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RESUMEN

En el presente trabajo se cuantifico la respuesta metabolica de abulones Juveniles
Huliotis fulgens. sometidos a condiciones normales de alimentacion. inanicion Voa tres
diferentes anestésicos (4% w/v sulfato de magnesio: 0.1 % v/v fenoxietanol. FE: 0.01 %
w/v benzocaina. BZ). Los resultados obtenidos muestran que juveniles del abulon azul
alimentados y bajo inanicién presentaron un ritmo circadiano en su metabolismo. con
incrementos nocturnos de hasta 22% (alimentados) y 48% (inanicién) por arriba del
metabolismo observado durante el dia. Lo anterior sugiriere que las variaciones
metabolicas circadianas pueden ser influenciadas fuertemente por la intensidad de luz
v/o el fotoperiodo. Se observé que los abulones reducen significativamente su
metabolismo al estar bajo la influencia de los anestésicos (62%. 18% y 34% para el SM.,
FE y BZ respectivamente). Solo el FE v BZ produjeron un anestesiado sincrénico dentro
de un intervalo de tiempo de 10 min. Las concentraciones utilizadas de los tres
anestésicos fueron adecuadas para lograr desprender del sustrato a abulones con tallas
entre 24-45 mm.. sin embargo se sugieren concentraciones mayores del SM para lograr
un anestesiado mas sincronico. Bajo criterios visuales de recuperacion. el 30% de los
abulones se incorporaron dentro de los primeros 40 min post-anestesia. v el 100% en las
2 primeras horas. No obstante, los tres anestésicos provocaron un estrés significativo en
¢l metabolismo de los abulones durante las primeras 8§ hr. post-anestesia. La tasa
metabolica retornd a valores normales (control) después de ese periodo. Ninguno de los
anestésicos provocaron mortalidades después de 4 semanas. pero se recomiendan
observaciones adicionales para probar el efecto a largo plazo en la tasa de consumo
alimenticio, crecimiento y mortalidad.
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I. INTRODUCCION

La produccion natural de abulon en Baja California ha permanecido por debajo
de las 600 toneladas anuales desde el colapso de esa pesqueria en los afios ochentas
(Guzman del Proo, 1994). Debido a su importancia como recurso pesquero y a su alto
precio en el mercado internacional, los esfuerzos péra desarrollar cultivos rentables de
haliétidos ha ido en aumento a nivel mundial (Viana, com. pers.: 1.1.O.-UABC). El costo
en el mercado del abulon cultivado a alcanzado precios de hasta de $5.00 US dlls. por
organismo (aprox. 75 g y 7.5 cm, US. Abalone, California). y entre $176.00 - 211.00 US
dlls. por Kg de musculo (The Abalone Farm. California). En Baja California existe
actualmente una produccion comercial de juveniles de H. fulgens por parte de las
empresas Abulones Cultivados S.A. de C.V. y BC Abalone S.A. de C.V.. ambas
localizadas en el Ejido Eréndira.

El abulén se distingue por su alta capacidad para adherirse al sustrato al sentir
algun factor de estrés. tanto en condiciones naturales como de cultivo (White et al..
1996). vy una vez afianzados es casi imposible desprenderlos sin asistencia mecénica
(Ebert y Houk. 1984). Este comportamiento tiene implicaciones en el manejo de granjas
de cultivo. ya que el abulon comtinmente debe ser desprendido de los recipientes de
cultivo para realizar valoraciones periodicas tales como sorteo de tamafios, ajuste de
densidades. transporte. etc.. El desprendido mecénico puede dafiar al organismo vy
eventualmente matarlo, debido a que este grupo no presenta mecanismos de
coagulacion, aumentando asi la probabilidad de muerte por sangrado o por infeccion
bacterial (White et al.. 1996). Con el objeto de evitar este problema se han
implementado varias técnicas para desprender los abulones. Estas incluyen el aumento
de la temperatura del agua de mar (Harris et al.. 1997: Harris et al., 1999b). desecacion
temporal (Hahn. 1989). v la utilizaciéon de compuestos quimicos con efecto anestesiante.

En el abulon se han utilizado como anestésicos al CO- (Arrovo v Gareia. 2000).
carbonato etilico. hidrato de cloro. barbitol. acido dieti! carbonico. alcohol etilico (Hahn.
1989). aceite de brotes de clavo (Aqui-S) (Stone and Tostin. 1999: Edwards et al.. 2000).

salsa Tabasco. aceite de clavo (Edwards et al.. 2000). cloruro de potasio (Hahn. 1989:




Edwards et al., 2000), EDTA, hidrocloruro de procaina (White et al.. 1996), MS-222,
nembutal, fenoxitol propileno (Aquilina y Roberts, 2000), benzocaina (Hahn, 1989;
Edwards et al. 2000; Aquilina y Roberts, 2000). sulfato de magnesio (Hahn, 1989: White
et al., 1996) y fenoxietanol (White et al., 1996; Edwards et al.. 2000). Los ultimos tres
anestésicos han probado ser efectivos en el proceso de anestesiado de abulones (Hahn,
1989; White et al.. 1996: Aquilina y Roberts, 2000).

El método tradicionalmente utilizado para medir la efectividad de los anestésicos
en los abulones es mediante la evaluacion de su actividad motora y la velocidad de
recuperacion a niveles “normales”, después del proceso de anestesiado (Hahn. 1989:
White et al.. 1996). No obstante. las secuelas a corto y mediano plazo no pueden ser
identificadas con este método. Una alternativa es la medicién de la tasa metabolica (o
respiracion) de los organismos. la cual es altamente sensible a cualquier cambio
ambiental o factor de estrés fisico-quimico. incluyendo temperatura (Newell. 1973: Paul
y Paul. 1998). concentracion de oxigeno en el agua (Hahn. 1989: Harris et al.. 1998b:
Harris et al.. 1999b). concentracion de nitritos v amonio (Harris et al. 1997: Harris et al.
1998a: Harris et al. 1998b). o variaciones en el pH (Harris et al. 1999a).

Con el fin de probar si las observaciones visuales corresponden a medidas
cuantitativas de recuperacion post-anestesia. en el presente estudio se evaluo el efecto
temporal del sulfato de magnesio, la benzocaina y fenoxietanol como anestésicos en
juveniles del abulon azul. Estos tres anestésicos se han empleado durante la
manipulacion, intervencion quirurgica v transporte de otros moluscos como el calamar
Sepioteuthis sepioidea (Garcia Franco. 1992): la escalopa Pecien fumarus (Heasman et
al.. 1995). el ostion Ostrea edulis (Culloty y Mulcahy. 1992). Pinctada maxima (Norton
etal.. 1996), Pinciada albina (Mills et al., 1997). el mejillon Elliptio complanaia (Lellis
y Plerhoples. 1997). asi como en otros moluscos de agua dulce (Araujo et al. 1993) y
peces (Barton 1981: Yamamitsu y Itazawa. 1988: Gilderhus. 1991: Mattson v Riple.
1989: Allen. 1988: Fredricks et al.. 1993: Meinertz et al.. 1996: Olsen v Ringoe. 1999:
Clark. 2000).
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II. ANTECEDENTES

Anestésicos

Sitios de accidn

El sitio de accion de los anestésicos es el sistema nervioso de los organismos. La
transmision de informacion entre células nerviosas (neuronas) ocurre mediante la suma
de complejos eventos fisico-quimicos conocidos como impulso nervioso o potencial de
accion (Rawn, 1989). Estos eventos estan representados en parte por cambios en la
permeabilidad de Ja membrana a los iones de sodio y potasio. lo cual genera gradientes
electroquimicos a lo largo de esta. Las células nerviosas son excitables debido a que sus
membranas contienen canales (poros) iénico sensibles al voltaje de Na~ K o Ca™. La
despolarizacion de la membrana ocurre cuando los cationes fluven dominantemente
hacia el interior de la membrana, haciendo su interior menos negativo. Asimismo. un
flujo dominante de cationes hacia el exterior produce un gradiente mas negativo en el
interior. con la consecuente hiperpolarizacién de la membrana. Normalmente la
membrana neuronal en reposo de vertebrados se encuentra polarizada a =70 mV (Rawn.
1989). En estudios realizados sobre el axdén gigante del calamar. se concluvé que la
despolarizacion de la membrana causada por la intrusion de Na~ es seguida por una
repolarizacion causada por la salida de iones K. Asimismo. la apertura de canales de
Ca™ en el axdn es facilitada por la presencia de neurotransmisores, como acetilcolina, el
cual comunmente se localiza en las uniones neuromusculares de vertebrados y los
ganglios de gasterépodos (Tauc, 1966). Otras moléculas que funcionan como
neurotransmisores son la dopamina, norepinefrina. epinefrina, serotonina. GABA.
glutamato y glicina (Rawn. 1989; Alberts et al.. 1983). El flujo de iones Ca™ hacia el
interior de las terminales axénicas normalmente se traduce en cambios conformacionales
de las proteinas localizadas en la membrana post-sindptica de la célula muscular. 1o cual
permite el flujo de cationes (Na’') v la consecuente despolarizacion de membrana en la
celula muscular (Rawn. 1989). La disfuncién de las neuronas debido a la influencia de

anestésicos también se refleja en una reduccion del metabolismo corporal. va que este es
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reducido como consecuencia del colapso nervioso debido a la interrupcion de los
impulsos entre las células nerviosas, provocado por esas sustancias (White, 1998;
Norton et al., 1996; Teo y Chen, 1993; Kaiser y Vine, 1998; Murdoch y Greene, 1982;
DeTolla et al., 1996, etc).

Accion del Sulfato de Magnesio. Fenoxietanol v Benzocaina

El Sulfato de Magnesio (SM) es un laxante utilizado en humanos. el cual
también puede producir relajamiento de musculos y tendones (Fingl. 1982). Se utiliza
también en la prevenciéon de convulsiones, debido a que bloquea la transmision
neuromuscular, disminuyendo aparentemente la cantidad de acetil-colina liberada
durante el impuso nervioso. por lo que también puede servir como agente anti-
inflamatorio y anestésico general (AHFS. 1996). EI SM deprime el sistema nervioso
central. provocando la pérdida de reflejos v la reduccion o paralisis respiratoria (White.
1998).

El Fenoxietanol (FE). aparte de ser utilizado en la industria de los cosméticos v
en pinturas. es también usado como anestésico topico y como bactericida (Dictionary of
organic compounds. 1983: The Merk index. 1989: The Condensed Chemical Dictionary.
1966). La farmacocinética de este compuesto no esta bien investigada (Mattson v Riple.
1989). pero se sabe que disminuye la corriente del ion receptor-mediador NMDA (N-
metil-d-aspartato) en las membranas nerviosas. neurotransmisor parecido al glutamato
(Musshoff et al., 1999).

La Benzocaina (BZ) es un anestésico poco soluble v de uso tdpico en humanos.
aunque también es utilizado eficientemente como método de eutanasia en peces v
anfibios (DeTolla et al.. 1996). La BZ es pH-independiente v se absorbe lentamente
hasta bloquear la conduccion nerviosa. Actua sobre cualquier parte del sistema nervioso
v sobre cualquier tipo de fibra nerviosa. Su principal sitid de accion es la membrana
celular. impidiendo o disminuvendo la permeabilidad de ésta a los iones de sodio
mediante una ligera despolarizacion. ks decir. estabiliza Ja membrana neuronal
inhibiendo el flujo rapido de los jones encargados de iniciar la conduccion de los

impulsos (Murdoch y Greene. 1982: White. 1998). En experimentos con el nervio




ciatico de ranas se ha demostrado que el sitio activo de los anestésicos locales como la
benzocaina, estd intimamente ligado a la region del canal de la membrana, donde la

naturaleza del ion permeable puede alterar la interaccion del anestésico con el canal de

sodio (Lilley y Robbins, 1998).

Meétodos de Evaluacién del Efecto de Anestésicos

Hasta ahora los métodos tradicionales para evaluar el efecto de los anestésicos y
tiempo de recuperacion en organismos marinos han sido esencialmente visuales. En
peces. se ha medido el tiempo que tardan en perder y recuperar el movimiento
respiratorio, movimiento locomotriz o habilidad de nado. funciones hidrostaticas.
facilidad de manejo. equilibrio. respuesta a luz o tacto v mortalidad (Sehdev et al.. 1963:
Gilderhus. 1989: Gilderhus y Marking. 1987: McErlean v Kennedy, 1968: Meinertz el
al.. 1996: Mattson y Riple. 1989). En bivalvos. tipicamente se registra su capacidad de
cerrar sus valvas. respuesta al tacto, flacidez del manto. reaccion a estimulos externos.
respuesta al manejo y mortalidad (Culloty v Muleahy. 1992: Heasman et al.. 19953:
Norton et al., 1996: Mills et al.. 1997). En el abulén. se ha evaluado su capacidad de
adherencia al sustrato, relajamiento muscular. movimiento v mortalidad (Hahn. 1989:
White et al., 1996: Aquilina y Roberts. 2000). Sin embargo. no hay reportes de criterios
metabolicos que indiquen el estado de los organismos v en particular en abulones,

durante y después del proceso de anestesiado.

Metabolismo

La tasa de consumo de oxigeno (VO-) es considerada como una medida indirecta
y sensible del metabolismo de un organismo. el cual varia segiin su estado fisiologico.
La tasa metabdlica esta influenciada por muchos factores. entre los que se incluyen
agentes externos como temperatura. fotoperiodo. concentracion de oxigeno v
disponibilidad de alimento. asi como factores intrinsecos como el sexo. edad. nivel de
actividad. ritmos enddgenos. ete. (Newell. 1973: Fitch. 1975: Hahn. 1989: Harris et al .
1997: Hauris et al.. 1998a: Harris et al.. 1998b: Harris et al.. 1999a), Dependiendo del

nivel de actividad de un organismo. la tasa metabélica puede representar una medida del




metabolismo basal o estandar (estado de reposo o inanicion moderada), metabolismo de
actividad (maxima actividad, medida bajo condiciones forzadas) y metabolismo de
rutina (Lucas, 1996). Este Gltimo estd vagamente definido y representa la respuesta
metabodlica de un organismo bajo condiciones “normales” de actividad (Bayne, 1983,
Lucas, 1996).

Debido a su fototactismo negativo (Ebert y Houk_. 1984. H. rufescens). el abulon
concentra principalmente su actividad motora (Donovan y Carefoot. 1998. H.
kamischatkana) y de alimentacion (Barkai y Griffiths. 1987, H. midae) en los periodos
nocturnos. Es durante ese periodo cuando se han reportado las mads altas tasas
metabolicas (Peck et al.. 1987, H ruberculara: Uki y Kikuchi. 1975. H. discus hannai).
El abulon parece comportarse como oxirregulador parcial (Jan v Chang. 1983, H
diversicolor). ya que su tasa metabolica se mantiene estable atn a niveles de oxigeno del
80% de saturacion (Harris et al.. 1999b. H. laevigata). A concentraciones menores se ha
observado la presencia de manchas en las células mucosas de las branquias, al igual que
necrosis en el epitelio de éstas (Harris et al.. 1998b). mientras que una exposicion
prolongada a concentraciones por encima del nivel de saturacion les provoca

aeroembolia (Elston. 1983; Hahn. 1989).

Ritmos circadianos

El metabolismo de los organismos bajo condiciones normales presenta
variaciones durante el transcurso del dia (Newell, 1973; Fitch, 1974), y algunas de estas
pueden ser ciclicas (Hahn. 1989). Los ritmos metabolicos circadianos se presentan
aproximadamente cada 24h y representan una respuesta enddgena a estimulos externos.
La temperatura, intensidad de luz/fotoperiodo, y la disponibilidad de alimento se
encuentran entre los principales factores responsables de la sincronia de esos ritmos
(Hader y Tevini. 1987: Fuentes-Pardo et al.. 1997: Uki v Kikuchi. 1975). Ademas del
metabolismo. se han observado ritmos endogenos en otras funciones fisioldgicas. tales
como la temperatura corporal. produccion de hormonas. etc. (Hemandez-Falcon v
Ramon. 1998). En organismos marinos. se¢ han reportado no solamente ritmos

circadianos. sino también ritmos mareales (Gray v Hodgson. 1999). v lunares (Thurman.




1998) entre otros. En el abuldn, la presencia de ritmos circadianos se reportaron desde
1975 (Uki y Kikuchi), en donde su actividad, alimentacién y metabolismo coinciden con
el fotoperiodo (Ebert y Houk, 1984; Donovan y Carefoot, 1998: Barkai y Griffiths,
1987; Peck et al., 1987).

Es evidente que el metabolismo es muy sensible a factores externos e internos
que afectan el comportamiento normal del organismo. Las mediciones temporales de la
tasa metabolica permite no solamente identificar esas variaciones, sino cuantificar su
magnitud y duracién. En este trabajo se identificd y midié la magnitud de las variaciones
diurnas en el metabolismo de abulones juveniles Haliotis fulgens, y las alteraciones

metabolicas provocadas por SM, FE y BZ como agentes anestésicos.




III. OBJETIVOS:
1. Cuantificar las variaciones metaboélicas de los abulones dentro de un ciclo dia/noche.

2. Determinar el efecto temporal de los anestésicos sulfato de magnesio, fenoxietanol y

benzocaina, sobre el metabolismo de los abulones juveniles Haliotis Sfulgens, y

compararlo con las criterios visuales de recuperacion.




IV. MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales:
En el presente trabajo se llevaron a cabo 6 experimentos con organismos
provenientes de la granja abulonera BC Abalone S.A. de C.V.. localizada en el Ejido

Eréndira. B.C.. Los experimentos fueron de dos tipos (Fig. 1):

1. Series de tiempo para identificar la presencia de ritmos enddgenos en el
metabolismo de organismos alimentados (Exps. 1a) v bajo inanicién. Estos
ultimos se llevaron a cabo con organismos de 11 dias (Exp. 1b) o 67 dfas de

mmanicion (Exp. l¢).

£

Experimentos (Exps. 2 — 4) para probar el efecto del sulfato de magnesio (SM).

fenoxietanol (FE) y benzocaina como anestésicos en juveniles de abulon.

En los experimentos del tipo 2 se realizaron series de tiempo durante las tres
primeras horas de aplicacion de los anestésicos (Exp. 2a) o en las subsecuentes 50 h
(Exps. 4a y 4b). utilizando un mismo grupo de organismos en cada caso. En contraste.
para los experimentos 2b y 3 se utilizaron grupos de organismos independientes en cada
periodo de medicion. Estas mediciones se realizaron a las 3h post-anestesia (Exp.2b)o a

las 3. 5, 8 y 15 h post-anestesia (Exp. 3).

Transporte y Mantenimiento de Organismos Experimentales

Un total de 400 organismos de 15 meses de edad (desove del 11/09/1998) v con
tallas entre 2.8-3.8 mm.. fueron transportados dentro de hieleras cerradas al Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de Baja California. Con el
fin de mantener una atmosfera himeda durante el transporte. los organismos se
colocaron entre hojas del alga Macrocystis sp. v sobre tela de yute humeda colocada

encima de barras de hielo seco.




Organismos
alimentados (Exp. 1a)

11 dias bajo inanicién

i Exp. 1b
Ritmo < (Exp- 1h)
circadiano
67 - 68 dias bajo inanicion
(Exp. 1¢)
—
- Evaluacion durante las primeras 3 hr.
RESPEE,T.‘E'_ & Respuesta post-anestesia (Exp. 2a)
fetalnICy inmediata a los ¢
anestésicos Evaluacién a las 3 hr. post-anestesia
(Exp. Zh)
e
Influencia de
los anestésicos Respuesta mediata al SM, FE y BZ (Exp. 3)

(24 29
Efecto de la edad en la respuesta 24-29 mm (Exp. da)

liata al SM, FE y BZ
mediata a s FR Y 35 - 45 mm (Exp. 4h)

Fig. 1. Cuadro sindptico de los diferentes experimentos realizados con el abulén H.

ulgens. para valorar su respuesta metabolica.

Al llegar al laboratorio, los abulones fueron transferidos a 15 cubetas de plastico
de un volumen de 4 L (15 abulones por cubeta), y a 3 canastas de 30 x 38 x 20 cm (L%
W x H) (175 abulones). Tanto las cubetas como las canastas con abulones se colocaron
dentro de una charola de fibra de vidrio de 2.5 x 0.8 x 0.15 m (L x W x H). v fueron
provistas de aireacion y flujo de agua de mar filtrada (10p. 34 psu.). Con una sola
excepeion (Exp. 2. 19 4 °C). la temperatura del agua se mantuvo constante a lo largo de
los experimentos (23 + 1 °C). mediante un calentador de inmersion (CLEPCO. 1000
watts) colocado en un reservorio que descargaba en las unidades experimentales.

Los organismos fueron alimentados en las cubetas v canastas con una dieta
balanceada formulada para abulén por la Dra. Ma. Teresa Viana. investigadora del 1.1.0.

(Tabla II). El alimento se suministraba diariamente durante la noche y se retiraba por la
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mafiana (12 hr.), durante la limpieza. Todo el sistema estuvo cubierto con mallas de
sombra (70% de sombreado), hasta una intensidad aproximada de 2x10™"° uE seg” ¢m™
(Irradiometro Biospherical Instruments Inc. QSL-100). En todos los casos se mantuvo
un fotoperiodo de 12:12 luz:oscuridad.

Para el Exp. 4a se utilizaron abulones de 24-29 mm, donados en mayo del 2000
por el Dr. Searcy Bernal. investigador del 11.O.. Los organismos tenian una edad
aproximada de 1 afio y fueron alimentados con la misma dieta descrita anteriormente, a
temperatura entre 15 °C y 18 °C. Cuatro semanas antes del experimento, esos

organismos fueron trasladados al sistema experimental descrito arriba.

Tabla 1. Composicién porcentual (en base seca) de la dieta suministrada a Jos

abulones durante las etapas de mantenimiento y experimentacién.

INGREDIENTES % EN DIETA
Harina de pescado 30
Harina de alfalfa 15
Harina de maiz 12
+Harina de soya 10
Almidén modificado 10
Almidoén de maiz 9.25
Ensilaje de atun 2
Vitaminas L3
Vitamina C (Stay-C) 0.4
Minerales 3.3
Metionina 0.23
Benzoato de sodio 0.23
Cloruro de colina 0.11
BTH 0.086
Gelatina 6
TOTAL 100%
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Respuestas Metabdlicas

Ritmo Circadiano

Para identificar el ritmo circadiano se realizaron tres series de tiempo (Tabla II).
En la primera (Exp. 1a) se utilizaron organismos alimentados. cuyo metabolismo fué
medido a lo largo de 50 h, con incubaciones discretas de 1h de duracién y frecuencia
aproximada de 1.5h (Tabla II). Para el segundo (1b) v tercer experimentos (lc) se
utilizaron organismos con 11 dias (1b) o 67 dias de inanicién con el fin de comprobar si
el ritmo circadiano era influenciado por la disponibilidad de alimento. Las series de
tiempo se llevaron a cabo de la misma forma que en el experimento la, excepto que la
frecuencia de medicion fué distinta v se anestesiaron los organismos con fenoxietanol
para poder transferirlos a las cimaras de incubacion (Tabla I). Los cambios en la tasa
metabolica de los organismos sometidos a inanicion. asi como el porcentaje de
mortalidad también fueron monitoreados en forma discreta en distintos momentos a lo
lareo de todo el periodo de inanicion (0 a 74 dias). con frecuencias de 5 a 10 dias.

Dichas mediciones solo se hicieron una vez por dia y a una misma hora (12h).

Tabla II. Resumen de los experimentos que se llevaron a cabo con Juveniles de H

Julgens para evaluar el metabolismo durante un ciclo circadiano.

EXP.| TALLA | FREC. DE MEDICION Y CARACTERISTICAS
(mm) DURACION TOTAL

la | 35-45 1.5hr x 50 hr ALIMENTADOS
1b | 25-40 irregular x 12 hr 11 DIAS INANICION Y FE
le | 25-40 irregular x 50 hr 67 DIAS INANICION Y FE

En el Exp. (1a) se seleccionaron aleatoriamente 24 abulones Y Se repartieron en
8 camaras respirométricas (3 organismos por camara). donde permanecieron durante 24
hr. bajo condiciones de flujo abierto v sin alimento. Adicionalmente se pusieron 4

camaras control (sin organismos). Antes de iniciar la primera medicidén de consumo de




oxigeno, se les realizd una limpieza mediante sifoneo para eliminar las heces
producidas. Posteriormente las cdmaras fueron selladas y se introdujeron los electrodos.
La medicién de consumo de oxigeno se inici6 una vez que se cerro el flujo de agua en
las camaras. Aproximadamente cada 1.5 hr. (durante 50h) se reabria el flujo para
renovar el agua (3 - 5 volumenes de recambio) y reiniciar una nueva incubacion. Al final
del experimento se pesaron y midieron todos los organismos experimentales. Durante las
mediciones se mantuvo el fotoperiodo de 12:12 cubriendo completamente el perimetro
de la charola experimental con mallas de sombra (Ex107" LE seg™ cm™), y durante la
noche con plastico negro hasta obtener una oscuridad casi total. Las tasas metabdlicas
promedio. tanto de la condicion de luz como de 6scuridad. se obtuvieron promediando
las mediciones asociadas a dichos periodos. El mismo protocolo descrito anteriormente
se aplicd para los organismos bajo inanicion (Exps. 1b v lc). excepto que el nimero de

réplicas (cdmaras) se redujo a tres. con igual nimero de camaras control (sin abulones).

Efecto de los Anestésicos

Se realizaron un total de 5 experimentos para cuantificar la respuesta metabolica
de los abulones a los anestésicos SM. FE y BZ. Las mediciones se hicieron en series de
tiempo o en forma puntual. dependiendo del experimento (Tabla IIT).

Los anestésicos empleados fueron sulfato de magnesio (SM. SIGMA M-7506) a
una concentracion final del 4% w/v (Hahn. 1989), fenoxietanol (FE, SIGMA P-1126) al
0.1% v/v (Edwards et al., 2000) y benzocaina (BZ, SIGMA E-1501) al 0.01% v/v. La
BZ fué preparada disolviéndola previamente en alcohol etilico (96%). a una
concentracion del 10% w/v (Hahn, 1989). Las soluciones finales se prepararon en agua
de mar filtrada (Spum) inmediatamente antes del tratamiento de los abulones.

El proceso de anestesiado para los exps. (2b — 4b) consistié en lo siguiente: a) los
abulones fueron primero desprendidos de las canastas de mantenimiento con avuda de
una espatula. e inmediatamente se transfirieron a cubetas de 4 L. las cuales contenian
aproximadamente 1 L de agua de mar; b) una vez que los abulones se adhirieron
nuevamente a las cubetas. se aplic el anestésico y se registr el tiempo de respuesta de

los organismos. Se consideraron anestesiados aquellos organismos que fueron




desprendidos con facilidad de la superficie de la cubeta al empujarlos suavemente con
los dedos, o cuando éstos se desprendieron solos de la superficie. Cada organismo
experimental fué transferido a su respectiva camara de incubacién conforme mostraba
signos de anestesiado. Una vez que se terminaron de transferir todos los organismos, se
corto el flujo de las camaras y se procedid a medir el consumo de oxigeno, durante un
periodode 1.5a2 h.

Para el Exp. 2b se corrieron simultaneamente 3 tratamientos (SM, FE ¥ control)
v un blanco sin abulones. Se utilizaron 3 réplicas (cdmaras) por tratamiento (3
organismos por réplica), excepto en las cdmaras sin abulones que se corrieron por
duplicado. En e] experimento 3 se corrieron simultdneamente tres tratamientos (SM. FE.
BZ). utilizando tres réplicas por tratamiento (3 organismos por camara) y 2 réplicas
control. Al final de las incubaciones se corrieron controles sin organismos (blancos) para
corregir por el consumo de oxigeno asociado al electrodo v/o los MiCroorganismos
presentes en las cdmaras. En este experimento las evaluaciones temporales se hicieron

en forma independiente. utilizando distintos grupos de abulones para cada periodo de

evaluacion (3. 5. 8 y 15 horas post-anestesia). Cada incubacién duré 1.5h

Tabla 1L Detalles de los experimentos que se llevaron a cabo con juveniles de H.

Jfulgens, para valorar la influencia de los anestésicos sobre el metabolismo.

EXP.| TALLA FREC. DE MEDICION Y TRATAMIENTO
(mm) DURACION TOTAL
2a 35-45 | Continuo x 4h oM. FE-¥Y BZ
2b 30-40 | Puntual. 3 hr SMY FE
3 30-40 |Puntual,3.5.8.15h SM.FEY BZ
4a 24-29  [8hrx 50 h SM.FEY BZ
4b 35-45 |8hrx 50 h SM.FE Y BZ

SM= Sulfato de magnesio. FE= Fenoxietanol. BZ= Benzocaina.
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Los experimentos 4a y 4b se corrieron con el fin de probar si la edad de los
abulones influia sobre el comportamiento circadiano. Los experimentos iniciaron en
distintas fechas y tuvieron una duracién de 50h cada uno. Durante ese tiempo se
realizaron 7 mediciones discretas de consumo de oxigeno. con duraciones de 1.5h cada
una. La primer medicion se llevo a cabo aproximadamente 3h después de haber aplicado
el anestésico, v posteriormente cada 8 h hasta terminar el experimento (Tabla II1). Las
incubaciones se realizaron simultineamente en organismos previamente anestesiados
con SM. FE v BZ. utilizando tres réplicas por tratamiento v dos réplicas control
(abulones sin anestésico). Al final de las incubaciones se corrieron controles sin
organismos.

En el experimento 2a los abulones se anestesiaron dentro a las camaras
respirométricas. Debido a que el objetivo de este experimento fue cuantificar con detalle
la respuesta metabolica de los organismos durante v después del proceso de anestesiado.
en todos los casos se utilizé un tiempo fijo de tratamiento de 10 min (FE. BZ) o 20 min
(SM). Estos periodos fueron seleccionados con base al tiempo promedio de respuesta al
anestésico observado en distintos experimentos (ver Anexo 1). La tasa metabolica de los
organismos experimentales se monitore¢ en forma continua antes. durante v despueés de
la aplicacion de los anestésicos. Al final del periodo de aplicacion de los anestésicos.
estos se eliminaron de las camaras mediante recambios completos (6 a 8 voliimenes) del
agua de incubacion. Cada anestésico se evalud en forma independiente en distintos dias.
utilizando simultineamente 4 réplicas del tratamiento (3 organismos por camara). 3
réplicas control (abulones, sin anestésico), y 3 réplicas consideradas como blanco de

reactivo (agua de mar con anestésico).

Mediciones
Respiracidn

Las mediciones de consumo de oxigeno se realizaron con dos oximetros
polarograficos Strathkelvin de 6 canales cada uno. Antes de cada experimento, los 12
electrodos fueron calibrados simultdneamente en agua de mar filtrada (S5um) y saturada

con oxigeno por medio de aireacién. La calibracion al 0% de oxigeno fué realizada en




una solucion de agua de mar y sulfito de sodio al 5%. mientras que la calibracion al
100% se llevo a cabo 15 min. después de saturar el agua de mar con aireacion fina.

Los cambios en la concentracion de oxigeno (% de saturacion) dentro de las
camaras se monitore6 cada 30 segundos en tiempo real, por medio de un programa de
computacion del mismo oximetro. Se tuvo especial cuidado de que la concentracion total
de oxigeno en las camaras no disminuvera por debajo del 80%. Al final de las
incubaciones se calcularon las tasas (pendientes) de consumo de oxigeno (%0-/min)
para cada una de las camaras. mediante regresiones lineales. La tasa de consumo de
oxigeno (tasa metabolica) de los organismos incubados se estimd con la siguiente
ecuacion:

Vos, = (m* Cs * 60 min) (1)
(100% * Th * n)

Donde:
Vo2 = Tasa metabolica del organismo experimental (L O5/h/Org).
m = pendiente del consumo de O> en la camara (%0»/min)
Cs = Cantidad total de O en la camara al 100% de saturacion (ul O,).

n = Numero de organismos dentro de la camara.

La concentracion de oxigeno al 100% de saturacion se obtuvo utilizando las
tablas de solubilidad de O, reportados por Green y Carritt (1967). tomando en cuenta la
temperatura y salinidad del agua a una atmosfera de presion. A cada camara se le resté el
consumo promedio de oxigeno obtenido en las cdmaras sin abulones. Debido a la
diferencia de peso de los distintos grupos de abulones (2.2 a 11.7 g peso himedo). la
tasa metabolica calculada en (1) se estandarizé a 4.5 g. por medio de la siguiente

ecuacion alométrica (Bayne y Newell, 1983):

Vs = Voge * ( Ws/ We )*"2 @)




Donde:
Voas = Tasa metabélica de un animal estandar de 4.5 g (1l O2/h/Org).
Voo, = Tasa metabolica del organismo experimental (ul O2/h/Org).
Ws = Peso del organismo estandar (4.5 g).
We = Peso del organismo experimental (g).
0.72 = Exponente de la ecuacion alométrica que relaciona el peso hiimedo

vy la tasa metabolica para el abuldn H. fulgens (Peck et al.. 1987).

Criterios Visuales de Recuperacion Post-anestesia

Los abulones anestesiados fueron colocados dentro de las camaras
respiroméiricas en forma invertida (pie hacia arriba). El tiempo que tardaban los
abulones en incorporarse o voltearse a su posicion original fue registrado. v se considerd

como un criterio visual de recuperacion post-anestesia (White et al., 1996).

Talla v peso

El peso humedo y talla de los abulones se midieron después de las incubaciones
en las camaras respirométricas (Exp. la y 2a) o antes de introducirlos a las camaras
(resto de los experimentos). Se registrd individualmente la longitud maxima de la
concha con un vernier electronico digital (MAX-CAL £ 0.03 mm). El peso hiimedo de
los abulones se registro en una bascula portatil (AND SV-200 + 0.01g) después de quitar

el exceso de agua a los abulones con una toalla.

Mortalidad

La mortalidad post-anestesia se evaliio durante las primeras 2 - 4 semanas en los
Exp. 2a. 2b. 3, 4a y 4b. introduciendo a los abulones en cubetas de 4 L con flujo de aire
y agua constantes, separados por tratamiento. La mortalidad debida a la inanicion, en el
Exp. 1b, se identificaron por su falta de adherencia a las paredes del recipiente y la falta

de respuesta a estimulos mecdnicos (presion) sobre la masa muscular.
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Analisis estadistico.

Se utilizaron andlisis de varianza (ANOVA) de | via en los Exps. | a-c para
probar el efecto del tiempo sobre la tasa metabélica de los organismos. También se uso
un ANOVA de una via en los Exps. 2a, 2b y 3 para probar el efecto de los anestésicos
(SM, FE y BZ) sobre el metabolismo de los abulones. 7

En los Exp. 4a y 4b se empleé un ANOVA de 2 vias para probar el efecto de los
anestésicos y el tiempo, sobre el metabolismo de los abulones.

Cuando el ANOVA produjo diferencias significativas, se empled el método de
comparaciones multiples de medias LSD de Fisher's para cada factor.

Antes de los ANOVAS. se prob6é la normalidad por medio del método
Kolmogorov-Smirnov y homogeneidad de varianzas por medio del método de Levene’s.

Todos los resultados estadisticos se consideraron significativos a un nivel de o < 0.05.
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V. RESULTADOS:

Respuestas Metabdlicas

Ritmo circadiano

Organismos alimentados (Exp. la)

Se observo la presencia de un ritmo circadiano en el metabolismo de los abulones
(Fig. 2). con diferencias significativas en funcién del tiempo (ANOVA. P = 0.001). La
tasa metabolica aumentd rapidamente durante el dia hasta alcanzar valores asintoticos
maximos durante las horas nocturnas (22:00 a 4:00 h) y minimos durante el dia (10:00 a
16:00 h). La tasa de respiracion nocturna fue hasta un 22.4% o 31.2% mayor que los
valores promedio observados durante el primer (267 + 6.8 pl O-/h/Org) y segundo
periodos de iluminacion (226.4 + 4.4 ul Oo/h/Org). Los picos observados a las 20:00 h ¥
8:00 h de ambos dias. corresponden al momento en que se colocd y quitd el plastico

negro que se uso para regular el fotoperiodo.

Organismos bajo inanicion (Exps. 1by lc)

El metabolismo de los abulones bajo inanicion. también presentd un ritmo
circadiano similar al descrito para los organismos alimentados. con incrementos
significativos (ANOVA. P = 0.001) en la tasa promedio de respiracion nocturna de hasta
un 48% con respecto al dia (Fig. 3). Aun cuando la tasa metabdlica basal disminuyd
hasta un 50% en los organismos con 67 dias de inanicion, el ciclo circadiano siguio
presentandose en estos abulones (Fig. 3).

En general. los juveniles de H. fulgens sometidos a inanicién mantuvieron una
tendencia a disminuir linealmente su metabolismo basal conforme aumento el periodo de
inanicion (Fig. 4a). disminuyendo desde 162 + 6 pl-03/h/0rg (dia 0) hasta 69 + 1.8 ul
O,/l/Org (dia 74). La disminucion del metabolismo también fue acompaiiada por una
reduccion lineal del peso humedo (Fig. 4b). El porcentaje de sobrevivencia se mantuvo
por encima del 90% durante los primeros 60 dias de inanicién, pero disminuy6

abruptamente hasta un 15% en los subsecuentes 30 dias (Fig. 4c).
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Fig. 2. Cambios temporales en la tasa metabolica promedio de abulones (35-45 mm)
alimentados a lo largo de un periodo de 50 horas. Las regiones sombreadas indican los
periodos nocturnos. Las barras verticales indican el error estandar.
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verticales indican el error estandar.
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Efecto de los anestésicos

Respuesta metabolica durante el proceso de anestesiado (Exp. 2a)

La tasa metabolica de los abulones se redujo significativamente durante el tiempo
que estuvieron en contacto con los anestésicos, alcanzando valores de hasta un 18% (FE.
“ANOVA P = 0.1), 34% (BZ, ANOVA P = 0.002) 0 65% (SM, ANOVA, P = 0.001)
menores que los valores pre-anestesia (Fig. 5 a-c). No obstante, los abulones
restablecieron su metabolismo (SM, 377.2 + 22.2 pl O»/h/Org) o lo incrementaron por
encima de los valores iniciales (FE y BZ. Fig. 5 b.c) una vez que los anestésicos se
climinaron de las cdmaras respirométricas. La tasa metabdlica de los abulones post-
anestesia aumento significativamente en todos los tratamientos (Fig. 5 a-¢) por encima
de los valores control durante el periodo final de incubacion (2 a 3h). Las maximas
diferencias se presentaron en el tratamiento con FE (ANOVA. P = 0.003), seguido por la
BZ (ANOVA.P=0.03) vy SM (ANOVA. P=0.04).

El consumo de oxigeno en las camaras blanco de reactivo (sin organismos) fue
de 22 + 3 pl Oy/b/L. previo a la adicién de los anestésicos. Una vez adicionados. el
consumo de oxigeno se aumento sustancialmente, lo cual se reflej6 en una disminucion
de la concentracion de oxigeno (% de saturacion) en las camaras, desde un 100% hasta
el 99.7%. 98.6% v 93.8% (SM. FE v BZ respectivamente) en solo 10 min. de medicién
(Fig. 6). Estadisticamente esa disminucion solo fue significativa en las camaras con FE
v BZ (ANOVA. P<0.05). El consumo promedio de O, en las camaras con BZ represento
un 54.3% (3304 = 18.7 ul O/W/L) de la tasa total promedio de consumo de O
registrada en las camaras con abulones (608.3 + 37.5 ul O./b/L). En el caso del FE, ¢l
consumo del blanco de reactivo solo represent6 un 12.8% (75.5 + 7 ul Ox/h/L) y el SM

un 10.2% (32.15 £ 1.6 ul Oo/h/L) del total que existi6 en las camaras con abulones.

Comparativo a las 3 hr. Post-anestesia: SM y FE (Exp. 2b)

Debido a que el experimento anterior se corri6 en forma independiente para cada
anestésico, en el presente experimento se realizo una corrida simultanea para comparar

el efecto de dos anestésicos (FE y SM) sobre el metabolismo de los abulones a las 3h
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Fig. 5. Respuesta metabolica de abulones (35-45 mm) antes, durante y 3 hr posteriores al
proceso de anestesiado con sulfato de magnesio (A), Fenoxietanol (B) y Benzocaina (C).
El intervalo de medicién (barra horizontal) se muestra con el promedio de la tasa
metabdlica (simbolo) y su error estandar (barra vertical). Las flechas indican el momento
en que se suministro (1) o eliminé el anestésico () de las cdmaras de incubacion.
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Fig. 6. Cambios comparativos en la concentraciéon de oxigeno dentro de las camaras
blanco de reactivo en periodos de 10 min. antes, durante y después del suministro de los

anestésicos sulfato de magnesio (SM), fenoxietanol (FE) y benzocaina (BZ). Las flechas
indican el momento en que se suministro (T) o elimino el anestésico (|) de las camaras
de incubacion.
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post-anestesia. Ambos anestésicos provocaron un aumento de la tasa metabélica de los
abulones significativamente mayor (ANOVA, P = 0.002) que la del grupo control
(215.5 £ 3.6 ul O2/h/Org). La tasa metabdlica de los abulones sometidos al FE y SM

aumento hasta un 31.4% y 16.5% con respecto al control (LSD, P < 0.05) (Fig. 7).

Comparativo Post-anestesia: SM. FE v BZ (Exp. 3)

No se encontraron diferencias significativas (ANOVA, P = 0.2) entre el
metabolismo de los abulones tratados con los anestésicos y el control (312 + 64 wl
02/h/Org) después de 3 hr.. post-anestesia. Sin embargo se observé una tendencia de
mayor consumo de oxigeno con respecto al control, de acuerdo al siguiente orden. el
SM. FE v BZ (Fig. 8a).

A las 5 hr. post-anestesia. el metabolismo de los abulones expuestos a los tres
anestésicos, fue significativamente mayor (ANOVA, P = 0.02) que el de los controles
(272.5 £ 5.5 ul O/h/Org). Los organismos sometidos al SM presentaron 49% mavor
tasa metabolica que los controles, mientras que el y BZ mostraron valores del 55.6% v
34.5% (respectivamente) mas altos que el control (LSD, P < 0.05) (Fig. 8 b). No se
detectaron diferencias estadisticas en la tasa metabélica de los tratamientos a las 8h post-
anestesia (ANOVA. P =0.1) 0 a las 15h (ANOVA.P =0.1). a pesar de que los valores
promedio de los abulones anestesiados tendid a ser mayor que el de los abulones control

(Fig. 8 ¢.d).

Efecto de la edad en la respuesta al SM., FE y BZ (Exp. 4a v 4b)

En ambos experimentos se observd la presencia de un ritmo circadiano en el
metabolismo de los abulones. independientemente de la edad o la presencia de
anestésicos (Fig. 9).

En ambos experimentos se encontraron diferencias significativas por efecto del
tiempo (ANOVA, P-0.001). Sin embargo, no se identificaron diferencias significativas
entre los tratamientos a cada hora de evaluacion (ANOVA, P > 0.8). A pesar de lo
anterior, la magnitud del de la tasa metabélica tendié a ser mayor en los tratamientos con

anestesia que en los controles durante las primeras 8h post-anestesia (Fig. 9 a,b).
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(sin anestesia): FE = Fenoxietanol; SM = Sulfato de magnesio. Las barras verticales
indican el error estandar. Letras distintas en las barras indican diferencias significativas
entre tratamientos.
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Asimismo, el ritmo circadiano en los abulones mas pequeiios sometidos a anestesia (Fig.
9a) tendid a ser menos marcado que en los controles durante las primeras 32h post-
anestesia. Estas diferencias no se presentaron claramente en las horas subsecuentes ni en

los organismos mas grandes (Fig. 9b).

Criterios Visuales de Recuperacion Post-anestesia

Velocidad del accion de los anestésicos

Comparativamente el SM actué mas lenta y asincrénicamente que los otros dos
anestésicos. Considerando todo el conjunto de experimentos, los abulones de mayor talla
sometidos al SM se anestesiaron después de 2 a 18.5 min, mientras que los de menor
talla (Exp. 4b) respondieron al anestésico después de 5 a 28 min (Tabla IV). En
contraste. los organismos sometidos al FE y BZ se anestesiaron dentro de los primeros 2

a 10 min.. excepto en el Exp. 4a con la BZ, donde ¢l efecto se observé hasta 13.4 min.

(Tabla TV).

Tabla IV. Intervalo de tiempo en el que el 100% de los abulones utilizados en los
diferentes experimentos. eran desprendidos de las superficies, producto del anestesiado.

INTERVALO DE ANESTESIADO (min)
EXPERIMENTO TRATAMIENTO | NUMERODE T[N MAX
EXP. 2a SM 12
FE 12 6 10
BZ 12 2 8
EXP.3 SM 36 2 18.5
FE 36 2 5
BZ 36 2 7.5
EXP. 4a SM 9 55 16.7
FE 9 2.5 7.97
BZ 9 3.02 6.92
EXP. 4b SM 9 498 28
FE 9 4.58 917
BZ 9 6.47 13.4

Los organismos sometidos al SM tipicamente presentaron una flacidez marcada

durante el periodo de tratamiento, ya que su concha podia ser desplazada hacia los lados




facilmente con los dedos. En contraste, los abulones sometidos al FE mostraron la
expulsion del manto fuera de la concha y contracciones o movimientos bruscos hacia los
lados, fenémeno indicador del momento en el que los abulones se desprendian del
sustrato (Tabla V). La mayoria de los abulones sometidos a la BZ mostraron una
elevacion de la concha separandola del manto, mientras que otros 0rganismos
presentaron movimientos suaves hacia los lados y contraccion del manto y tentdculos.

No se detecté mortalidad post-anestesia (Tabla V).

Tabla V. Comportamiento general de los juveniles de H. fulgens durante el proceso de
anestesiado.

QUIMICOS SULFATO DE FENOXIETANOL BENZOCAINA

CONDICIONES MAGNESIO

CONCENTRACION 40 o/l I mi/L 0.1 il

TEMPERATURA 23+1% 23+ 1% 23=1%

CONDICION SIN MOVIMIENTO. ADHESION | CONTRACCIONES O MOV, LEVANTAMIENTO DE LA

DURANTE LA DEBIL AL SUSTRATO. LATERALES BRUSCOS. CONCHA. MOVIMIENTOS

ANESTESIA EXPULSION DEL MANTO. LATERALES SUAVES.
ANESTESIADO ASINCRONICO | ANESTESIADO SINCRONICO | ANESTESIADO SINCRONICO

CONDICION CUERPO FLACIDO CUERPO RIGIDO Y CUERPO RIGIDO Y

DESPULS DEL CONTRAIDO HACIA LA CONTRAIDO HACIA LA

EFECTO CONCHA. CONCHA

ANESTESICO

MORTALIDAD NO PRESENTO NO PRESENTO NO PRESENTO

POST- MORTALIDAD MORTALIDAD MORTALIDAD

ANESTESIA

Tiempo de recuperacion a los anestésicos

El tiempo de recuperacion post-anestesia vario entre experimentos y anestésicos
(Fig. 10 a-c). La recuperacion se identificé por los movimientos vigorosos de las antenas
y tentdculos de los abulones y los esfuerzos de incorporarse, concluyendo con la
incorporacion final de é€stos hacia su posicion normal. El 50% de los organismos
lograron recuperarse del tratamiento SM entre los 18 y 38 min. post-anestesia (Fig. 10a).
mientras que el intervalo de recuperacion fué de 10 a 38 min para FE (Fig. 10b) y de 28

a 30 min para BZ (Fig. 10c). La recuperacién fue mucho mas lenta en organismos

pequefios (Exp. 4a) sometidos al FE y BZ (Fig. 10 b-c).
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VI. DICUSIONES:

Ritmo circadiano

Los abulones juveniles Haliotis fulgens presentaron un ritmo circadiano en su
tasa metabolica. Las mayores tasas metabolicas registradas durante el primer dia de
incubacién (Exp. la, 4 a.b) probablemente se debieron al efecto residual del alimento
remanente en el estémago, lo que provocaria un mayor gasto asociado a la digestion y
absorcion del alimento (efecto térmico del alimento, ET). Estudios recientes llevados a
cabo en este laboratorio mostraron que el ET puede permanecer hasta por 36 o 48h en
organismos alimentados con alta proteina (Garcia-Esquivel, com. pers.; LLO.-UABCQ).
También es conocido que la eliminacion completa de heces en abulones puede ocurrir en
periodos de entre 18 hr. y 7 dias (Wee et al., 1992; Maguire et al., 1993 Britz et al..
1996; Mai et al., 1998). Un ritmo circadiano similar al descrito en este trabajo fue
reportado para juveniles del abulon H. discus hannai  por Uki v Kikuchi (1975).
También A kamtschatkana presentd mayor actividad motriz durante los periodos
nocturnos (Donovan v Carefoot. 1998). lo cual sugiere que este comportamiento es
tipico del género Haliotis. No obstante, la magnitud de la respuesta parace no ser similar
en todos los casos. En este sentido. Peck et al. (1987) no encontraron diferencias
estadisticas entre las tasas metabélicas del abulon H. tuberculata obtenidas entre el dia v
la noche. aunque por la noche las tasas metabolicas fueron 10% mayores a las obtenidas
durante el dia. La falta de detalles experimentales en ese trabajo limita una discusion
comparativa con el presente estudio.

La presencia del ritmo circadiano en organismos con 11 y 67 dias de inanicién
sugiere que el mayor consumo de alimento tipicamente observado en abulones durante
los periodos nocturnos (Uki y Kikuchi, 1975; Barkai y Griffiths, 1987), no fué un factor
determinante para que se presentara el ritmo circadiano en £ Julgens, mas bien, el
fotoperiodo y/o la intensidad de luz podrian estar jugando un papel mas importante en el
control del ciclo. Se sabe que los abulones tienden a aumentar su sensibilidad a la luz
(fototactismo negativo) con el aumento de la edad (Ebert y Houk, 1984). Asimismo, Jan

y Chang (1981) reportarén la ausencia de ritmo circadiano en el abulén Hualiotis
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diversicolor supertexta bajo condiciones de iluminacién constante, lo cual sugiere un
papel importante de la luz como factor determinante del ciclo circadiano en abulones u
otros moluscos. En este sentido, Watabe (1983) reporté un ritmo circadiano en la
reparacion y crecimiento de la concha de los bivalvos P. Martensii y Helisoma duryi, los
cuales fueron mayores en oscuridad continua que en iluminacién constante o en
fotoperiodo de 12:12 luz:oscuridad.

El ciclo circadiano en la tasa metabdlica de H. fulgens present6 un patron de
respuesta similar al de otras variables fisiologicas. Se ha sugerido por ejemplo, que los
parametros alimenticios de algunos gasterépodos como A. californica, siguen un ritmo
endogeno, donde su consumo alimenticio es menor durante los periodos de luz, en un
ciclo de 12-12 hr. de iluminacién. y cuyo ritmo persiste aun bajo oscuridad constante
(Kohn. 1983). La falta de manipulacién del fotoperfodo y/o la intensidad de luz en ¢l
presente trabajo no permite dilucidar el grado de contribucion de esos factores al ritmo
circadiano metabélico de H. fulgens. pero es claro que su costo de actividad se

incrementa durante la noche atin bajo condiciones de inanicion prolongada (Fig. 3).

Efecto de los Anestésicos.

Las concentraciones utilizadas del BZ y FE en este trabajo fueron adecuadas
para anestesiar de manera sincronica a los juveniles de H. fulgens, v son consistentes con
las concentraciones sugeridas por White et al. (1996) y Hahn (1989) para abulones. No
obstante. la respuesta al SM fué mas heterogénea y lenta (Tabla IV). lo cual pudo
deberse a que la concentracion utilizada de ese compuesto (4% w/v) no fué la optima.
Lo anterior coincide con lo reportado por Hahn (1989), quien observé que el SM a una
concentracion similar a la empleada en este trabajo (5%) tuvo poco efecto en juveniles
de H. gigantea. Ademds, este mismo autor encontro una tendencia de periodos mayores
de recuperacién cuando los juveniles fueron expuestos al SM durante periodos mas
largos. White et al. (1996) con una concentracién del 6% encontraron un tiempo
promedio de anestesiado de 18.5 + 8.9 min en H midae, y sugirieron concentraciones

entre 14-18% para abulones 20 a 50 mm.



En el Exp. 2a se observo claramente que los abulones sometidos a los tres
anestésicos (SM. FE v BZ) redujeron su metabolismo rapidamente, tal como se ha
reportado en otras especies (White, 1998; Norton et al., 1996; Teo y Chen, 1993; Kaiser
y Vine, 1998; Murdoch y Greene, 1982; DeTolla et al., 1996, Ferreira et al., 1984). Sin
embargo. las mediciones de consumo de oxigeno coincidieron solo parcialmente con los
criterios visuales de recuperacion a corto plazo. Asi, el efecto sedante de los anestésicos
aparentemente se perdi6 después de introducir los bulones al agua sin anestésico (Fig. 5
a-c), pero las mediciones de consumo de O, indicaron que la tasa metabolica permanecié
por encima de los valores control. atin después de 8h post-anestesia (Figs. 3 — 9). Debido
a que los tres anestésicos utilizados, actiian directamente sobre las células nerviosas
(White. 1998; Musshoff et al.. 1999; Lilley y Robbins. 1998). vy son rapidamente
metabolizados o eliminados del organismo (Hahn, 1989: Mattson v Riple. 1989:
[mamura-Kojima et al.. 1987: Meinertz et al., 1996: Clark. 1999: Allen. 1988). se puede
suponer que el incremento post-anestesia en las tasa metabélicas de los abulones fué
producido por estrés, mas que por la presencia residual esos compuestos en el tejido de
los abulones. En este sentido, Fredricks et al. (1993) encontraron que la trucha
Oncorhynchus mykiss redujo el latido cardiaco y la presion sanguinea durante la
anestesia con FE. pero durante el periodo de recuperacion la presion aortica aumenté
sobre su tasa normal durante un tiempo prolongado. Asimismo. los residuos de BZ se
reportaron altos en la trucha Salmo gairdneri vy en el robalo Micropterus salmoides
inmediatamente después del anestesiado. pero las concentraciones disminuyeron
rapidamente cuando los peces fueron puestos en agua corriente (Allen, 1988). Imamura-
Kojima et al. (1987) también reportd que en la trucha es capaz de eliminar el FE durante
los primeros 30 min. post-anestesia.

Un punto importante a comentar es lo ocurrido en las camaras que se usaron
como blanco de reactivo (Fig. 6). Los anestésicos disminuyeron considerablemente la
concentracion de oxigeno en las cdmaras, lo cual pudo deberse a una alteracién en el
funcionamiento del electrodo o la membrana (efecto no real del consumo de oxigeno) o
a una reduccion real del oxigeno por parte de los anestésicos. En relacién esto ultimo, se

sabe que compuestos como el sulfito de sodio (Strathkelvin [nstruments, Glasgow,
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Irlanda), ditionita (Na»S,0,, Walker, 1987) o reductores fuertes como hidréxido de
sodio o ascorbato de sodio (UNISENSE Microsensors A/S, Dinamarca) pueden
consumir el oxigeno disuelto que se encuentra en el agua, reduciéndolo a otros
compuestos. No obstante, la forma en que pudieran actuar cualquiera de los anestésicos
probados en el presente trabajo se desconoce y requiere de un analisis electroquimico
adicional. Lo que si queda claro es que la presencia de los anestésicos fueron asimilados
por los abulones. los cuales respondierén en forma inmediata reduciendo el consumo de

oxigenos en las camaras. atin en presencia de los anestésicos (Fig. 5 a-c).

Recuperacion Post-anestesia

Los periodos visuales de recuperacion post-anestesia (< 1 h) hallados en el
presente estudio coinciden con lo reportado por otros autores. Por ejemplo en el abulén
H. midue se reportaron los mismos periodos de recuperacion para el FE (White et al..
1996) que en este trabajo (Fig. 10). lo cual refuerza la idea de que este anestésico se
metaboliza y elimina rapidamente por los abulones. Asimismo. con SM se encontrd un
tiempo de recuperacion similar al reportado para las escalopas Pecten fumatus (Heasman
etal, 1995) y en el abulon H. gigantea v H. midae (Hahn, 1989: White et el.. 1996). La
recuperacion post-anestesia con BZ solo se ha reportado en algunas especies de peces
(Mattson y Riple. 1989). El comportamiento de los abulones durante el proceso de
anestesiado también coincide con lo reportado en otras especies, por lo que es de
suponer que la forma de accion de dichos compuestos es similar entre especies. Con el
FE, se observaron contracciones durante el anestesiado, y aunque su farmacocinética no
estd bien investigada (Mattson y Riple, 1989). se han reportado la presencia de
convulsiones en algunas especies de peces, como en el bacalao (Gadus morhua)
(Mattson y Riple. 1989): en la trucha (salmo gairdneri) (Gilderhus y Marking, 1987;
Takashima et al.. 1983). salmon (Bell, 1964: Sehdev et al.. 1963) y en la carpa (Cyprinus
carpio) (Yamamitsu y Itazawa, 1988). La BZ aparte de provocar la pérdida del reflejo al
tacto, les provocé a los abulones una contraccién muscular. Observaciones similares se
obtuvieron en el abulén H. Iris por Aquilina y Roberts (2000), en donde después del

anestesiado, los abulones continuaban fuertemente contraidos.




En conclusion, este trabajo se realiz6 con el objetivo de averiguar si el empleo de
anestésicos tenia repercusiones fisiolégicas y podian influir en el manejo de los abulones
Juveniles. A corto plazo (< 8 h), la utilizacién de éstos anestésicos si presentd
alteraciones metabolicas sobre los abulones, ya que después de haber sido anestesiados,
su tasa respiratoria aument6 por encima del control. El FE fue el que redujo en menor
proporcion la tasa metabolica de los abulones durante el proceso de anestesiado, pero el
que mayor alteracion post-anestesia presenté durante la mayoria de los experimentos.
Los resultados indican que el uso de cualquiera de éstos tres anestésicos no presenta
mayores problemas a mediano plazo (dias), ya que los abulones tienden a recuperar su
ritmo metabolico normal en un periodo menor de 36 hr. Sin embargo es necesario la
realizacion de experimentos a largo plazo, para averiguar si €stos anestésicos afectan
otras variables fisiologicas criticas para la acuacultura, tales el consumo. crecimiento y
sobrevivencia. En este sentido. Edwards et al. (2000), encontraron una disminucion
significativa en el crecimiento de A laevigata y H. rubra con respecto al control

después de 6 semanas post-anestesia con FE y BZ.




VII. CONCLUSIONES

El metabolismo de abulones juveniles Haliotis Julgens de tallas entre 24-45 mm.,

presento un ritmo circadiano.

Las concentraciones de los tres anestésicos (SM, 4%; FE, 0.1% y BZ, 0.01%)
fueron efectivas en abulones de 24-45 mm. Sin embargo, solo el FE y BZ anestesiaron

al 100% de los abulones, en un tiempo de 10 min.
Los anestésicos SM, FE y BZ, reducen el metabolismo de los abulones (35-
45mm) hasta un 65%. 18% y 34% respectivamente, durante el periodo en el que se

encuentran en contacto directo con éstos anestésicos.

El tiempo en que el 50% de los abulones anestesiados con SM. FE y BZ., tardan

en recuperarse, de acuerdo a valoraciones con criterios visuales, fué de 10 a 40 min.

Las alteraciones metabdlicas post-anestesia, son significativas durante las

primeras 8h. tendiendo a disminuir después de 24 h post-anestesia.

Los anestésicos (SM. FE v BZ) son recomendables para ¢l manejo de abulones a

gran o pequena escala. pero no se recomiendan cuando se realicen estudios metabdlicos.
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VIII. RECOMENDACIONES

Realizar valoraciones metabélicas periodicas con temperatura controlada a lo
largo de més de 50 hr.. bajo la misma condicién de iluminacion y/o oscuridad, tanto
alimentados como bajo inanicién no critica, para tratar de identificar cuanto influyen

estos factores exogenos sobre el ritmo circadiano.

Realizar mediciones del efecto post-anestesia, en el crecimiento y sobrevivencia
de los abulones anestesiados con SM, FE y BZ, por mas de 12 semanas, para valorar si
€stos anestésicos tienen efectos negativos a largo plazo. tanto en sobreviviencia como en

crecimiento.

Realizar estudios en tejidos v hemolinfa de los abulones. para evaluar la
permanencia de éstos anestésicos (SM, FE y BZ) dentro de los organismos y tratar de
clucidar las vias de eliminacion de éstos. al igual que estudios neuroldgicos. para

entender como éstos anestésicos acttian a nivel celular en los abulones.

Realizar estudios de costo-beneficio de ¢stos anestésicos, de acuerdo a las
concentraciones necesarias para anestesiar a los abulones y al precio de éstos anestésicos

en el mercado, para recomendar su aplicabilidad en sistemas acuaculturales comerciales.

Realizar valoraciones de las alteraciones metabélicas provocadas por otros
anestésicos o formas de anestesiar, aparte de los utilizados en este trabajo, para tratar de

encontrar el método con mejores resultados. facil aplicacion y mejor precio.
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