a valores similares a los del control. En el 

caso del tratamiento autoinjerto, los cambios en la actividad de la CAT pueden estar asociados a 

un efecto estresor acumulativo como resultado de la doble incisión para retirar un trozo de manto 

y luego la incisión durante la cirugía de injerto. 
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8.2.2 Respuesta inmunológica 

Claramente, las variaciones en el conteo total de hemocitos solo fueron significativas entre el 

tratamiento incisión y el control a las 4 h. No obstante, a partir de las 4 hasta las 48 h el conteo 

promedio de hemocitos en los tratamientos (incisión, autoinjerto y aloinjerto) que se les realizó 

una incisión en la pared abdominal, fueron mayores que el control, pero esas diferencias no se 

reflejaron en términos estadísticos. En cuanto a las variaciones en el número de hemocitos, 

estudios en la ostra perlera P. fucata reportan que posterior al proceso de cirugía de injerto sigue 

una rápida acumulación de hemocitos en el sitio de la herida y posteriormente el trozo de manto 

injertado, también es cubierto por capas de hemocitos (Awaji y Suzuki, 1995; Awaji y Machii, 

2011). De la misma manera, las observaciones histológicas realizadas en P. margaritifera 

demuestran una intensa reacción de infiltración de hemocitos (24 h) en los tejidos de la ostra 

«receptora», incluyendo el tejido conectivo de la glándula digestiva y gónadas que además son 

zonas por las que pasan las herramientas de injerto, manto y el núcleo que provocan laceraciones 

en los tejidos (Cochennec-Laureau et al., 2010). Por lo tanto, concordante con los resultados de 

este estudio, esta respuesta modulada ligeramente a un incremento del número de hemocitos 

circulantes está asociada a los requerimientos de los abulones para llevar a cabo procesos de 

cicatrización de heridas y la reacción al injerto de un trozo de manto en la cavidad abdominal.  

El origen del manto afectó la actividad de la MPO en H. rufescens y se observó un incremento en 

este indicador en el tratamiento aloinjerto (4 a 48 h) al compararlo con el control y demás 

tratamientos en la fracción de hemolinfa libre de células. A su vez, se ha observado en la ostra 

perlera P. fucata el incremento de indicadores de respuesta inmunitaria como la fosfatasa ácida 

(1 a 13 días) y alcalina (4 a 11 días) posterior a la cirugía de autoinjerto, aloinjerto y xenoinjerto 

(manto donado de otra especie) (Wei et al., 2017). En la almeja de agua dulce (Hyriopsis cumingii 

Lea), se reportó un patrón similar de incremento de la fosfatasa ácida a partir de las 24 h hasta 

los 10 días posteriores a la cirugía de aloinjerto (Li et al., 2010). Los resultados de este estudio, 

sugieren una respuesta inmunitaria mayor en el tratamiento aloinjerto, el cual reconoce y 

responde al recibir material biológico de otro abulón donador (pero de la misma especie) pero no 

produce una falla sistémica en los abulones que comprometa la sobrevivencia porque no se 

observaron mortalidades en el tratamiento aloinjerto y en ninguno en particular. 
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En el bioensayo de injerto se observó claramente una mayor concentración ON en el tratamiento 

de aloinjerto al compararlos con el grupo control y demás tratamientos (4 h y 24 h). Esta mayor 

generación de ON sugiere que es la respuesta de los organismos al injerto de una pieza de manto 

proveniente de un donador, que activa el sistema inmunológico, pero de manera transitoria 

porque los abulones son capaces de retornar a niveles similares al control dentro de las 48 h. El 

rechazo del injerto debido a la incompatibilidad inmunológica en aloinjerto es un fenómeno 

común en el cultivo de perlas, que a menudo causa la muerte de la ostra huésped (Wu et al., 

2017), sin embargo, nuestros resultados en abulones muestran una mayor tolerancia inmunitaria 

al aloinjerto. 

Los resultados de este estudio sugieren que la respuesta antioxidante e inmunitaria de H. 

rufescens fue transitoria durante la fase de recuperación de la anestesia y se restableció después 

de 24 h. Por lo tanto, los anestésicos en las dosis y tiempo de exposición fueron tolerados 

satisfactoriamente por los abulones. De la misma manera, la respuesta antioxidante e inmunitaria 

a nivel sistémico por el efecto combinado del proceso de anestesia y de la cirugía de injerto no 

fue muy severa en esta especie de abulón dentro de las 48 h e independientemente del origen 

del manto. Esto demuestra que H. rufescens es una especie resistente que tolera bien ambos 

procesos, por lo que se puede utilizar bien para la producción de perlas considerando los 

protocolos desarrollados en este estudio.  
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9. CONCLUSIONES 

• La evaluación visual de H. rufescens expuesto a diferentes anestésicos indicó que la mayor 

proporción de organismos aptos para injerto se obtuvo, en orden decreciente, con CO2, 

fenoxietanol 3.0 mL L–1 y eugenol 0.25 mL L–1. 

• Por sus efectos adversos, no se recomienda utilizar la benzocaína (provoca rigor del pie) y 

eugenol (ocasiona mortalidades y exceso de producción de moco) como anestésicos para 

fines de cultivo de perlas en H. rufescens. 

• Durante el proceso de recuperación de la anestesia los indicadores fisiológicos, índice 

glucídico y de mucopolisacáridos ácidos, disminuyó e incrementó respectivamente, en la 

gónada, glándula digestiva y músculo del pie al utilizar eugenol 0.25 mL L–1 como 

anestésico. 

• La concentración de total proteínas incrementó al usar fenoxietanol 3.0 mL L–1 y se 

mantuvo hasta las 24 h; en cambio la actividad de la SOD (en todos los anestésicos) 

incrementó transitoriamente y los organismos regresaron a valores similares a los del 

control después de 24 h. 

• Los indicadores de respuesta inmunitaria evaluados en los abulones aptos para cirugía de 

injerto no se vieron afectados por ninguno de los anestésicos utilizados (eugenol 0.25 mL 

L–1, fenoxietanol 0.30 mL L–1 y CO2) durante el proceso de recuperación. 

• El origen del manto (aloinjerto o autoinjerto) provocó un aumento en la actividad 

antioxidante de las enzimas SOD y CAT durante el proceso de recuperación de la cirugía 

de injerto de H. rufescens. 

• La actividad de la mieloperoxidasa y la producción de óxido nítrico incrementaron en los 

organismos que recibieron un aloinjerto en comparación con los que recibieron un 

autoinjerto, por lo tanto, el origen del manto produjo cambios en la respuesta inmunitaria. 

• La respuesta inmunitaria observada en el tratamiento aloinjerto no desencadenó una falla 

sistémica o colapso de los organismos porque no se registraron mortalidades. 

• La evidencia histoquímica, fisiológica, antioxidante e inmunológica indica que H. rufescens 

es un organismo resistente a los procesos de anestesia e injerto y se recomienda utilizar 

CO2 como anestésico y colocar un aloinjerto para fines de producción de perlas.  
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