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Resumen

La industria perlera tiene importancia econdmica en varias regiones del mundo, pero esta
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 abulén Haliotis sp. El abulén 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 basicos de la produccién de perlas. En la
anestesia, se utilizan sustancias (fenoxietanol, benzocaina y eugenol) para minimizar el estrés de
los animales y facilitar su injerto. El injerto es una cirugia delicada en la génada de un molusco
receptor para introducir nucleo 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 irritacion y secrecion de capas de ndcar sobre el nucleo. En el abuldn rojo, las investigaciones
cientificas en torno a los requerimientos de estos organismos para la formacién de perlas son aun
muy escasas. Por lo tanto, el presente estudio se dividié dos bioensayos: anestesia (seleccion de
anestésico) e injerto (efecto del origen del manto, AT y AL). En el bioensayo de anestesia se evalud
la respuesta visual (tasa de relajacidn y recuperacion, organismos aptos para injerto) de cuatro
anestésicos. Los anestésicos eugenol 0.25 mL L™ (EUB), fenoxietanol 3.0 mL L™ (PEB) y CO;
(saturacién) obtuvieron mayor proporcidn de organismos aptos para injerto. Durante la
recuperacién (0.5, 1, 2 y 24 h) se evaluaron indicadores fisiolégicos. Los indices glucidico y
mucopolisacdridos acidos fueron incrementados significativamente por EUB y PEB, mientras que
CO2 mantuvo valores similares al control. En la actividad antioxidante (superéxido 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 éxido nitrico, ON). El bioensayo de injerto la actividad antioxidante (SOD)
incrementd en todos los tratamientos (48 h), CAT aumentoen AL(2y 4 h)y en AT (24y 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 CO; como
anestésico y la practica de aloinjerto para produccidn de perlas en abuldn.

Palabras clave: Acuicultura, anestésicos, injerto, indice glucidico, mucopolisacaridos, 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™%, EUB), phenoxyethanol (3.0
mL L%, PEB), and CO, (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 CO, 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

/

u
~7 1 P'.r.:

Dr. Pedro Saucedo Lastra Dr. Carlos Angulo Valadez
Co-Director de Tesis Co-Director de Tesis



iii
Dedicatoria

A mi esposa (Faba) e hij@s (Javi y Felipe) por apoyarme en este desafio que decidi emprender,
conscientes del sacrificio emocional de tener que separarnos por 4 afios, a ti también Lana

abrazos y lenglietazos de perro feliz, que partiste cuando recién comenzaba este viaje.

A mis padres (Norita y Amable) por sus oraciones y preocupacion para que todo resultase

satisfactoriamente en el desarrollo de mis estudios

A toda mi familia, herman@s, cufiad@s y sobrin@s sentir su apoyo y energias positivas a través
de las redes sociales me permitié sentirme mas acompafiado y conectado con ustedes a pesar de

estar en el otro hemisferio de la tierra.

A mis amistades en México, gracias por invitarme a ser parte de este grupo cosmopolita de
amig@s, de verdad hicieron sentirme muy acompanado y fue muy grato conocerlos a cada uno

de ustedes y disfrutar de cumpleanos, reuniones, playa y mas playa...

A la Peninsula de Baja California, realmente eres un lugar magico me senti felizmente encantado
y acogido, disfrute cada dia tus playas y de los innumerables lugares hermosos que posees, el
recorrer toda la Peninsula en tres ocasiones es un regalo gigantesco para quienes amamos el

contacto con la naturaleza, volveré....



Agradecimientos

Agradezco a las autoridades de CONAHCYT, por el apoyo econdmico brindado mediante la beca

numero 1083555 para llevar a cabos mis estudios de posgrado.

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas de Noroeste, S.C. y a todo el personal de la Direccién de
Estudios de Posgrado y Formacion de Recursos Humanos, por atender todas mis solicitudes,
dudas y requerimientos durante estos 4 afios. Agradecer de manera especial, el apoyo recibido
para realizar mis estancias de investigacién que fueron fundamentales en el desarrollo de la tesis

doctoral.

A mis Co-directores, Dr. Pedro E. Saucedo Lastra y Dr. Carlos E. Angulo Valadez, por todo el apoyo
brindado, en las revisiones y sugerencias que fortalecieron mi proyecto de tesis. Ademas, por

mantenerse atentos a dar apoyo y colaboracién mas alla de los estrictamente académico.

A mi Comité Tutorial, Dr. Andrés Granados Amores, Dr. Rubén Araya Valencia y Francisco
Guardiola Abellan, agradecer las revisiones de mis informes, articulos cientificos, comentarios y
sugerencias en cada una de las reuniones tutoriales que sin duda ayudaron a enriquecer el trabajo

cientifico llevado a cabo.

A todo el equipo del laboratorio de Histologia e Histopatologia de la Unidad Académica de
Pichilingue-UABCS, por las facilidades de equipamiento y materiales otorgadas para procesar las
muestras. En especial al Dr. Andrés Granados Amores y sus estudiantes Ada, Ulises, Vanessa y

Sandra, por el entrenamiento, paciencia, amistad y apoyo.

Al Dr. ). Gabriel Correa y Dra. Tatiana Olivares por todas las facilidades entregadas para llevar a
cabo mis bioensayos en los laboratorios del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
UABC. Asi como también a Enrique, Romario y Don Filidor por estar atentos a apoyarme en la

marcha de los bioensayos.

A todo el equipo del Grupo de Inmunologia y Vacunologia por la capacitacion recibida para
procesar las muestras. En especial a la Dra. Marta Reyes Becerril por resolver cada una de mis
dudas durante la curva de aprendizaje, también al Dr. Abel y al Ing. Hassian por el apoyo en las

actividades de laboratorio.



CONTENIDO
RESUMIEN Leiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeiieiteiiateecrestasiastassssstastassesstestastosssssssstassasssssssssassasssssssssassassssssansas i
SUMMAAIY euiiiuiiiniiieiiteiireireiieeireesiaeitsestrestressrassrassrasstosssesssrsssrassrasssasssasssssssssssrassrasssasssasssonssens ii
(D T=To [1oF= 1 o] 4 T- P iii
DAY =4 = o L=Tol] 4T T=T 41 o L PPN iv
(070141 =T o T o J PPN v
Lista de figUIas. ..ciiieeiiiiiieiiiiiiccctrrc st reen e s ssens s st enssssssesnnssssssanssssssennnssssasnnnnnns vii
T 0 [ - | o1 T ix
1. INTRODUCCION ....c.vcovruereinreersesssessestesessssessessssessssessestssessssessessssestesessessssensssessessssassesessns 1
2. ANTECEDENTES.....citeuiiiiitneiiiitenniertennsieessennseeesenssssssssnsssssssnnsssssssnssssssssnsssssssnnsssssssnsssssssnns 4
2.1 Anestesia en moluscos como terapia pre-operatoria a la formacién de perlas.................... 4
2.2 Anatomia microscépica y funcidén del manto en 10s MOIUSCOS .......cccccuvieeeeciiieeeciiieeeeeieeee, 6
2.3 Injerto de manto para la formacién inicial de perlas en Moluscos.........cccocuveeeeviiieeeeccnnennnn. 7
2.4 Indicadores de respuesta antioXidante........ccceeei e 9
2.5 Indicadores de respuesta INMUNE .......ccoie i e e e e secrrre e e e e e e s e snrreaeeeeeesesennnes 13
3L JUSTIFICACION ....cveeeeiieeieeieeiceessesssessesssesssesssesssesssesssesssesssesssessessssessesssesssesssesssasssesssanes 16
B, HIPOTESIS .....veoveeeretrresteessesessessssessssessestesesssssssessesessessssesessessssessessssestessssessssessssessesesssnsnns 17
TR0 121 1 0 1N 18
ST O] oY1= A Vo L= =T o 1T | SRR 18
5.2 ObjJetivoSs PArtiCUIGIES ...eeeieeiee ittt ettt e e e et e e e e e e e s e araeeeeeeeeeesssbssaeeeeeeeeenannes 18
6. MATERIAL Y METODOS ......cceeueeurerenessestssessesessessesessssessssessessesesssssssessssessssesssssssssssssssasssnes 19
(oI 2 Y10 T=T o 1= 1o T =T LT o T S 19
6.1.1 Obtencion de abUIONES .........uiii i e e 19
6.1.2 DiSeNo @XPEIIMENTAl ..ueeeiiiiiieiireeeie et e e e e st r e e e e e e e e anrrereeeeeeeeas 19
(ST A 2T ToT=T o 3= 1o I AR T (=] o o J S 21
6.2.1 Obtencion de abUIONES .........uviiieeie e e e 21
6.2.2 DiSeN0 @XPEIIMENTAl ..uveiiiiiiieiirieeeee et e e e e e e e s e e e e e e e e e aarrereeeeeeeens 21
6.3 Indicadores de respuestas de los organismos (Bioensayos 1Y 2) .....eeeeeeeeeeeivcnreeeeeeeeeneennnns 22
6.3.1 Andlisis visual del efecto de los anestésicos (Bioensayo 1) .......cccvvvveeeeeeeeiicinrreeenneeeenn. 22
6.3.2 Indicadores de respuesta fisioldgica (BIO€NSAYO 1) ......vveveeiieiiiiiciirrrereeeeeeieeirreeeeeeee e 24
6.3.3 Indicadores de respuesta antioxidante e inmune (Bioensayo 1y 2) ......ccceeevvvvveeneeennn. 25
6.3.3.1 Concentracion total de proteinas (TP) ...cccceeee e 25
6.3.3.2 Superoxido dismutasa (SOD)........eeicciieeeeiiiie et e e e e e s e e e e saree e e e eaaeea s 26
6.3.3.3 Catalasa (CAT) coccvrreeiiiiii ittt s e e e s e e e e e e e s ssbbbberreseessessasbbeeereeeeenas 26
6.3.3.4 Recuento total de hemocitos (RTH) .occuvveeiiiiiiiiiiiiiieeeec et 26
6.3.3.5 Mieloperoxidasa (MPO) ...ttt e e e earre e e e aaeea s 26
5.3.3.6 OXIAO NIEFHICO (ON) 1.ttt ettt et e eee et et e ese et et eseeteeeesesseteressessenesresnenas 27
6.4 Analisis estadisticos de resuUltados.......coic i e e e e 27
7. RESULTADOS. ... iiieeeeceitenneeerttnneeeteenssseseeensssessenssssssssnsssssssnnssssssenssssssssnsssssssnnssssessnnssssnann 28
7.1 Bioensayo 1: Efecto de 10S anesteSiCOS......uiiiiiiiiiiiiiiiiiee ittt e e 28
A B N = L ERY S U | PSR 28
7.1.2 Indicadores de respuesta fiSiOlOZICa .......uvviiriiieeiiiiiiee e 33
7.1.2.1 INdICe GIUCIAICO (IG) ..ttt ettt ettt ettt e e enns 33

7.1.2.2 Iindice de mucopolisacaridos 4CidOS (IMA)........ccoeereeuieeeeeeeieee e 35



7.1.2.3 Indice de LIpofUuSCiNa (ILF) .....cveveveeereeieeeeseeeeseeseeeeeereees e eesees st es s seseseasenans 37

7.1.3 Indicadores de respuesta antioXidante........cccuuveiiiiiiiriiiiieee e 39
7.1.3.1 Concentracion total de proteinas (TP) ....cueecveeerieeeriee et 39
7.1.3.2 Superdxido dismutasa (SOD)....ccccueeiciieeieeciee et see et e e srae e sree e e e e 41
7.1.3.3 Catalasa (CAT) weeeeeceeeeeiieeeeeeeetee et ettt e et e st e e sate e e sat e e e saaeeesaeesaaeesaseeesnseeennnes 43

7.1.4 Indicadores de respuesta iNMUNITATIA .....oooecveeeiiiiieeeeriiee e seee e 45
7.1.4.1 Recuento total de hemocitos (RTH) ....eecuiieeiieiiiieccee e 45
7.1.4.2 MieloperoXidasa (MPO) ......ccccueiiiuieeiiieecieeeetee e siee e ste e e steeesae e e saae e saae e s reeesaneeeenns 46
7.1.4.3 Produccion de oxido NItrico (ON)....coccvurreeeiiiiiiiiiireeeeee et eeeenrreeeee e e e 48

7.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugia de injerto y origen del manto .......ccccceveciveeeecciiee e, 50
7.2.1 Indicadores de respuesta antioXidante........ccccceeei et 50
7.2.1.1 Concentracion total de proteinas (TP) ..eccccueeeicecieee e e 50
7.2.1.2 Superoxido dismutasa (SOD)........eeiccuieeeeiiiiee et esee e e e e eerre e e e e rarae e e e snaeea s 52
7.2.1.3 Catalasa (CAT) coccurreeeriieiiiiiiireee e ee ittt e e e e e eesaabare e s e e e e e seasbbaereeeeessessasbrerereseeenns 54

7.2.2 Indicadores de respuesta iNMUNItAria .......ccceeeeeeiieccciiiieeee e e e e 56
7.2.2.1 Recuento total de hemocitos (RTH) ..cccuveeeiiiiiiiiiiiiieei e 56
7.2.2.2 Mieloperoxidasa (MPO) ...t e et e e e arae e e e enaeea e 57
7.2.2.3 OXIid0 NIEFCO (ON) 1eveeeeeeeeeeeeeteeee et eeeeeee et e et ese et eseeeeesetesetesereeeeseeseseeeseseneenens 59

8. DISCUSION.......coviuieretirertsesseessestssessssessestssestssesssssssestesessessssessssestesessessssessesessesessessssessases 61
8.1 Bioensayo 1: Efecto de 10S anesteSiCOS......uuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 61

S I I 3 =Y or o IRV 1YW T SIS 61
8.1.2 ResSpUESta fiSIOIOZICA ..ueveeiiie it e e e e e e e e et eeaaaeeas 64
8.1.3 Respuesta antioXidante........cccccvrieiieee ettt e e e eestrr e e e e e e e e eanrrereeeeeeeens 66
8.1.4 Respuesta iNMUNOIOZICA .....cccuvrrieiiee e cecirrteeee e e eeccerrree e e e e e e esbnrreeeeeeeesennnrraseeeeeeeens 68

8.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugia de injerto (autoinjerto y aloinjerto).......ccccevvvveeveeeeenennns 71
8.2.1 Respuesta antioXidante........ccccivrieiiiee ettt e e e e et e e e e e e e e enrrereeeeaeeens 71
8.2.2 Respuesta iNMUNOIOZICA .....cccuvrrieiiee ettt e e e et e e e e e e esbrrrereeeees s e nnrraeeeeeeeeens 73

9. CONCLUSIONES.....ccuuiiiiiinniiiiinnniiiiensisiiesssisimssssssstsssssssssssssssssssnsssssssnssssssssssssssssnnsssssssnnes 75
10. LITERATURA CITADA .....ciieeiiiitinniiiiieaesisiienssisiiesssississsssssstsnsssstassssssssssnsssssssnssssssssnssssss 76
L1, ANEXOS ...oeiiiiiiiniiiiienenieiiinesiiiieessisstsenssisstenssssstsesssssssssnssssssenssssssassssssssssnsssssssnssssssssnnsssns 89
Anexo A. Articulo publicado.-Comparative analysis of anesthetic agents used in pre-operative
therapy for pearl culture in the red abalone Haliotis rufescens (Swainson, 1822). .................. 89

Anexo B. Articulo publicado.-Modulation of systemic antioxidant and immune responses in
red abalone (Haliotis rufescens) during the recovery phase of anesthesia, in preparation for
{1 AV = VT =<1 o TP 97



vii
Lista de figuras

Figura 1. Variaciones temporales en los porcentajes de anestesia observados como respuesta
visual al estimulo en el abuléon rojo (Haliotis rufescens) sometido a distintos tipos vy
concentraciones de anestésicos. Tratamientos: EUA: Eugenol 0.25 mL L™%; EUB: Eugenol 0.15 mL
L™%; PEA: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 1.5 mL L™%; BZA: Benzocaina 0.30 g L™%; BZB:
Benzocaina 0.15 g L™!; CO2: CO; saturacidn. Se presenta la media + DE. Las diferentes letras entre
columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).........ccccceeeeivveeennnns 29
Figura 2. Variaciones temporales en el indice glucidico del abuldn rojo (Haliotis rufescens)
posterior al proceso de anestesia en aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto.
PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva; GO: goénada; MTO: manto.
Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; CO2: CO; saturacién 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.

Figura 3. Variaciones temporales en el indice de mucopolisacaridos acidos en el abuldn rojo
(Haliotis. rufescens) posterior al proceso de anestesia en aquellos tratamientos con organismos
aptos para injerto. PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva; GO: génada; MTO:
tejido del manto. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; CO2: CO;
saturacion 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
(o [ <10 4T o Yo TP PRURRR 36
Figura 4. Variaciones temporales en el indice de lipofuscinas en el abuldn rojo (Haliotis rufescens)
posterior al proceso de anestesia en aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto.
PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva; GO: génada; MTO: tejido del manto.
Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; CO2: CO; saturacién 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.

Figura 5. Variaciones temporales en la concentracién total de proteinas en la hemolinfa libre de
células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de
Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™ y
CO2: CO; saturacidn. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). ......cccoceeeeeiiieeeeeciieeeeeciieeeeas 40
Figura 6. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de superdxido dismutasa (SOD) en la
hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el
Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol
3.0 mL Ly CO2: CO; saturacidn. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre
columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05)........cccccceeeeivveeennns 42
Figura 7. Variaciones temporales en la actividad enzimdatica de catalasa (CAT) en la hemolinfa libre
de células (A) y hemocitos lisados(B) de abulén rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de
Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL Ll y
CO2: CO; saturacion. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). ......ccccceeeeeiieeeeeciieeececrieeeeas 44



viii

Figura 8. Variaciones temporales en el nimero de hemocitos en la hemolinfa de abulén rojo
(Haliotis rufescens) sometido a diferentes anestésicos. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%;
PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™; CO2: CO; saturacién y CT: Control. Se presenta la media * error
estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los
Tratamientos (P<O.05). c..viiiiiieeeiie ettt et e e ae e e e e et e e e bt e e eaa e e e ba e e sbeeeebeeeeaeeeenreeennree s 45
Figura 9. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de mieloperoxidasa (MPO) en la
hemolinfa libre de células(A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el
Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol
3.0mL Ly CO2: CO; saturacidn. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre
columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).........ccccceeeeivveeennnns 47
Figura 10. Variaciones temporales en la concentracion de dxido nitrico (NO) en la hemolinfa libre
células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldon rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de
Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™ y
CO2: CO; saturacion. Se presenta la media * error estdndar. Las diferentes letras entre columnas
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). .......cccceeeiiiieeeeiiieeececiiee e 49
Figura 11. Variaciones temporales en la concentracidn total de proteinas en la hemolinfa libre de
células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto.
Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisidon; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se
presenta la media + error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (P<O.05). .....cuiiiiiiiiiee e e e e e e e araeeeeaes 51
Figura 12. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de superdxido dismutasa (SOD) en
la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el
Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisidon; AT: Autoinjertoy
AL: Aloinjerto. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). .....ccceveeeeeivccinrreeeee e, 53
Figura 13. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de catalasa (CAT) en la hemolinfa
libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de
Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisién; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto.
Se presenta la media + error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05). ....eeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e eeeeerrer e e e e e eeareeeees 55
Figura 14. Variaciones temporales en el numero de hemocitos en la hemolinfa de abuldn rojo
(Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: AN: Anestesiados; IN: Incisidn; AT:
Autoinjerto (manto propio); AL: Aloinjerto (manto donado misma especie) y CT: Control. Se
presenta la media + error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias
significativas entre 10s tratamientos (P<O.05). ...ueeeeiieiiiiiiiiiieeiee e eeeerrrere e e e e e eeanareeeees 56
Figura 15. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de mieloperoxidasa (MPO) en la
hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el
Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisién; AT: Autoinjertoy
AL: Aloinjerto. Se presenta la media + error estdndar. Las diferentes letras entre columnas
denotan diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). .......cccceeeeeiieeeeeciireeeecreee e 58
Figura 16. Variaciones temporales en la concentracion de éxido nitrico (NO) en la hemolinfa (A) y
hemocitos (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT:
Control; AN: Anestesiados; IN: Incisidn; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media +
error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los
Tratamientos (P<O.05). .....ueiiiieiiee et e e et e e e et e e e e et e e e e e e aae e e e e araeeeeearaeeeeanraeeeennnres 60



Lista de tablas

Tabla 1. Resumen del efecto visual de los diferentes anestésicos en el abuldén rojo (Haliotis
rufescens). Se presentan los valores promedios + desviacion estandar ........c.ccoceeveeeeeeeeeeccenennn, 32



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el cultivo de perlas (perlicultivo) es una de las actividades acuicolas
econdmicamente mas rentables, respetuosas con el medio ambiente y socialmente responsables
(Zhu et al., 2019; Southgate, 2021; Saucedo et al., 2022), la cual generd en 2020 un comercio de
cerca de 450 millones de délares (The Observatory of Economic Complexity, 2022). A su vez, esta
actividad acuicola promueve ingresos por exportacion de perlas, genera empleos para los locales
y ofrece importantes oportunidades de subsistencia a grupos de mujeres y jovenes en muchas
comunidades de paises desarrollados y en vias de desarrollo (Saidi et al., 2017; Johnston et al.

2020; Southgate et al., 2019).

Histéricamente, 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 dia en un proceso de
diversificacién en busqueda 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-Salmdén y Davis, 2007), las almejas de agua dulce (familia
Unionidae) (Saucedo et al. 2015) y el abuldon Haliotis spp. (Monteforte y Bervera 2010; Rojas-
Figuera et al. 2019). Dentro de las especies de abulones que existen, Haliotis rufescens (abulén
rojo), aparece como candidato ideal para el perlicultivo y en los Ultimos afios se han dedicado
serios esfuerzos para investigar los factores que influyen en la formacion del saco perlero y perlas
(Rojas-Figueroa et al., 2019, 2023; Sdez-Saavedra et al., 2024a, b) y en la produccién comercial de
perlas (Araya et al., 2020). Otro aspecto que agrega importancia a este recurso, es que
actualmente se cultiva para consumo humano Unicamente, por lo que producir perlas a partir de
esta especie, significaria un aprovechamiento integral del abuldn afiadiendo un valor agregado

interesante de explorar.

En moluscos (ostras perleras), las etapas basicas del ciclo de produccién de perlas lo constituyen
la anestesia o relajacion (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
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(Granados-Amores et al. 2017, 2018). Entre las sustancias que se han evaluado en los ultimos
afios con este fin, las mas comunes incluyen el 2-fenoxi-etanol (Mamangkey et al., 2009),
fenoxipropanol (Norton et al., 1996; Kishore et al., 2022), benzocaina (Acosta-Salmdn et al., 2005;
Kishore et al., 2022), aceite de clavo o eugenol (Bilbao et al., 2010; Norton et al., 1996), MS-222
o tricaina de metasulfonato (Monteforte et al., 2004), y cloruro de magnesio (Acosta-Salmén y

Davis, 2007).

Por su parte, el injerto es una cirugia que conlleva una incision o herida en la génada de una ostra
receptora para introducir un nucleo esférico y una pieza de manto obtenida de una ostra
donadora (Southgate, 2008; Taylor y Strack, 2008). Esta herida provoca una irritacién en la ostra
receptora, con la cual el manto injertado inicia la secrecién de capas de nacar que se depositan
de forma gradual sobre el nucleo 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
aireacion 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, varia mucho en funcién
de la especie, habilidad del injertador y factores ambientales, por lo que las estadisticas mundiales

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

A pesar de que los moluscos carecen de un sistema inmune adaptativo, descansando Unicamente
sobre un sistema inmune innato como primera linea de defensa contra patégenos y estresores
(Tiscar y Mosca, 2004; Ren et al., 2016), se acepta que puede existir una respuesta fisiolégica e
inmunoldgica durante la relajacion y particularmente durante el injerto, asociada a un cierto
grado de rechazo por incompatibilidad bioldgica, sin importar que el donante de manto durante
la cirugia de injerto sea de la misma especie. No obstante, poco es lo que se ha estudiado sobre
el efecto del injerto en la fisiologia 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 cirugia 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 afios recientes esta técnica para producir perlas con tonos cromaticos



3

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 sera injertado, se habla
de un autoinjerto, y puede ser importante bajo la hipdtesis 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 abuldn (Haliotis sp.).

El presente proyecto de tesis plantea utilizar herramientas histoldgicas, histoquimicas,
bioquimicas, enzimaticas y para profundizar en los mecanismos de respuesta fisioldgica,
antioxidante e inmunoldgica en abuldn rojo (Haliotis rufescens) sometido a los procesos de
anestesia e injerto de manto de diferente origen, como parte del proceso inicial de formacion de
perlas. El propdsito esta orientado en seleccionar el anestésico y método para la colocacion de
los injertos mas adecuado para la especie, con el fin de reducir el estrés fisiolégico y la tasa de

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



2. ANTECEDENTES
2.1 Anestesia en moluscos como terapia pre-operatoria a la formacion de perlas

En actividades de acuicultura, el uso de anestésicos es una practica 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 rapido a nivel celular para
facilitar la manipulacién y recuperacion del organismo (Mamangkey et al., 2009). Otras
consideraciones importantes son el costo, disponibilidad, facil manipulacién y baja toxicidad para
animales, humanos y medio ambiente (Soto y Burhanuddin 1995; Ross y Ross, 2008). Los
anestésicos actlan induciendo una depresion generalizada sobre el sistema nervioso central,
producida por una accién sobre los axones nerviosos a través de la liberacién de
neurotransmisores, o modulando la permeabilidad de la membrana, o una combinacion de estas
acciones, lo que provoca supresion del dolor y pérdida de sensibilidad (Ross y Ross, 2008). El Unico
principio unificador de la accidn anestésica es que los anestésicos interactian 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 idnicos (Arhem et al., 2003).

En moluscos, particularmente aquellos de uso comercial en la acuicultura, uno de los anestésicos
mas 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-Martinez et al., 2012), asi como en el caracol Strombus
gigas (Acosta-Salmon y Davis, 2007) y los cefalépodos 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, generd
altas mortalidades en muchos organismos. El eugenol, si bien ha probado ser un relajante
adecuado para el manejo de especies de abuldn como Haliotis tubertucalata coccinea, no es
recomendable para actividades de perlicultivo porque provoca contraccién del musculo del pie
(Bilbao et al., 2010); en el caso de H. discus hannai, provocd mortalidad, despigmentacion del pie

y contraccién 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;
ademas los organismos produjeron exceso de moco y sufrieron mortalidades bajo el efecto del

eugenol (Burke et al., 2001).

La benzocaina ha sido efectiva como anestésico con las ostras perleras P. fucata 'y P. margaritifera
(Acosta-Salmon et al., 2005), aunque se reporta que induce al desove espontaneo en algunas
especies como Pt. sterna (Granados-Amores et al. 2017). La benzocaina disuelta en etanol es
usada de manera regular en los cultivos de abulén para remover los organismos desde los
estanques y ha mostrado ser un eficiente anestésico, favoreciendo una rapida recuperacion y baja
mortalidad de los organismos (Edwards et al., 2000). En Haliotis iris, ha sido muy efectiva para
relajar al abuldn, aunque provoca rigor y cambio de coloracién 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.
albinay P. margaritifera (Norton et al., 1996) y P. maxima (Mamangkey et al., 2009). La utilizacion
de fenoxietanol en especies de abuldn 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 flacido y
extendido y sin mortalidades posterior a la recuperacion. 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 abuldn se han concentrado principalmente en la
eficacia de algunas sustancias y su efecto en el tiempo de recuperacion, mortalidad y crecimiento
somatico 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 fisioldgico en el abuldn (Haliotis sp.), particularmente
si ocasiona dafios a los tejidos blandos. De estos estudios se desprende que cada especie de
molusco, no solo tiene un umbral de respuesta Unico que varia entre anestésicos, dosis y tiempos

de exposicidn, sino que el anestésico, dosis y tiempo de exposicidon dptimos para una especie en
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particular pueden no ser adecuados para otras especies. Recientemente, se reportd 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
sobreproduccidon de moco por irritacion de los tejidos blandos, desoves espontdneos, dafo

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

2.2 Anatomia microscopica y funcion del manto en los moluscos

En los moluscos, el manto es el tejido responsable de un gran nimero de funciones especializadas,
como capacidad sensorial, almacenamiento de nutrientes, direccidn de corrientes alimenticias, y
proteccion de érganos internos. Igualmente, en el manto se regula la integracion de una compleja
matriz orgdnica de polisacdridos y proteinas como la conchiolina, asi como de otra matriz
inorganica de cristales de carbonato de calcio, calcita y aragonita que forman parte del proceso
de biomineralizacidon de la concha (Acosta-Salmdén y Southgate, 2005a; Olivera-Bonilla, 2006;
Nudelman, 2015). Estos compuestos llevan todas las instrucciones de fabricacién de estructuras
mineralizadas a nano-escala, las cuales estdn codificadas en el genoma y son especie-
dependientes, por lo que se encargan de regular la deposicién de patrones micro arquitecténicos
de color y lustre de la capa interna nacarada (Jackson et al., 2006; Levi et al., 1998; Acosta-Salmdn
y Southgate, 2005a; Nudelman, 2015). Sin embargo, los mecanismos precisos de formacion 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 vy
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).

Anatémicamente, el manto estd compuesto por tres regiones o zonas claramente definidas:
marginal (formada a su vez por tres |6bulos, interno, medio y externo), paleal y central (Zuiiga,
1998; Pérez, 2000; Fougerouse et al., 2008). Histoldgicamente, la regidén marginal presenta un
epitelio de recubrimiento interno y externo separado por una capa de tejido conectivo, nervios y
fibras de colageno y musculares (Dix, 1973; Jabbour-Zahab et al., 1992; Fourgerouse et al., 2008).
En cada region y I6bulo de esta region se distinguen diferentes tipos celulares caracteristicos que

se encargan también de diferentes funciones especializadas durante el proceso de
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biomineralizacién y secrecion de nacar (Fougerouse et al., 2008; Awaji y Machii et al., 2011). Por
ejemplo, el I6bulo externo regula la formacion del periostraco (o capa externa), el I6bulo medio
la formacioén del mesostraco (capa prismatica, calcarea o intermedia que le da grosor a la concha)
y el I6bulo interno la formacion del endostraco (capa interna a de nacar). En la regidon marginal,
el manto posee células secretoras de mucopolisacdridos acidos que pueden participar en el
transporte de calcio, asi como células secretoras con abundante ARN, presencia de polipéptidos
diversos y alta actividad enzimatica de anhidrasa carbdnica en las células epiteliales (Garcia-Gasca
et al., 1994; Gao et al., 2015). La regién 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 nacar en cada especie de molusco (Checa, 2000; Marin et al., 2007), lo cual a

su vez la hace propicia para la donacion durante el proceso de injerto para la formacién de perlas.

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

La técnica original de injerto desarrollada en Japdn a finales de los afios 1800s bajo el nombre
‘Mise-Nishikawa’ conlleva una cirugia denominada injerto, que es la que se utiliza hoy en dia con
todas las especies de ostras perleras del mundo para la produccién 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 algin agente anestésico como los descritos en la seccién
2.1 (e.g. benzocaina, 2-fenoxi-etanol, eugenol, etc.) para reducir el estrés y lograr una facil
manipulacién del organismo. Una vez que la ostra estd anestesiada, es inmediatamente colocada
en una base especial de injerto con las dos valvas abiertas mediante una cuiia de madera o PVC.
El segundo paso consiste en realizar una pequefia incisién, o herida, en el area de la génada y con
una espatula se abre un canal superficial hacia la parte mas distal de este tejido, concretamente
en una estructura de tejido conectivo blando conocida como ‘asa intestinal’; ahi se coloca un
nucleo esférico elaborado de concha de unos 6 a 15 milimetros de didmetro (dependiendo de la
talla de la ostra perlera ainjertar) y una pieza 1 a2 mm? 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
cirugia debe realizarse de manera rapida y con precision en un tiempo no mayor a 2 min. Las
ostras recién injertadas son transferidas a tanques de recuperacion para ser observadas por un

periodo de 24 a 48 h para descartar casos de mortalidad y rechazo de nlcleos. Finalmente, las
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ostras que sobreviven y retienen el nicleo 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 cuestion, 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 formacion de
perlas en las ostras perleras P. fucata (Suzuki et al., 1991; Awaiji 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-Salmén y Southgate, 2005b; McGinty et al., 2010) y P.
maxima (Dix, 1973; McGinty et al., 2010). Posterior a la cirugia de injerto, se inicia el delicado
proceso de regeneracion de las células epiteliales del manto injertado, con el fin de encapsular al
nucleo inerte y formar una ampolla llamada ‘saco perlero’ (Kishore et al., 2016). Esta ampolla,
que se forma por la actividad mitética de las células epiteliales del manto en respuesta a la herida,
comienza a secretar capas concéntricas de nacar que se van depositando gradualmente sobre el
nucleo hasta formar la perla (Cahn, 1949; Awaji y Machii, 2011). La formacion del saco perlero
estd supeditado a la estrecha y delicada union entre el injerto de manto y el nucleo esférico, la
cual se mantiene Unicamente por tensién superficial o adherencia (Kishore y Southgate, 2016).
Otros factores que intervienen en esta union son la temperatura, salinidad y concentracion de
oxigeno del agua (Awaji y Suzuki, 1995; Olivera-Bonilla, 2006), por consiguiente, este proceso
puede tomar entre 15 y 20 dias como se reportd en la ostra perlera P. margaritifera (Herbaut et

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

La técnica de injerto de manto para produccion de perlas esféricas en abuldn es una adaptacién
del método utilizado en ostras perleras, considerando las claras diferencias anatdmicas y
fisioldgicas que existen entre moluscos bivalvos y gasterdpodos. Igualmente inicia con una etapa
de anestesia de los organismos, en la cual un agente anestésico (generalmente CO;) es disuelto
en agua de mar a saturacién (Soza-Chinchilla, 2014) para relajar los tejidos y facilitar la
manipulacidn y acceso a la zona de injerto. Luego que el organismo esta anestesiado, es ubicado
en una mesa de diseccidn (sin la necesidad de uso de una base de injerto, como en las ostras
perleras) para separar el musculo del pie de la pared abdominal. Como segundo paso, con un

bisturi se realiza una pequefia incisidn en la zona dorsal de la pared abdominal para introducir un
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nucleo esférico (7 a 9 milimetros) y un trozo de manto de 4 mm? aproximadamente, obtenido de
un abulén 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 quirudrgica en la zona
de incisién, con el objetivo de reducir la tasa de rechazo de nucleos, que suele ser en promedio

un 30% (sin sutura quirargica >80%).

Posteriormente, los organismos injertados son llevados a recuperacién en un estanque con flujo
continuo de agua de mar con aireacidn 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 nucleo y manto
son injertados al interior de la génada (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 érganos internos del abuldn. Lo anterior incide en la delicada adhesion por
tensién superficial que deben mantener nucleo y trozo de manto para la formacién del saco
perlero, haciendo evidente las diferencias anatdmicas entre ambos grupos de moluscos. Otra
diferencia entre moluscos bivalvos (que son sésiles) y gasterépodos (de vida libre), es que en el
abulén el musculo del pie ejerce una fuerte presidén sobre sus drganos internos (incluyendo el
area de injerto) al realizar movimientos de desplazamiento, pudiendo afectar la formacién del
saco perlero al separarse el nucleo del trozo de manto o incrementar la tasa de rechazo al expulsar

el nucleo. En consecuencia, esto reduce considerablemente el éxito en la produccién de perlas.

2.4 Indicadores de respuesta antioxidante

El estrés oxidativo ocurre en todos los organismos vivos (vertebrados e invertebrados) que estan
expuestos a factores exdgenos y enddgenos cambiantes, y comunmente implica un desequilibrio
entre pro-oxidantes (especies reactivas de oxigeno o ERO) y antioxidantes (antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos), a favor de los primeros (Seis, 1991; Guerra et al., 2012), mientras
que la definicién actualizada lo describe también como un desequilibrio en el estado redox (Seis,
2015). De igual manera, la amenaza por estimulos intrinsecos o extrinsecos al equilibrio dindmico
de los organismos (homeostasis) se denomina estrés (Sokolova et al., 2012). En condiciones
normales, la generacion y eliminacién de ERO estd bajo un delicado control celular que permite
mantener estos compuestos en concentraciones relativamente bajas y asi asegurar que

participen en vias de sefializacidn celular y numerosos procesos fisiolégicos (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 oxigeno disuelto, el pH (Wei et al.,, 2022); o también a pesticidas, metales pesados,
hidrocarburos, quimicos mutagénicos y radiacidon entre otros, producen como resultado un
incremento en la produccion 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
concentracién de ERO a su estado inicial, y éstas se mantienen por un largo periodo de tiempo,
el proceso se denomina ‘estrés oxidativo cronico’. 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 esta la SOD (superdéxido dismutasa), la cual cataliza la dismutacion del
Oze—a H;0, y agua (Fridovich, 1998; Buttemer et al., 2010). La glutatién peroxidasa (GPx) es una
enzima selenio dependiente que ayuda a catalizar la reduccion del peréxido de hidréogeno (H203)
o lipoperoéxidos (L—OOH) utilizando como agente reductor al glutatién reducido (GSH) (Cardenas-
Rodriguez et al., 2008; Grilo et al., 2018). La CAT (catalasa) es otra enzima antioxidante con
actividad peroxidasa que se encarga de descomponer el H,0; en agua y oxigeno (Peraza, 2008;

Jaganjac et al., 2022).

Estudios relacionados al efecto de estresores como metales pesados, han mostrado variaciones
en la actividad enzimatica 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 glandula 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 desecacion en P. fucata, afectaron la actividad de
la SOD en la glandula digestiva, mostrando niveles significativamente mas 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 glandula digestiva del abuldn 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 observé una mayor actividad de esta
enzima en el musculo aductor y manto de los organismos al ser tratados con cloruro de magnesio
y benzocaina, respectivamente (Granados-Amores et al., 2018). En el abulén H. discus hannai
sometido a condiciones de hipoxia (2.5 mg O, L™), la actividad de CAT en la hemolinfa se
incrementd 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 abulén hubo una reduccién en la actividad de CAT en branquias y glandula digestiva

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

El uso de diferentes anestésicos (eugenol, benzocaina, 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 glandula digestiva) fue significativamente mas baja que el grupo control en
organismos expuestos a diferentes concentraciones de cobre (0.05 a 0.5 uM) 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 abuldn 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

oxigeno (Vosloo et al., 2013).

Por otra parte, se sabe que los lipidos de la membrana constituyen un blanco de accién de las
ERO, lo que puede resultar en una peroxidacién lipidica por la descomposicién y produccidn de
una variedad de sustancias, incluyendo etano, pentano y aldehidos (Sukhotin et al., 2002; Nikki,
2016). Por lo tanto, la formacién excesiva de lipidos peroxidados ha sido reconocida como buen
indicador de dafio oxidativo y cuantificada como sustancias reactivas al acido tibobarbiturico

(TBARS), dando como producto final de la peroxidacién lipidica el malondialdehido (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 glandula digestiva es un tejido de gran importancia para el monitoreo de
niveles de TBARS, debido a los altos niveles de lipidos y acidos 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 promovid un aumento significativo en la produccién de TBARS en
el musculo aductory el tejido del manto. Por el contrario, la exposicién a fenoxipropanol favorecié
la menor acumulacién de TBARS en todos los tejidos y, como tal, la menor peroxidacion de los
lipidos de membrana (Granados et al., 2018). En el abulén verde (H. discus hannai), el contenido
de MDA incrementé significativamente en branquias y glandula digestiva conforme Ia
concentracién de homo-yesotoxina aumentd (0—10 ug L) luego de 12 h de exposicién 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 Oz L) por un periodo de cuatro meses (Nam et al., 2020).

Las lipofuscinas, o pigmentos del envejecimiento, son agregados de proteinas oxidadas, lipidos y
metales no degradables, y la acumulacién de estos provoca un dano relevante porque no pueden
degradarse por procesos enzimaticos ni eliminarse por exocitosis (Winston, 1991; Terman y
Brunk, 2004; Jung et al., 2009; Hohn et al., 2011). Las lipofuscinas pueden inhibir la degradacidn
de proteinas oxidadas, incluyendo las proteasas lisosomales y del proteosoma, haciendo que
éstas sean menos funcionales. A través de un indice que cuantifica la acumulacion 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 benzocaina, respectivamente, durante el proceso de
anestesia para la formacién de perlas (Granados et al. 2017). En la almeja Catarina Argopecten
ventricosus, la acumulacién de lipofuscinas en los tejidos blandos resulté del dafio oxidativo
después de la temporada principal de desove, cuando los animales estaban agotados
energéticamente (Guerra et al., 2012). Dicho dafio, también ocurrié en las génadas y los tejidos
somaticos involucrados en la reproducciéon de las ostras Crassotrea gigas y Crassostrea
corteziensis en respuesta a fluctuaciones drasticas en la temperatura del agua (Rodriguez-

Jaramillo, 2014).
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En conclusidn, se desconoce por completo el efecto que pueden tener ciertos anestésicos como
agentes estresores en el abulén (Haliotis spp.), particularmente durante la etapa inicial de
recuperacién de la anestesia, provocando cambios fisioldgicos ligados a los mecanismos de
utilizaciéon de reservas energéticas. Igualmente, se desconoce si estos cambios podrian estar
relacionados con la produccién de enzimas antioxidantes (como la CAT, GPx o SOD), con los
niveles de TBARS como indicador de peroxidacidn lipidica, y con la produccion de lipofuscinas, las

cuales estan 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 clasificacidn 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 granulos citoplasmaticos y son el tipo mas abundante, tienen
una alta actividad fagocitica y contienen enzimas hidroliticas y oxidativas. Por otro lado, los
hialinocitos tienen pocos o ningln granulo, suelen ser mas pequeios que los granulocitos, tienen
una alta relacién nucleo/citoplasma y pueden ser no fagociticos o menos que los granulocitos
(Moreira et al., 2019). Los hemocitos también se dedican a la reparacidn de la concha y tejidos
blandos, asi como al transporte de nutrientes, excreciéon de metabolitos, osmoregulacién 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,
produccién de ERO, sintesis y liberacion de proteinas efectoras y péptidos antimicrobianos (Mitta

et al., 2000).

Los estudios sobre la inmunidad en moluscos generalmente se centran en cuantificar varios
parametros inmunes de la hemolinfa, como la cantidad y lisis de hemocitos circulantes, actividad
antioxidante, estallido respiratorio (formacién de moléculas altamente reactivas al oxigeno, como
el i6n superdxido y el perdxido de hidrégeno) y actividad fagocitica (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 mas utiles para medir estos cambios e indicadores inmunes mediante citometria 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 parametros inmunes y fisioldgicos
en abuldn (H. rubra) reportan que los recuentos de hemocitos circulantes aumentaron
rapidamente 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 fagocitica y de enzimas de
respuesta inmunitaria como la fenoloxidasa disminuyeron después del desove en el abuldn
Haliotis tuberculata durante los pequefios flujos de temperatura en verano. Sin embargo, no
guedd claro qué efecto directo tuvo la temperatura del agua sobre estos parametros inmunes,
en relacidn con el estrés del desove (Travers et al., 2008). Por su parte, la actividad antibacteriana
aumentd de forma transitoria con estrés por calor y luego disminuyd por debajo de los niveles de
referencia en el abuldn 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 acida (ACP) en las distintas
especies de abulones, aunque se ha encontrado una elevacidn significativa de ACP en el abuldn
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 disminucién significativa del nimero 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 dias después de que se realizd la
operacion de injerto para la produccién 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 dias 1y 13 y los dias 4 a 11 dias
posteriores al injerto, respectivamente (Wei et al., 2017). Estos autores también reportaron que
la actividad de lisozimas en los grupos experimentales fue significativamente mas alta que en el

grupo de control a los 4-11 dias después de la cirugia de injerto y volvieron a la normalidad a los
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13-15 dias. Estos resultados indican que la herida por la cirugia y las piezas de manto insertadas
conducen a una respuesta inmune por parte de los animales, aunque todavia se carece de
informacién suficiente al respecto para entender bien los mecanismos inmunes que activan estas

respuestas en los animales.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos anos, el potencial de aprovechamiento del abulén para el cultivo de productos de
alto valor agregado, como las perlas, se ha evaluado con éxito en paises como México y Chile.
Esto ha dado como resultado importantes avances en la adaptacion de la tecnologia de cirugia de
injerto desarrollada para moluscos bivalvos sésiles (ostras perleras) a moluscos gasterdpodos
moviles (abulones), considerando las claras diferencias anatémicas entre organismos ambos

grupos. Esta adaptacién ha representado todo un desafio tecnolégico.

Por otra parte, existen suficientes antecedentes que, en el proceso de produccion de perlas, las
etapas pre-operatoria (anestesia) y operatoria (microcirugia de injerto de nucleo y manto) son
eventos estresantes para los organismos y que por lo tanto se esperan respuestas fisioldgicas,
antioxidante e inmunitaria que pueden incidir en la formacién de las perlas. En este contexto,
existe un vacio significativo de informacién para el caso de abulones en cuanto a evaluar una
adecuada seleccidn de un anestésico y entender el posible riesgo de rechazo por incompatibilidad
biolégica que puede sufrir el organismo receptor al recibir un agente extrafio (manto, sin importar

gue éste sea de la misma especie).

Por ello, en el presente estudio se evalué aspectos de la modulacidn fisioldgica, antioxidante e
inmunitaria en el abuldn (H. rufescens) para generar conocimiento cientifico aplicable para la

produccién de perla libre. X
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4. HIPOTESIS

Hipdtesis #1 (Anestesia): Si los agentes anestésicos pueden actuar como estresores, entonces
generaran una respuesta fisioldgica, antioxidante e inmunitaria diferencial en ellos dependiendo

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

Hipodtesis #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 bioldgica en los organismos injertados con una pieza de su propio manto
(autoinjerto), en comparacién 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 fisiolégica, antioxidante e inmunitaria asociada en las etapas pre-operatoria
(anestesia) y operatoria (injerto) durante la etapa inicial de la formacion de perlas en abulén rojo

(H. rufescens).

5.2 Objetivos particulares

e Determinar el tiempo de anestesia, tiempo de recuperacion, supervivencia, eventos de
desove espontdneo, produccién de moco, organismos aptos para injerto, variacion en el
indice glucidico, mucopolisacaridos y lipofuscinas, actividad antioxidante y respuesta
inmunitaria del abulén rojo (H. rufescens) a distintos tipos y concentraciones de
anestésicos.

e Evaluar la supervivencia, porcentaje de aceptacion y rechazo de injertos, actividad
antioxidante y respuesta inmunitaria del abuldn rojo (H. rufescens) sometido a injerto de

manto de diferente origen (aloinjerto y autoinjerto).
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Bioensayo 1: anestesia
6.1.1 Obtencidn 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 humeda promedio de 97.56 + 9.72 g desde la Unidad de
Perlicultivo de Abulon de la Facultad de Ciencias del Mar y Recursos Bioldgicos de la Universidad
de Antofagasta, Chile. Los organismos fueron mantenidos en estanques tipo race-ways de 5 m3,
con aireacion constante, flujo agua de mar continuo (1 recambio por hora), densidad de 2500
individuos por estanque, alimentacién 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
portatil (0.1 g) para obtener los datos promedio de longitud y biomasa total humeda,

respectivamente.
6.1.2 Disefio experimental

Los organismos seleccionados fueron sometidos a siete tratamientos diferentes con anestésicos
utilizados habitualmente en la industria perlera y acuicola (Mamangkey et al., 2009; Bilbao et al.,
2010, Granados-Amores et al. 2017, 2018). A excepcién del CO,, cada tratamiento se utilizé a dos

diferentes concentraciones de la siguiente manera:
1. Eugenol a 0.15 mL L™* (EUA)

2. Eugenol a 0.25 mL L™ (EUB)

3. Fenoxietanol a 1.5 mL L™ (PEA)

4. Fenoxietanol a 3.0 mL L™* (PEB)

5. Benzocaina a 0.15 g L™* (BZA)

6. Benzocaina a 0.30 g L™* (BZB)
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7. CO; disuelto a saturacion en agua de mar (CO2)

Se incluyd 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 um y 10
abulones por estanque (n=30 por tratamiento). La benzocaina se utilizé en formato liquido (BZ-
20°®, Veterquimica®, Chile) y los volimenes requeridos para obtener la concentracidon deseada
fueron disueltos en etanol 96% en proporcion 1:4 (benzocaina: etanol) (Acosta-Salmon y Rangel
Davalos, 1997); la solucidn resultante fue mezclada en la misma proporcién 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 volumenes de fenoxietanol
fueron diluidos en agua de mar antes de dosificar a los estanques (White et al., 1996). En el caso

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

La evaluacion de los anestésicos se realizd en dos etapas: Primero, la respuesta visual se evalué a
los 10, 20, 30 y 45 min posteriores a la inmersidon de los organismos en cada uno de los
anestésicos. Esta evaluacidn se realizé de manera individual para cada uno de los 30 organismos
de cada tratamiento y los criterios a considerar se describen en la seccién 6.3.1. Transcurridos los
45 min de exposicion 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 recuperacién,

segun lo descrito también en la seccién 6.3.1.

En la segunda etapa se evalud la respuesta fisioldgica 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
exposicién del anestésico, recolectando tres organismos por muestreo y tratamiento (n=3). De
cada organismo se recolectaron a su vez muestras de tejidos somaticos (pie, manto, branquias,
glandula digestiva), géonada y hemolinfa (obtenida desde el musculo del pie), las cuales se
utilizaron para diferentes tipos de analisis; una parte de las muestras se destiné para analisis
histoquimicos, en los cuales se determinaron tres indices: indice glucidico, indice de
mucopolisacaridos e indice de lipofuscinas (ver seccion 6.3.2). A partir de la hemolinfa se
obtuvieron las fracciones de hemolinfa libre de células y hemocitos lisados (ver seccion 6.3.3), las

cuales fueron utilizados para analisis de determinacion de la concentracion de proteinas totales,
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actividad antioxidante de superéxido 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 realizé un recuento de hemocitos, asi como la determinacion
de la actividad enzimatica de mieloperoxidasa (MPO) y concentracién de éxido nitrico (ver

secciones 6.3.3.4,6.3.3.5y 6.3.3.6).

6.2 Bioensayo 2: injerto
6.2.1 Obtencion de abulones

Se obtuvieron 170 adultos de H. rufescens con talla promedio de 87.76 + 2.73 mm y biomasa
himeda 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 Oceanolégicas de la
Universidad Auténoma de Baja California, Ensenada B.C. Se utilizaron dos estanques de 190 L en
un sistema de recirculacion a una temperatura promedio de 16.5 °Cy fueron alimentados a base
de las macroalgas M. piryfera y Ulva sp. al 10 % de la biomasa corporal. Se tomd 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 portatil para obtener su biomasa total humeda (0.1 g).
6.2.2 Disefio 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 um. Todos fueron
anestesiados utilizando el agente anestésico seleccionado en el ensayo anterior (CO3) y los

tratamientos experimentales de injerto fueron los siguientes:

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

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

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

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

pero sin injerto de manto de ningun tipo

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

pared corporal, ni injerto de manto de ningun tipo

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

injerto de manto de ningun tipo.

En ninguno de los tratamientos se injerto un nucleo, solo la pieza de manto y su preparacion para
la cirugia de injerto se realizé segun lo descrito en la seccidén 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 retiré una tira
larga de manto, la cual se secciond en unas 8-10 piezas de 4 mm? que fueron injertadas de forma
individual en cada organismo. En ambos casos, la cirugia de injerto se llevd a cabo en una mesa
de diseccidn mantenida bajo condiciones asépticas, en donde se separd el musculo del pie de la
pared abdominal del abuldn para realizar una incisién e introducir el injerto y luego proceder con

una sutura quirdrgica en la herida de la incisién.

Para evaluar el efecto de la microcirugia de injerto, se realizaron muestreos alas 2,4,24y 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 1y 2)
6.3.1 Anadlisis visual del efecto de los anestésicos (Bioensayo 1)

Para el analisis 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 estimulo fisico (tocando el borde del pie con una pinza) de acuerdo a los

siguientes criterios:
a) No Anestesiado, cuando el abulén presenta una respuesta inmediata al estimulo fisico recibido.

b) Anestesiado, cuando el abulén responde a estimulos fisicos, pero de manera lenta o no

responde.
También se consideraron otros efectos de los anestésicos tales como:

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

bordes de la concha) y contraido (musculo del pie duro y bajo el margen del periostraco)

b) Produccion de moco: Sin produccién (no se observa secrecién de moco en el pie al retirar del
agua de mar al abulén) y con produccién de moco (secreciones finas o gruesas escurren por el

borde del pie).

c) Desove espontdneo: No desovado (sin liberacion de gametos) y desovado (libera gametos al

agua de mar).

Con los datos obtenidos se calculd 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
analisis de todos los indicadores anteriores, se considerd a los organismos en dos grandes

condiciones:

a) Aptos para injerto: Organismos que se pueden manipular adecuadamente para la cirugia 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 musculo del pie se encuentra contraido.

Posterior a la evaluacion visual, solo se continué el bioensayo y los sucesivos analisis con los
organismos que fueron aptos para injertos y con valores estadisticamente significativos. Por lo
tanto, esos organismos fueron trasladados a recuperacién dentro de canastos dispuestos en
estanques con aireacion y flujo continuo de agua de mar. Se tomo el tiempo de recuperacién de

cada organismo hasta un maximo de 4 h. Para ello, los abulones fueron puestos en posicion



24

invertida y se consideré al organismo recuperado por completo cuando por si solo fue capaz de
reincorporarse y retomar su posicién normal. Con los datos obtenidos se calculé el porcentaje
promedio de organismos anestesiados y de organismos aptos para injerto. A su vez, con los
organismos trasladados a recuperacion se determind la tasa de recuperacion y de supervivencia

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

6.3.2 Indicadores de respuesta fisiologica (Bioensayo 1)

Las muestras de tejidos (manto, musculo del pie, branquias, glandula digestiva y génada)
obtenidas de los organismos del bioensayo anestesia, fueron fijadas en solucion Davidson y
procesadas siguiendo la técnica histolégica propuesta por Kim et al. (2006) y los cortes
histolégicos se hicieron a 4 um. Posteriormente, para los andlisis histoquimicos, los mismos
tejidos fueron tenidos utilizando colorantes especificos sensibles a glicidos y mucopolisacaridos
acidos (azul alciano PAS) y lipofuscinas (carbol-fuscina-kiyoung). Las laminillas fueron digitalizadas
en tres campos visuales (10X) tomados al azar y a alta resolucién (3600 dpi; 3465x5184 pixeles),
empleando el mismo sistema de analisis digital de imagenes. Luego con el programa Image Pro,
las imagenes fueron segmentadas de manera manual, eligiendo los pixeles marcados segun las
tonalidades de colores de cada tincidn utilizada para la cuantificacién de mucopolisacaridos
acidos y glucidos. La segmentacion se realizé en tonos de color que varian entre azul-magenta-
rosa (para glucidos) y azul (para mucopolisacdridos acidos). Para la tincion de lipofuscinas, las
tonalidades obtenidas fueron entre amarillo y rojo-pardo. Realizada la segmentacion, el programa
célculo el drea de los pixeles seleccionados en cada fotografia (um?) y generd un promedio de los
tres campos visuales tomados al azar para cada imagen digital. La informacion generada se utilizé
para la determinacion del indice glucidico (IG), indice de mucopolisacdridos acidos (IMA) e un
indice de lipofuscinas (ILF), segun las férmulas estandarizadas por Rodriguez-Jaramillo (2004) y

Rodriguez-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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Dénde:

IG= indice glucidico

ACG= area de cobertura glucidica (um?)

IMA= indice de mucopolisacaridos acidos

AMA-= drea de cobertura de mucopolisacéridos acidos (um?)
ILF= indice de cobertura de lipofuscinas

ACLF=4rea de cobertura de lipofuscinas (um?)

ATI= 4rea total de la imagen (um?)

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

Las muestras de hemolinfa para evaluar indicadores de respuesta antioxidante e inmunitaria se
obtuvieron desde el musculo del pie del abulén, utilizando una jeringa tuberculinade 1 mL (25 G
x 16 mm). Cada muestra de hemolinfa fue centrifugada a 4000 rpm por 15 min a 4 C (Wei et al.,
2017) y el sobrenadante fue recuperado como la fraccién de hemolinfa libre de células (HLC). La
fraccién 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 2C (Monari et al., 2007 modificado) y el
sobrenadante fue recuperado como la fraccion de hemocitos lisados (HL). Ambas fracciones (HLC
y HL) fueron almacenados en ultracongelador (—80 2C), para su posterior analisis como a

continuacion se detalla.
6.3.3.1 Concentracion total de proteinas (TP)

La concentracion total de proteinas en las fracciones HLC y HL se cuantificd por el método
Bradford (1976). Se prepard una curva estandar utilizando proteina de albumina sérica bovina
(#9048-46-8, Sigma-Aldrich). Alicuotas de 80 pL de muestra y 20 pL de reactivo de Bradford
(#B6916, Sigma-Aldrich) fueron agregadas en una microplaca y se incubaron por 15 min a

temperatura ambiente. La lectura se realizd en un espectrofotémetro a 595 nm.
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6.3.3.2 Superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD fue medida en HCL y HL a través del porcentaje de inhibicién de la
reaccidon enzimatica xantina oxidasa con el colorante cloruro de tetrazolio usando el kit de ensayo
SOD (Sigma, 19160, Darmstadt, Germany). La metodologia se llevd a cabo siguiendo las
instrucciones de manufactura. Después de 20 min de incubacién a 37 9C, la absorbancia fue
medida a 490 nm. La actividad de SOD fue expresada en porcentaje de inhibicién de acuerdo a la

siguiente formula:
% 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 ulL) se agregaron 25 ul de “buffer assay diluted” (preparado con
2 mL de buffer de fosfatos de potasio 100 mM y 18 mL de agua grado HPLC), 25 uL de metanol y
5 ul de perdxido de hidrégeno diluido (30%) y se incubd por 20 min a temperatura ambiente en
agitacion. Se termind la reaccidon agregando 25 ulL de hidréxido de potasio 10 M y 50 uL de
reactivo de purpald. Se cubrié la placa con papel aluminio, se incubd por 10 min en agitacién y se

leyd en espectrofotémetro a 655 nm.
6.3.3.4 Recuento total de hemocitos (RTH)

Un volumen de 500 pL de hemolinfa obtenida desde el misculo del pie fue agregado a igual
volumen de una solucion fijadora (27 mM de citrato de sodio, 11.5 mM de EDTA, agua de mar
filtrada 0.2 um y paraformaldehido 6% v/v). El recuento total de hemocitos se realizé por
triplicado utilizando una camara de Neubauer y un microscopio dptico Olympus BX-50. Los valores

fueron expresados en cel mL™.
6.3.3.5 Mieloperoxidasa (MPO)

El andlisis de MPO se llevé a cabo utilizando cdmaras multipozos en las cuales se agregaron 20 uL
de muestras en cada pocillo. Por otra parte, en un tubo separado se adicionaran 40 mL de agua
destilada, 1 pastilla de sustrato TMB (Tetrametilbenzidina, #55814 Sigma-Aldrich) y perdxido de

hidrogeno al 30%; esta mezcla fue agitada en obscuridad hasta disolver completamente la pastilla
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y luego se agregaron 100 pl a cada pocillo. Después de la conversién se detuvo la reaccién con

acido sulfdrico 2 M (50 pL). La lectura se realizé en un espectrofotémetro a 450 nm.
6.3.3.6 Oxido nitrico (ON)

La produccién de NO se determind en las fracciones HCF y LH afiadiendo 100 uL de cada una de
las muestras en una placa de 96 pozos, luego se adicionaron 100 puL de reactivo de Griess (4 mg
mL™) y se incubd durante 15 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia

en el espectrofotometro a 490 nm.

6.4 Analisis estadisticos de resultados

Para deducir la normalidad de los datos (longitud y peso hiumedo total de los abulones), se realizé
una prueba de Kolmogorov-Smirnov y de homogeneidad de varianzas de Levene. En el caso de
los bioensayos 1y 2, debido a que el nimero de muestra que se manejé fue pequefio (n=30y 3
individuos por muestreo, respectivamente) para las distintas observaciones y mediciones
realizadas, se utilizd6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Sokal y Rohlf, 1981) para
detectar diferencias significativas en los pardmetros medidos (porcentaje de organismos
anestesiados, distension del pie, produccién de moco, organismos aptos para injerto, tiempo de
recuperacién, sobrevivencia, indice glucidico, indice de mucopolisacaridos acidos, indice de
lipofuscinas, actividad enzimdtica, determinacién de éxido nitrico y recuento de hemocitos) en
funcién 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, glandula digestiva, génada,
hemolinfa y hemocitos) obtenidas y de manera independiente para cada uno de los tiempos (0.5,
1, 2y 24 h para el bioensayo de anestesiay 0.5, 4, 24 y 48 h para el bioensayo de injerto). Segun
fue necesario, se aplicaron pruebas de comparacion multiple de medias de rangos para
jerarquizar las diferencias detectadas. Los datos fueron analizados con el programa STATISTICA

(versién 14.0, Stat Soft Inc., E.U.A.) y en todos los casos el nivel de significancia se fijé a P < 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Bioensayo 1: Efecto de los anestésicos
7.1.1 Anadlisis visual

El efecto de los anestésicos se comenzd a observar a los 10 min de exposicion en los tratamientos
benzocaina a 0.30 g L™ (56.6 %) y CO2 (46.6 %), los cuales fueron significativamente mayores
(P<0.05) a los tratamientos benzocaina 0.15 g L™, fenoxietanol 1.5 mL L™ y eugenol en ambas
concentraciones. A los 20 min de exposicion, el porcentaje de organismos anestesiados en los
tratamientos fenoxietanol 3.0 mL L™}, CO, y benzocaina en ambas concentraciones mostraron
valores significativamente mayores (P<0.05) al ser comparados con los tratamientos de eugenol
(ambas concentraciones). Estadisticamente (P<0.05), la misma tendencia anterior se observé 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 evolucidn 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 estimulo en el abuldn rojo
(Haliotis rufescens) sometido a distintos tipos y concentraciones de anestésicos. Tratamientos: EUA: Eugenol 0.25 mL L™}; EUB:
Eugenol 0.15 mL L™; PEA: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 1.5 mL L™}; BZA: Benzocaina 0.30 g L™%; BZB: Benzocaina 0.15 g
L%, CO2: CO; saturacion. Se presenta la media * DE. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).



30

Los tratamientos fenoxietanol 1.5 mL L™ y benzocaina en ambas concentraciones provocaron
rigor del pie en las abulones a partir de los 10 min de exposicion, siendo estos valores
estadisticamente significativos (P<0.05) al ser comparados con el resto de los tratamientos; esta
tendencia se mantuvo hasta finalizar los 45 min de exposicién a los anestésicos. Es importante
destacar que los abulones anestesiados con benzocaina en ambas concentraciones también
manifestaron la reaccién de rigor muscular en el 100 % de los organismos a partir de los 20 min
de exposicidn. 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™ (100 %), eugenol 0.25 mL L™ (96.6 %),
fenoxietanol 3.0 mL L™ (100 %) y CO2 (100 %), cuyos valores fueron significativamente mas altos

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

Se observé irritacion de los tejidos a través de la producciéon de moco, de manera moderada y
excesiva en el tratamiento eugenol 0.25 mL L™ a lo largo de todo el tiempo de exposicién a este
anestésico. Los porcentajes de produccidon de moco en el tratamiento eugenol 0.25 mL L™
variaron de 33.3 % a 93.3 % al finalizar el proceso de anestesia; estos valores fueron
significativamente mas altos (P<0.05) al ser comparados con los demads tratamientos. En similar
proporcidon (33.3% a 93.3%), se observd despigmentacién de pie y epipodio en los abulones
tratados con eugenol a ambas concentraciones. En una menor proporcion, los organismos
tratados con fenoxietanol 3 mL L™ (3.3 %) y eugenol 0.15 mL L™ (26.6 %) mostraron produccién
de moco. Por otra parte, ninguno de los tratamientos provocé desoves espontdaneos 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™ (83.3 %) y eugenol
0.25 mL L™t (46.7 %). Por el contrario, no se obtuvieron organismos aptos para injerto en ninguna

de las dos concentraciones de benzocaina y en eugenol 0.15 mL L™,

Los tiempos de recuperacién de los abulones después de la anestesia fueron significativamente
mas rapidos (P< 0.05) con el tratamiento CO; (186.3 min, 100% recuperados) al ser comparado
con fenoxietanol 3.0 mL L™ (220 min, 96.7 % recuperados) y eugenol 0.25 mL L™ (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™ provocd mayores mortalidades (6.7 %) en comparacion 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 abulén rojo H. rufescens, con el fin de determinar su aptitud para operaciones de

injerto y produccion de perlas.
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Tabla 1. Resumen del efecto visual de los diferentes anestésicos en el abuldn rojo (Haliotis rufescens). Se presentan los valores

promedios * desviacidén estandar.

Eugenol Fenoxietanol Benzocaina CO;
mL L™ mL L gLt
0.15 0.25 1.5 3.0 0.15 0.30 Saturacion

Pie relajado (%, 45 min) 100° 96.7 £5.7° 66.7 +5.8° 100° NO NO 100°
Produccidn de moco (%, 45 min)  26.7 +15.32  93.3 +11.6° NO NO NO NO NO
Aptos para injerto (%, 45 min) NO 46.7 #£32.2%> 33158 83.3%15.3° NO NO 90.0 +10.0°
Organismos recuperados (%) NR 76.7 +11.62 100* 96.7 +5.8° NR NR 100°
Tiempo de recuperacién (min) NR 240° 75 £15* 220 +22.9° NR NR 168.3 +20.2°
Sobrevivencia 24 h (%) NR 93.3 +5.8° 100* 100° NR NR 1002

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 analisis estadistico por presentar bajo porcentaje de organismos aptos para injerto.
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7.1.2 Indicadores de respuesta fisioldgica
7.1.2.1 indice glucidico (1G)

En el musculo del pie, no se observaron diferencias significativas (P>0.05) en el IG entre
tratamientos y control en cada uno de los tiempos de evaluacion posteriores a la exposicion a los
distintos anestésicos. La variacion del IG en las branquias sélo fue significativamente mas baja
(P<0.05) en los abulones expuestos al tratamiento con eugenol a 0.25 mL L™ a 1 h, en

comparacion con los expuestos a fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO; (Fig. 2).

En la glandula digestiva, los valores de IG de los tratamientos con eugenol 0.25 mL L™ty CO; fueron
significativamente mas bajos (P<0.05) a los 0.5 h al ser comparados con el control y el fenoxietanol
3.0 mL L™%; similar tendencia se registré en 1 h (P<0.05), pero sélo con el tratamiento fenoxietanol
3.0 mL L? (Fig. 2). lgualmente, el tratamiento eugenol 0.25 mL L™ promovid valores
significativamente menores (P<0.05) de IG en la gldndula digestiva, al ser comparado con CO; a

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

El IG en la gdnada mostré valores significativamente mas 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™ promovid valores significativamente mas bajos
(P<0.05) de IG que el control y los demas tratamientos. En el manto, el tratamiento con CO; fue
el unico en el que se registraron valores significativamente mas altos (P<0.05) de IG, en

comparacion con el fenoxietanol 3.0 mL L™ a las 2 y 24h.
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Figura 2. Variaciones temporales en el indice glucidico del abuldn rojo (Haliotis rufescens) posterior al proceso de anestesia en aquellos
tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva; GO: génada; MTO: manto.
Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™; CO2: CO; saturacidn 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 indice de mucopolisacaridos acidos (IMA)

En el pie, las variaciones en el IMA a los 30 min fueron significativamente mds altas (P<0.05) en
los organismos anestesiados con eugenol 0.25 mL L™ que en los restantes tratamientos vy 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™, en comparacidn 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™! y el control presentaron valores del IMA
estadisticamente mayores (P<0.05) que el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ a los 30 min (Fig.
3). Esta misma tendencia estadistica se observé a las 2 h, pero sélo entre los tratamientos con
eugenol 0.25 mL L™ y fenoxietanol 3.0 mL L™. A las 24 h, el tratamiento con eugenol 0.25 mL L™
registro un IMA significativamente mas alto (P< 0.05) comparado al control y los demas

tratamientos.

En la glandula digestiva, los valores del IMA fueron significativamente mds altos (P<0.05) en los
abulones expuestos a eugenol 0.25 mL L™ al ser comparados con el control o el resto de los

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

En los abulones anestesiados con eugenol 0.25 mL L™ y CO,, el IMA en la gdnada mostré valores
significativamente mas altos (P<0.05) que el control y fenoxietanol 3.0 mL L™ a los 30 min. A las
2 h, los valores del IMA en los tratamientos eugenol 0.25 mL L™ y CO; fueron significativamente
mas altos (P<0.05) que con el fenoxietanol 3.0 mL L™}, no obstante, el tratamiento CO2 no
presenté diferencias con el control. El eugenol 0.25 mL L™ promovié valores de IMA
significativamente mds altos (P<0.05) al ser comparado con el control y los demas tratamientos a

las 24 h.

Las variaciones en el IMA observadas en el manto no fueron significativas (P>0.05) alos 0.5, 1y 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 estadisticamente mayor (P<0.05) que el tratamiento con CO,.
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Figura 3. Variaciones temporales en el indice de mucopolisacaridos acidos en el abuldn rojo (Haliotis. rufescens) posterior al proceso
de anestesia en aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva;
GO: génada; MTO: tejido del manto. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™%; CO2: CO; saturacién 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 indice de Lipofuscina (ILF)

En el pie, las variaciones en el ILF a los 0.5 h fueron significativamente mas altas (P<0.05) en los
organismos anestesiados con CO; al ser comparados con el control. De la misma manera, el
tratamiento con CO; (24 h) mostrd valores de ILF significativamente mayores (P<0.05) al ser
comparado con los abulones anestesiados con eugenol 0.25 mL L™. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) en el ILF entre tratamientos a los tiempos 0.5, 1y 2
h. La variacion en el ILF en las branquias solo fue significativamente mas alta (P<0.05) en los
abulones expuestos al tratamiento con CO;, en comparacién con los demas tratamientos, pero

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

El ILF en la glandula digestiva no mostré 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 mas altas (P> 0.05) en los valores del ILF,
al comparar el control con los distintos tratamientos. A las 24 h, el tratamiento con CO; exhibid
valores significativamente mas altos (P<0.05) de ILF que el control, pero no con respecto a los

demads tratamientos (Fig. 4).

En la génada, 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™.. 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 indice de lipofuscinas en el abulén rojo (Haliotis rufescens) posterior al proceso de anestesia en
aquellos tratamientos con organismos aptos para injerto. PIE: musculo del pie; BR: branquias; GD: glandula digestiva; GO: génada;
MTO: tejido del manto. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™*; CO2: CO; saturacién 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 Concentracion total de proteinas (TP)

La concentracion TP en la fraccion de hemolinfa libre de células (HLC) mostré valores
significativamente mayores (P<0.05) en el tratamiento con fenoxietanol 3.0 mL L™* con respecto
al control y demds tratamientos a las 0.5, 1 y 24 h (Fig. 5A). En la fraccién 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™t 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 concentracidn total de proteinas en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de
abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB: Fenoxietanol
3.0 mL L' y CO2: CO; saturacion. Se presenta la media + error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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7.1.3.2 Superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la SOD en la fraccién de hemolinfa libre de células fue significativamente mas alta
(P<0.05) en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ en comparacién con el control a las 0.5 h Los
tratamientos eugenol 0.25 mL L™, fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO, mostraron una actividad
significativamente mas alta (P<0.05) de la SOD con respecto al controla 1 h. Alas 2 h, la actividad
de la SOD fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO;
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 fraccién de hemocitos lisados, la actividad de la SOD fue significativamente mayor (P<0.05)
en el tratamiento eugenol 0.25 mL L™ que el control y el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ a las
0.5 h. Aunque a la 1 h no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicidn
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 inhibicién de la SOD también fue significativamente mayor (P<0.05) en el control
que en los tratamientos fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO,, pero no se detectaron diferencias entre

los tratamientos anestésicos (Fig.6B).
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Figura 6. Variaciones temporales en la actividad enzimdtica de superdxido dismutasa (SOD) en la hemolinfa libre de células (A) y
hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25
mL L™; PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO2: CO; saturacidn. Se presenta la media * error estandar. 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 fraccién 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™! que en el tratamiento

fenoxietanol 3.0 mL L™ ala 1,2y 24 h (Fig. 7A).

En la fraccion de hemocitos lisados, la actividad de CAT fue significativamente mas alta (P<0.05)
en los tratamientos eugenol 0.25 mL L™ y fenoxietanol 3.0 mL L™ en comparacién con el control
y COzala 1 h. Alas 24 h, solo se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre el control y

el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ (Fig. 7B).
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Figura 7. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de catalasa (CAT) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados(B)
de abulén rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™; PEB:
Fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO2: CO; saturacion. Se presenta la media + error estdndar. 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™. No obstante, todos los tratamientos siguieron una tendencia
a disminuir el RTH en distintas proporciones, para luego estabilizarse o mostrar una recuperacion

a las 24 h (Fig. 8).
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Figura 8. Variaciones temporales en el nimero de hemocitos en la hemolinfa de abulén rojo
(Haliotis rufescens) sometido a diferentes anestésicos. Tratamientos: EUB: Eugenol 0.25 mL L™%;
PEB: Fenoxietanol 3.0 mL L™*; CO2: CO; saturacién y CT: Control. Se presenta la media * error
estdndar. 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 fraccion de hemolinfa libre de células fueron significativamente mas
altos (P<0.05) en el control al compararlos con los demas 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

Lt que en el fenoxietanol 3.0 mL L™ ala 1, 2 y 24 h (Fig. 9A).

En la fraccion de hemocitos lisados, la actividad de MPO solo presenté valores significativamente
(P<0.05) mayores en el tratamiento fenoxietanol 3.0 mL L™ en comparacién 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 enzimatica de mieloperoxidasa (MPO) en la hemolinfa libre de células(A) y hemocitos
lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Anestesia. Tratamientos: CT: Control; EUB: Eugenol 0.25 mL L™%; PEB:
Fenoxietanol 3.0 mL L™ y CO2: CO; saturacién. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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7.1.4.3 Produccion de éxido nitrico (ON)

La produccion de ON en la fraccion de hemolinfa libre de células no presentd 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 concentracion de ON fue significativamente mayor (P<0.05) en el tratamiento
fenoxietanol 0.30 mL L™ al compararlo con los tratamientos eugenol 0.25 mL L™ y CO>, pero no
con respecto al control. A las 2 h, solo se observaron diferencias significativas (P>0.05) en la
concentraciéon de ON entre los tratamientos eugenol 0.25 mL L™ y CO;. A las 24 h, la produccién
de ON fue significativamente mas alta (P<0.05) en el control y fenoxietanol 3.0 mL L™ que en el

tratamiento eugenol 0.25 mL L™ (Fig. 10A).

En la fraccion de hemocitos lisados, la concentracién de ON solo fue significativamente mayor
(P<0.05) alas 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 concentracion de éxido nitrico (NO) en la hemolinfa libre células (A) y hemocitos lisados (B) de
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significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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7.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugia de injerto y origen del manto
7.2.1 Indicadores de respuesta antioxidante
7.2.1.1 Concentracion total de proteinas (TP)

La concentracién TP en la fraccion de hemolinfa libre de células fue significativamente mayor
(P<0.05) en el control que en los demas tratamientos a las 4 h. A las 24 h, la concentracion TP fue
estadisticamente 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

estadisticamente significativas en la concentracidn TP entre tratamientos (Fig. 11A).

En la fraccion de hemocitos lisados, las variaciones en la concentracion total de proteinas 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 concentracién total de proteinas en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados (B) de
abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisién; AT: Autoinjertoy
AL: Aloinjerto. Se presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0.05).
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7.2.1.2 Superéxido dismutasa (SOD)

No se observaron diferencias significativas (P<0.05) en la tasa de inhibicion de la SOD en la
fraccién de hemolinfa libre de células al comparar los tratamientos experimentales con el control
alas 2, 4 y 24 h posteriores a la cirugia 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 fraccion de hemocitos lisados no se observaron diferencias en la actividad de la SOD entre
tratamientos y el control alas 2 h. Alas 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 cirugia de injerto, el control y los
tratamientos autoinjerto (AT) y aloinjerto (AL) mostraron valores estadisticamente mayores
(P<0.05) de SOD en comparacion con los tratamientos anestesiados (AN) e incision (IN). No se

observaron diferencias entre tratamientos y el control a las 48 h (Fig. 12B).
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Figura 12. Variaciones temporales en la actividad enzimdatica de superdxido dismutasa (SOD) en la hemolinfa libre de células (A) y
hemocitos lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN:
Incisidn; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media + error estandar. 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 cirugia de injerto. La misma
tendencia se observé a las 4 h, pero esta vez el tratamiento aloinjerto presentd valores de CAT
significativamente mayores (P<0.05) que en el control y los demas tratamientos. A las 24 y 48 h,
la actividad de CAT fue significativamente mds alta (P<0.05) en el tratamiento autoinjerto en

comparacion 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 demas tratamientos a las 24 h (Fig. 13B).
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Figura 13. Variaciones temporales en la actividad enzimatica de catalasa (CAT) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos lisados
(B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incision; AT:
Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media + error estandar. 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 nimero 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 nUmero de
hemocitos fueron significativamente mas altas (P<0.05) en el tratamiento incision al compararlo
con el control y los tratamientos anestesiados y aloinjerto. También a las 4 h, el conteo de
hemaocitos 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).
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Figura 14. Variaciones temporales en el numero de hemocitos en la hemolinfa de abuldn rojo
(Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: AN: Anestesiados; IN: Incisidn; AT:
Autoinjerto (manto propio); AL: Aloinjerto (manto donado misma especie) y CT: Control. Se
presenta la media + error estandar. 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 mas alta (P<0.05) en
los organismos con un aloinjerto que en los del control y los demds tratamientos alas 4y 24 h
posteriores al injerto. La misma tendencia se observd 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 comparacion con el control y los otros tratamientos. A las 24 h,
los tratamientos incisién 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 enzimatica de mieloperoxidasa (MPO) en la hemolinfa libre de células (A) y hemocitos
lisados (B) de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incision; AT:
Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se presenta la media + error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias

significativas entre los tratamientos (P<0.05).
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7.2.2.3 Oxido nitrico (ON)

En la hemolinfa libre de células, la concentracién de ON no presentd 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
comparacion con el control y los demas tratamientos. No se observaron diferencias estadisticas

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

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

de ON entre tratamientos en ninguno de los tiempos de muestreos (Fig. 16B).
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Figura 16. Variaciones temporales en la concentracidn de éxido nitrico (NO) en la hemolinfa (A) y hemocitos (B) de abuldn rojo (Haliotis
rufescens) en el Bioensayo de Injerto. Tratamientos: CT: Control; AN: Anestesiados; IN: Incisién; AT: Autoinjerto y AL: Aloinjerto. Se
presenta la media * error estandar. Las diferentes letras entre columnas denotan diferencias significativas entre los tratamientos

(P<0.05).
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8. DISCUSION
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 recuperacion 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 propdsito y criterio para establecer que un organismo
esté anestesiado completamente. Por ejemplo, una regla comun para establecer que los abulones
estan anestesiados, es la pérdida de la capacidad de mantenerse adheridos con el musculo del
pie a una superficie (White et al., 1996; Aquilina y Roberts, 2000 y Bilbao et al., 2010). Este criterio
es Util cuando el propdsito es el manejo en el cultivo (reducir densidad, seleccidn por tallas etc.),
pero no para actividades de perlicultivo donde se requiere un efecto mas profundo del anestésico
gue permita una distensién del musculo del pie y el epipodio para acceder facilmente a la zona
de injerto sin estresar a los organismos. Esta narcotizacion mas profunda a nivel celular (neuronal)
(Ramlochansingh et al., 2014; Stanley et al., 2020) sin duda se refleja en un mayor tiempo de

recuperacién y riesgos de mortalidades.

El analisis 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 concentracién utilizada. Por ejemplo, la benzocaina actué mas rapidamente 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™%), por lo que resulta efectivo en primera instancia. En
una ventana de tiempo similar, se logré el mismo efecto anestésico con la benzocaina en la ostra
perlera Pt. penguin, pero exponiendo a los organismos a una concentraciéon mayor de 1.20 g L™
(Kishore et al., 2022). En cuanto al efecto anestésico de la benzocaina, puede existir cierta
proporcionalidad con los resultados obtenidos por Aquilina y Roberts (2000) con el abulén
Haliotis iris, quienes utilizaron una concentracién de 0.10 g L™* de la misma sustancia y observaron
gue 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 contraccidon y
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endurecimiento del pie y epipodio, asi como una sobrevivencia del 100 % (Aquilina y Roberts,
2000). Caso contrario ocurrid para la concentracion 0.30 g L' de benzocaina, donde la
sobrevivencia de los organismos se redujo al 96.7% a las 24 h. De forma consistente, la
contraccion y encogimiento del pie también ha sido un efecto secundario resultante del uso de la
benzocaina a 0.1 g L™ en otras especies de abulén, como H. rubra y H. laevigata (Burke et al.,
2001), asi como en el caracol Lobatus gigas (Acosta-Salmon y Davis, 2007). El efecto observado
en este estudio con ambas concentraciones de benzocaina 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™ es recomendado para actividades de cultivo de algunas especies de
abulén como H. midae, logrando anestesiar bien a los organismos para desprenderlos de las
paredes de los estanques en 2.9 min, asi como favoreciendo su recuperacién en 46 min sin casos
de mortalidad (White et al., 1996). Con fines de perlicultivo, el andlisis visual de este estudio
demuestra que el fenoxietanol a 3.0 mL L™* logra anestesiar el 100 % de los organismos a los 30
min, siendo un 83.3 % aptos para cirugia 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 concentracion de fenoxietanol mostré también indicadores satisfactorios para injerto,
como una alta proporcién de ostras anestesiadas (96.3%) en un tiempo de 13.8 min y una

recuperacién 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 concentracion mas baja de fenoxietanol (1.5 mL L™), presentando una
alta proporciéon (70%) de abulones en esta condicion en los primeros 10 min, la cual fue
disminuyendo al finalizar los 45 min de exposicidn al anestésico (33 %). El uso de fenoxietanol a
esta concentracion también se tradujo en solo un 3.3% de los organismos aptos para la cirugia de
injerto. Efectos similares de contraccién muscular han sido reportados en la ostra de roca
(Saccostrea gigas) utilizando concentraciones de 3.0 ml L™* de fenoxietanol (Acosta-Salmon et al.,
2007). Contrariamente, una dosis 3.0 mL L™ de fenoxietanol fue inefectiva para anestesiar
adecuadamente la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus) utilizada para fines de
perlicultivo y provocé un colapso del manto (Torres-Martinez et al.,, 2012). En un escenario

diferente, una menor concentraciéon de fenoxietanol (1.0 mL L™) fue exitosa en el proceso de
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anestesia y recuperacion de la misma especie (Torres-Martinez et al., 2012), lo que resalta la

importancia de la dosis éptima de anestésico en diferentes especies de moluscos.

El eugenol es un anestésico ampliamente utilizado en organismos acuicolas, como peces (Oliveira
et al., 2019; He et al., 2019; Ferreira et al., 2021), moluscos (Granados et al., 2018; Yang et al.,
2020) y crustaceos (Perrot-Minnot, 2021; Saydmohammed y Pal, 2009), variando ampliamente la
concentracion 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™), alcanzando una proporcion de 90 y 80% de organismos
anestesiados, respectivamente en 45 min. No obstante, solo el tratamiento con eugenol a 0.25
mL L™ logré un 46.7% de organismos aptos para cirugia de injerto. Contrariamente, una dosis de
aceite de clavo (principio activo eugenol) de 0.1y 0.3 mL L™? resulté 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™ promovié valores discretos de organismos anestesiados (53.3 %)
alos 0.5 h, y no fue hasta los 45 min que actud con mayor eficacia. Estos resultados sugieren que
el tiempo de exposicion es complementario a la dosis utilizada para que el anestésico logre actuar
adecuadamente. Mayores concentraciones de aceite de clavo (entre 0.5y 1.5 mL L) han son
efectivas para anestesiar ejemplares de H. laevigata y H. rubra (Burke et al.,, 2001) y una

concentracién de 0.5 mL L™ es recomendada para H. truberculata coccinea (Bilbao et al., 2010).

Un efecto adverso observado en H. rufescens al utilizar eugenol como anestésico fue la irritacion
de los tejidos a través de la producciéon de moco en una proporcion de 26.6 % (0.15 mL L) a
93.3% (0.25 mL L™). Igualmente, la despigmentacion de tejidos blandos (pie y epipodio) fue otro
efecto secundario que ocurrié en un (33.3 2 93.3%) de los organismos al utilizar eugenol en ambas
concentraciones, asi como la recuperacion lenta de la anestesia (> 240 min) y mortalidades a las
24 h (6.7% en dosis de 0.25 mL L™). 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 produccion de moco, mayor tiempo de recuperaciéon
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 cirugia de injerto (Mamangkey

et al., 2009). Para el caso de abulones tratados con eugenol, se puede sefialar que un mayor
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tiempo de exposicion (cuando se requiere sedacion profunda) incrementa significativamente las
posibilidades de producir efectos adversos. En este estudio el tiempo de exposicion empleado fue

de 45 min y en el trabajo de Burke et al. (2001) de 1 h.

El uso de gas CO, como anestésico no es una practica muy difundida en organismos marinos,
aunque ofrece una manera confiable y relativamente econdmica para la anestesia de los
organismos (Cooper, 2011). Sin embargo, la disolucién de CO; en el agua de mar resulta en una
disminucion del pH, con el consiguiente aumento de la acidez (Cooper, 2011). Previamente, el
uso de CO; en H. rufescens produjo una disminucion del pH de 8.4 a 5.1 en el agua de mar (Rojas-
Figueroa, obs. pers.). El didxido de carbono se puede burbujear desde un cilindro a través del
agua en un recipiente adecuado (generalmente un frasco de vidrio o plastico) y esto tiene la
ventaja de cierto control sobre la concentraciéon (Summerfelt y Smith, 1990; Pirhonen y Shreck,
2003). En este estudio, la utilizacién de CO; mediante burbujeo para anestesiar H. rufescens fue
muy eficiente y resulté en una alta proporcidn de organismos anestesiados a los 20 min (96.7 %)
y del 100 % a los 45 min (Fig. 1). También se obtuvo una alta proporcién de organismos aptos para
injerto (90%), asi 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 abulén japonés H.
discus hannai incluyen la anestesia de los organismos a los 40 min y su recuperacién a los 30 min
sin registro de mortalidades. Macroscépicamente, no se observaron efectos adversos en los
organismos con el uso de CO,. De la misma manera, estudios con la trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) demuestran que posterior a la anestesia con CO;, los organismos recuperan sus habitos
alimenticios con normalidad a los 4 h (Pirhonen y Shreck, 2003). Actualmente, no existen
antecedentes del uso de CO; en otras especies de moluscos productores de perleras, pero sin
duda estos resultados ponen a disposicion una nueva alternativa para el manejo de los

organismos en la etapa pre-operatoria de la cirugia de injerto.

8.1.2 Respuesta fisiologica

El glucégeno 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,

reproduccién y desarrollo (Sun et al., 2023). En ese sentido, el indice glucidico (IG) resulta en un
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indicador confiable de movilizacién de energia 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 mostré una disminucidn consistente en los
organismos anestesiados con eugenol 0.25 mL 1, al ser comparados con el control y los otros
tratamientos. Esto sugiere que la exposicién al eugenol es estresante para H. rufescens durante
la anestesia y recuperacion, y conlleva, una respuesta fisioldgica energéticamente mas costosa
para hacer frente a los efectos adversos observados visualmente (e.g. despigmentacién de pie y
epipodio, recuperacidon mas lenta y altas mortalidades), en comparacion con el control y los otros
tratamientos. Este patrén por el uso de eugenol incluso derivd en diferencias significativas en el
IG alos 30 miny 24 h en tejidos como la glandula digestiva y génada. De manera similar, esto fue
observado en la ostra perlera Pt. sterna anestesiada con eugenol a 0.5 mL L™ (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™ y CO; y el control sugieren que la
movilizacion de energia para cubrir las necesidades fisiolégicas como defensa contra agentes
estresores (Sokolova, 2013), ocurre de manera menos severa en los Ultimos dos tratamientos,

reestableciéndose los niveles de IG mas rapidamente.

La produccién de moco por irritacion de tejidos en H. rufescens, expresado como indice de
mucopolisacdridos acidos (IMA), se incrementad significativamente en el tratamiento eugenol 0.25
mL L™, en comparacién con el control y los otros tratamientos (fenoxietanol 3.0 mL L™t y CO3).
Esto fue particularmente evidente en musculo del pie, glandula digestiva y génada y resulté
concordante con la observacién visual de produccién de moco (en el proceso de anestesia) en
una proporcion de 93.3% en el musculo del pie. Adicionalmente, este resultado deja en evidencia
qgue la exposicion al eugenol afecta internamente a otros tejidos blandos en esta especie de
abuldn. 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), asi como en la ostra perlera P. maxima (Mamangkey et al., 2009).

Las lipofuscinas, también conocidas como pigmentos del envejecimiento (Hohn et al., 2010), son
un conglomerado altamente oxidado de proteinas (30-70%) y lipidos (20-50%) (Double et al.,

2008). Otra caracteristica de las lipofuscinas es su acumulacién intracelular gradual en tejidos
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como la gbénada, glandula digestiva y branquias (Jung et al., 2007), lo cual es detectable con
técnicas histoquimicas y de fluorescencia (Terman et al., 2010). La acumulacidon de estos
metabolitos estd relacionado a la actividad celular o desgaste celular (Gandahi et al., 2023), asi
como también a factores estresores que producen un incremento en las especies reactivas de
oxigeno o ROS (Rogers et al., 2023). De acuerdo a los resultados del presente estudio, el ILF no
mostré 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 CO; se observaron diferencias significativas comparadas con el control, en el musculo del pie
y glandula digestiva alos 0.5y 24 h, respectivamente, esto implica que no existe un dafio oxidativo
en el corto plazo por efecto de los anestésicos, o que los mecanismos de reparacion del dano a
lipidos y proteinas por efecto de las especies reactivas de oxigeno estan actuando en forma
eficiente. De manera similar, el proceso de anestesia de la ostra perlera Pt. sterna no provocd
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 exposicion a metales pesados (cadmio) durante tres semanas
provocaron un incremento significativo en la acumulacién de lipofuscinas en branquias y glandula
digestiva del mejillon Modiolus modiolus (Dovzhenko et al., 2005). Lo mismo ocurrié en el mejillon
(Villosa iris) expuesto a iones de cloruro y potasio por un periodo de tiempo de 61dias (Rogers et
al., 2023). Estos resultados sugieren que la ventana de tiempo que se utilizé en el presente estudio
para exponer a los abulones a diferentes anestésicos (45 min), no fue suficiente para observar la

acumulacién de lipofuscinas como consecuencia del estrés generado.
8.1.3 Respuesta antioxidante

El contenido total de proteinas en la fraccién de hemolinfa libre de células mostré un aumento
significativo en los abulones expuestos a fenoxietanol 3.0 mL L™ en casi todos los tiempos de
muestreos, a diferencia de los tratamientos con eugenol 0.25 mL L™ y CO2 que mantuvieron
valores similares al control durante todo el proceso de recuperacién de la anestesia. Este patron
no se observo en la fraccidon de hemocitos lisados, donde las diferencias en el contenido total de
proteinas 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 reporté en abuldn azul (H. fulgens) expuesto a 1 mL L™ de fenoxietanol durante 10 min;
en esta especie, la hipoxia debida a la anestesia causé una disminucién de la frecuencia
respiratoria, que luego aumenté rapidamente durante la fase de recuperacién hasta 2 h (Chacén
et al., 2003). La exposicion de H. fulgens a estrés por hipoxia de hasta 1,0 mg 02 L™ también
provocd que el contenido de proteinas en la hemolinfa aumentara durante la fase de
recuperacion en condiciones normales de oxigeno (7,8 mg 02 L) (Calderdn-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 recuperacién, nuestros resultados
ofrecen una posible explicacién del mayor contenido proteico en la HCF en el abaldn anestesiado
con fenoxietanol 3.0 mL L™X. También es probable que el fenoxietanol actie mas severamente
sobre el sistema nervioso central de H. rufescens que el eugenol y el CO,, reduciendo su tasa
respiratoria (hipoxia) y causando un mayor contenido de proteinas durante la etapa de
recuperacién. Ademas, se ha sugerido que el fenoxietanol se une competitivamente al N-metil-d-
aspartato (NMDA), un receptor del acido glutamico (Musshoff et al., 1999) que causa depresion

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 fraccidon de hemolinfa libre
de células entre los 30 min y 2 h, lo que sugiere una activacién de esta enzima a nivel sistémico.
Es importante sefalar que los abulones del grupo de control fueron desprendidos de las paredes
del tanque de cultivo utilizando una espatula en cada muestreo, y este procedimiento podria
haber sido un estresor que generé un aumento de la actividad antioxidante (SOD). En cambio, el
uso de la espatula no fue necesario en los tratamientos experimentales entre los 30 miny 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) provoco un aumento significativo del contenido de anidn superdxido (sustrato
de la SOD) en la hemolinfa libre de células durante la fase de recuperacion (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



68

SOD también aumentd significativamente en el musculo aductor de la ostra perlera (Pt. sterna)
tras la anestesia con benzocaina, 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 exposicidn.

La actividad de la CAT no vario significativamente entre los tratamientos anestésicos y el control
en la hemolinfa, y en la fraccion de hemocitos lisados, observandose diferencias solo a 1 h
(eugenol 0.25 mL L™! y fenoxietanol 3.0 mL L™t > que el control) y 24 h (fenoxietanol 0.30 mL L™* >
que el control). Estos patrones sugieren que eugenol, fenoxietanol y CO, no afectaron
severamente la actividad de esta enzima a nivel sistémico y celular en H. rufescens.
Consistentemente, la actividad de la CAT no varid significativamente en el musculo aductor y el
tejido del manto de la ostra perlera (Pt. sterna) durante la recuperacion después de la exposicidén
al eugenol y la benzocaina en la preparacion para la cirugia de injerto (Granados-Amores et al.,
2018). Si la CAT elimina el H20; cuando sus niveles superan los 10 umol L™* (Vosloo et al., 2013),
podemos suponer entonces que el aumento de la actividad de la SOD en respuesta a la anestesia
no se reflejé en una producciéon excesiva de H,0, como sustrato para la CAT. Ademas, es probable
que otras enzimas antioxidantes como el glutatidn y la glutatiéon peroxidasa (Lushchak, 2014) y
metales de transicion no enzimaticos como la reaccién de Fenton (Holmblad y Séderhall, 1999)
podrian estar actuando sobre el H,O; 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 recuperacion de la anestesia, asi como una respuesta antioxidante a
mediano plazo (24 h) para restaurar la actividad a niveles similares a los de control sin

consecuencias fisioldgicas. Esta tendencia no fue observada para el caso de la CAT.
8.1.4 Respuesta inmunoldgica

El uso de anestésicos no afectd en gran medida el recuento total de hemocitos en H. rufescens,
aunque la exposicion a fenoxietanol 3.0 mL L™! en particular si provocé un patrén de disminucién
del RTH (1 y 2 h) en comparacién con el control. En general, se acepta que los cambios en el RTH

pueden reflejar el estado fisioldgico de los organismos (Shen et al., 2019), aunque todavia no esta
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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 patégenos (Cheng et al., 2004; Wang et al.,
2012). Ademas, hay pocos estudios que aborden la relacién entre la anestesia y el conteo de
hemocitos, por lo que los efectos reales de algunos anestésicos a nivel fisiolégico se desconocen
o pueden ser contradictorios. Esto se debe a que la accién de los anestésicos es especifica de cada
especie y también depende de la dosis, el tiempo de exposicidon y la etapa de desarrollo de la
especie objetivo, entre otros factores. Por ejemplo, el uso de fenoxietanol a 0.2 mL L™* causé una
reduccion en el porcentaje del hematocrito de la trucha arco iris (0. mykiss) (lwama et al., 1989),
lo que puede indicar un grado de anemia debido al bajo nimero de glébulos rojos. Por el
contrario, la ostra de roca (S. glomerata) experimenta primero un aumento significativo del
numero de hemocitos durante la recuperacién de la anestesia (24 h) con cloruro de magnesio (50
g L!) 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, asi 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 excepcién del fenoxietanol. Por lo tanto, estos

resultados indican el uso seguro de algunos anestésicos en H. rufescens.

La enzima MPO estd 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 fraccién 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 exposicidon, no provocaron una
respuesta inmunitaria o inflamatoria a nivel sistémico en H. rufescens. Dado que la MPO requiere
como sustrato el H,0, producido por la SOD (Niki, 2016), se puede inferir que en esta especie de
abulén 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 neutréfilos renales de la carpa
cabezona (Pimephales promelas) tampoco se vio afectada durante el proceso de recuperacién de
la anestesia con eugenol a 30 mg L™ (Pali¢ et al., 2006). Sin embargo, la actividad de otras enzimas

relacionadas a la respuesta inmunitaria, expresada como las variaciones en la fosfatasa acida,
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aumentd en la ostra de roca (S. glomerata) durante el proceso de recuperacién (respuesta a corto
plazo a 48 h) de la anestesia con cloruro de magnesio (50 g L™) y luego volvié a niveles similares
a los de control (96 h) (Butt et al., 2008). De la misma manera, otros parametros de respuesta
inmunitaria, como la tasa de fagocitosis y actividad antimicrobiana, han sido evaluados en
abulones hibridos (H. rubra x H. laevigata) anestesiados con benzocaina (0.07 mg mL™),
observando un incremento en estos pardmetros 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 CO; en la dosis y

tiempo de exposicion utilizados.

El 6xido nitrico (ON) se difunde a través de la membrana celular (Nikki, 2016) y regula numerosos
procesos fisioldgicos, cardiovasculares, inflamatorios y neuronales (Jaffrey, 2018), incluyendo el
control de patégenos (Comesania et al.,, 2012). En H. rufescens no observamos cambios
significativos en la concentracién del dxido nitrico, 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 informacién sobre el efecto de los anestésicos en la
respuesta inmunitaria de los invertebrados marinos, y en el caso particular del éxido nitrico, esta
informacién es escasa, contradictoria y solo esta 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 protegia las células endoteliales (cultivadas in vitro) de los dafnos causados
por la acumulaciéon de ROS (H20;), aumentando asi la produccidn de éxido nitrico (Wang et al.,
2007). La produccion de esta sustancia también aumento significativamente en los hemocitos de
la almeja Ruditapes decussatus tras la exposicién al patégeno Vibrio tapetis (Tafalla et al., 2003).
Sin embargo, la evidencia de este estudio indica que ninguno de los anestésicos evaluados
(eugenol, fenoxietanol y CO;) afectaron la concentracion de ON a nivel sistémico, al menos en la
dosis y tiempo de exposicion seleccionados. Se requiere evaluar otras enzimas relacionadas con
el sistema inmunitario de H. rufescens (e.g. fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, lisozima) para

confirmar estos resultados.



71

8.2 Bioensayo 2: Efecto de la cirugia de injerto (autoinjerto y aloinjerto)

8.2.1 Respuesta antioxidante

En general, las variaciones en el contenido total de proteinas en la hemolinfa libre de células no
se vieron afectadas por ninguno de los tratamientos evaluados, y aunque si se observd una
diferencia en los valores de este indicador entre los organismos que recibieron un aloinjerto y los
gue solo fueron anestesiados (AL > AN), los valores en ambos casos fueron estadisticamente
similares a las del control. Este mismo patrén se mantuvo en la fraccién de hemocitos lisados, lo
gue sugiere que el origen del manto no afectd este indicador en el proceso de injerto en H.

rufescens a lo largo del tiempo evaluado.

La actividad de la enzima SOD solo varié significativamente en la hemolinfa a las 48 h como
respuesta de largo plazo de los organismos, siendo el incremento en el porcentaje de inhibicion
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 disminucién significativa en la
actividad de la SOD en la génada y glandula 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 cirugia de aloinjerto, se observé un incremento en la actividad de la SOD
a partir del 5to hasta el 10mo dia (Li et al., 2010). La comparacion de estos resultados no solo
confirma que los patrones de respuesta antioxidante en los moluscos son especificos de cada
especie, sino que también refleja las posibles diferencias fisioldgicas que existen entre moluscos
bivalvos sésiles (ostras perleras) y moluscos gasteropodos moviles (abuldn). Con H. rufescens en
particular, las variaciones en la actividad de la SOD sugieren dos posibles explicaciones: (1) la
enzima actua 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 produccion del anidén superdxido; (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 espatula (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 estan
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 demas 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 patrén claro para esta enzima. Por ejemplo, se registrd
también un incremento en la actividad de la CAT en la gonada 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
observé un patrén 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 dias posteriores a la colocacion de
un autoinjerto, aloinjerto y un xenoinjerto proveniente de P. mdximay P.margaritifera, indicando
gue se produjo una gran cantidad de radicales libres de oxigeno 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 reaccién mds rapida 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 hipétesis de una posible incompatibilidad biolégica que activé
la respuesta antioxidante. No obstante, esta respuesta fue solo transitoria y posteriormente los
abulones se recuperaron y la actividad de la CAT volvié 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 incisidn para retirar un trozo de manto

y luego la incision durante la cirugia de injerto.
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8.2.2 Respuesta inmunoloégica

Claramente, las variaciones en el conteo total de hemocitos solo fueron significativas entre el
tratamiento incisién 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 (incisidn, autoinjerto y aloinjerto) que se les realizo
una incision en la pared abdominal, fueron mayores que el control, pero esas diferencias no se
reflejaron en términos estadisticos. En cuanto a las variaciones en el nimero de hemocitos,
estudios en la ostra perlera P. fucata reportan que posterior al proceso de cirugia de injerto sigue
una rapida acumulacion 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 histoldgicas realizadas en P. margaritifera
demuestran una intensa reaccién de infiltracién de hemocitos (24 h) en los tejidos de la ostra
«receptora», incluyendo el tejido conectivo de la glandula digestiva y génadas que ademads son
zonas por las que pasan las herramientas de injerto, manto y el nucleo 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 nimero de hemocitos
circulantes estd asociada a los requerimientos de los abulones para llevar a cabo procesos de

cicatrizacién de heridas y la reaccidn al injerto de un trozo de manto en la cavidad abdominal.

El origen del manto afecté la actividad de la MPO en H. rufescens y se observé un incremento en
este indicador en el tratamiento aloinjerto (4 a 48 h) al compararlo con el control y demas
tratamientos en la fraccion 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 acida
(1 a 13 dias) y alcalina (4 a 11 dias) posterior a la cirugia de autoinjerto, aloinjerto y xenoinjerto
(manto donado de otra especie) (Wei et al., 2017). En la almeja de agua dulce (Hyriopsis cumingii
Lea), se reportd un patron similar de incremento de la fosfatasa acida a partir de las 24 h hasta
los 10 dias posteriores a la cirugia 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 bioldgico de otro abuldn 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 observoé claramente una mayor concentracidon ON en el tratamiento
de aloinjerto al compararlos con el grupo control y demas tratamientos (4 h y 24 h). Esta mayor
generacién 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 inmunolégico, 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 inmunolédgica en aloinjerto es un fenémeno
comun 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 recuperacién de la anestesia y se restablecié después
de 24 h. Por lo tanto, los anestésicos en las dosis y tiempo de exposicién 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 cirugia de injerto no
fue muy severa en esta especie de abulén 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 produccidén de perlas considerando los

protocolos desarrollados en este estudio.
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9. CONCLUSIONES

La evaluacidn visual de H. rufescens expuesto a diferentes anestésicos indicé que la mayor
proporcién de organismos aptos para injerto se obtuvo, en orden decreciente, con CO,
fenoxietanol 3.0 mL L' y eugenol 0.25 mL L.

Por sus efectos adversos, no se recomienda utilizar la benzocaina (provoca rigor del pie) y
eugenol (ocasiona mortalidades y exceso de produccién de moco) como anestésicos para
fines de cultivo de perlas en H. rufescens.

Durante el proceso de recuperacién de la anestesia los indicadores fisiolégicos, indice
glucidico y de mucopolisacdridos acidos, disminuyé e incrementd respectivamente, en la
génada, glandula digestiva y musculo del pie al utilizar eugenol 0.25 mL L™ como
anestésico.

La concentracién de total proteinas incrementd al usar fenoxietanol 3.0 mL L™! y se
mantuvo hasta las 24 h; en cambio la actividad de la SOD (en todos los anestésicos)
incrementd 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 cirugia de
injerto no se vieron afectados por ninguno de los anestésicos utilizados (eugenol 0.25 mL
L2, fenoxietanol 0.30 mL L™t y CO;) durante el proceso de recuperacion.

El origen del manto (aloinjerto o autoinjerto) provocé un aumento en la actividad
antioxidante de las enzimas SOD y CAT durante el proceso de recuperacién de la cirugia
de injerto de H. rufescens.

La actividad de la mieloperoxidasa y la produccion de éxido nitrico incrementaron en los
organismos que recibieron un aloinjerto en comparacion 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 desencadend una falla
sistémica o colapso de los organismos porque no se registraron mortalidades.

La evidencia histoquimica, fisioldgica, antioxidante e inmunoldgica indica que H. rufescens
es un organismo resistente a los procesos de anestesia e injerto y se recomienda utilizar

CO; como anestésico y colocar un aloinjerto para fines de produccion de perlas.
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