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Resumen de la tesis que presenta Araceli Garcia Aguilar como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto del perdxido de hidrogeno y el neuropéptido APGWamida como inductores a la liberacion de
gametos en abuldn azul (Haliotis fulgens)

Resumen aprobado por:

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz
Codirectora de Tesis Codirectora de Tesis

El abuldn azul (Haliotis fulgens) es una especie de importancia comercial en la region central de la
peninsula de Baja California, México. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de los
inductores: H,0,-TRIS y APGWamida a dos concentraciones 1) H,0>-TRISa 6y 9 % V/V y 2) el tetrapéptido
APGWamida suministrado via intramuscular a 2.5 y 5 ug de APGWamida por gramo de organismo. Los
experimentos se realizaron con organismos en tres etapas reproductivas, con génadas al inicio de su
maduracién en indice visual gonadal (IVG) de 1, totalmente maduras (IVG 3) y en reabsorcion. En el
presente trabajo, se muestra que las hembras de abulén azul en IVG 1 de cultivo a H,0,-TRIS 9 %
respondieron el 83 % de las hembras inducidas liberaron gametos después de 7-8 h (4,700 + 940 ovocitos
totales por hembra). Por otra parte, con APGWamida a 5 pg/g respondio el 66 % de las hembras entre las
4-6 h con (7,666 * 945 ovocitos por hembra). En el caso de los machos de cultivo con IVG 1, tanto con el
inductor H,0,-TRIS al 9 % y APGWamida a 2.5 pg/g respondieron el 50 %, entre las 5-7 h y las 4-6 h,
respectivamente. En este experimento no se midid cantidad de espermatozoides en machos, pero se
observé buena motilidad (80%) y se realizd una fertilizacién, pero no hubo fecundacién debido a la
inmadurez de los ovocitos usados. Los organismos silvestres en IVG 3, el 50 % de las hembras inducidas
respondieron con H,0,-TRIS 6 %, en un intervalo de 5y 8 h post-induccion (168 000 por hembra). Mientras
que en la condicidon con APGWamida a 2.5 pg/g respondieron el 100 % de las hembras entre las 5-6 h, con
una cantidad de (610,000 + 3000 ovocitos por hembra). Por otra parte, el 100 % de los machos silvestres
con IVG 3 respondieron a los tratamientos con APGWamida (control con solo solucidn de Ringer’s, 2.5y 5
ug de APGWamida por gramo), entre las 5y 9 h promedio post-inyeccién, (5 y 6 X 10°> espermas por
macho). En este experimento los organismos del control respondieron, sin embargo pudo ser debido a la
condicidon de estrés y del grado de madurez. Ambos métodos indujeron la liberacién de gametos y
presentan ventajas dependiendo del interés del objetivo de reproduccion, por lo que es necesario probar
otras concentraciones, asi como establecer un protocolo de fertilizacion adecuado, ya que no existe para
la especie.

Palabras clave: Haliotis fulgens, Abulon azul, Reproduccion, Induccion a la liberacion de gametos



Abstract of the thesis presented by Araceli Garcia Aguilar as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Aquaculture

Effect of hydrogen peroxide and neuropeptide APGWamide as inducers to spawning in green abalone

(Haliotis fulgens)
Abstract approved by:
Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz
Thesis Director Thesis Director

Green abalone (Haliotis fulgens) is an important commercial species in the central region of the peninsula
of Baja California, Mexico with aquaculture potential. The objective of this work was to evaluate the effect
of spawning inductors: H,0,-TRIS at 6 % and 9 % V/V and APGWamide injected at 2.5 and 5 ug of
APGWamide per gram of body. The experiments were performed with organisms in three different
reproductive stages according to their Visual Gonad Index (IVG): non-mature gonads (IVG 1) fully mature
(IVG 3) and spawned. Results indicated that for cultured organisms in IVG 1, 83% females spawned
between 7-8 h post-induction when 9% H,0,-TRIS was used (4,700 + 940 total oocytes per female). On the
other hand, 66 % females injected with 5 ug/g spawned between 4-6 h post-induction (7,666 + 945 oocytes
per female). For males, 50 % of them spawned when induced with 9 % H202-TRIS or 2.5 ug/g APGWamida
between 5-7 h and 4-6 h post-induction, respectively. Motility of sperm was 80 %. Sperm was used to
fertilize eggs but fertilization failed due to immature eggs. For wild organisms in IVG 3, 50 % females
spawned 5 and 8 h post-induction when 6 % H,0,-TRIS was used (168,000 per female) while 100 % females
spawned between 5-6 h post-induction when 2.5 pg/g APGWamida was injected (610,000 total oocytes
per female). Also, 100% males spawned between 5-9 h post-induction when 2.5 and 5 pg of APGWamida
per gram APGWamida was used. Sperm concentration was around 5-6 X 105 per male. In this experiment,
organisms from the control treatment spawned due to stress and ripeness. No fertilization was obtained
in this experiment. Both methods induced spawning and have different advantages depending of the
objectives in a reproduction programs. New concentrations and inductors should be tested. Also, new
approaches to fertilize eggs should be developed since optimal protocols are lacking.

Keywords: Haliotis fulgens, Green abalone, Reproduction, Spawning
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Lista de figuras

Figura

Disposicion de 6rganos en haliétidos. Vista dorsal de estructuras que pertenecen al
sistema sensorial (tentaculo cefalico, ojo, branquia, tentaculo epipodial), digestivo
(intestino, estébmago 1, estdmago 2, espira visceral), reproductivo (Génada) y
circulatorio (Corazoén, branquia, manto, musculo) en abulén (tomado y modificado
de Heasman. Yy SavVa, 2007 ).......ccciieieeiecesieeseeeraesessesseeeestestesas e e ses s sesassanssss sressesee

Diferenciacion de sexo y determinacion de IVG en abuldn rojo (Haliotis rufescens).
A) Génada con coloracidon verde olivacea que indica es una hembra con grado de
madurez en IVG 2. B) Génada con coloracién amarillo cremoso que indica es un
macho con grado de abultamiento €N IVG 2........ccoeieinineece et

Caracteristicas de las gdnadas femenina y masculina. A. Vista dorsal del crecimiento
de la génada (el crecimiento longitudinal de la génada estard en funcién al IVG en el
gue se encuentre, el IVG 0 no muestra coloracién gonadal, ni crecimiento
longitudinal, en ocasiones muestra abultamiento, mientras que el IVG 1,2,3
muestran incremento longitudinal y abultamiento) B. corte transversal de la génada
(la génada crece sobre el hepatopancreas, en el caso del IVG 0 solo se muestra el
hepatopancreas, en cuanto incrementa la génada el tamano del hepatopancreas
disminuye) C. Vista lateral de abulén cuando los organismos se encuentran en IVG 0
e IVG 1 el abultamiento no es observable fuera del abulén sin embargo durante el
IVG 2 y 3 el abultamiento es notorio fuera de la concha, pie y manto.......ccccceceveeenne.

Estados de desarrollo gonadal de abulén azul (Haliotis fulgens). A), C), E) y H) Etapas
gonadales femeninas, B), D), E) y F) Etapas gonadales masculinas. La génada rodea
el hepatopancreas. (Tomado de Velez-Arellano, 2016)........cccccceveceereeeeeeeeiereeesreervevenees

Interior de la gdénada. A) Cortes transversales de goénadas. Génada femenina
(Izquierda) con ovocitos y Gdénada masculina (Derecha) con espermatozoides
(tomado de: Apizawetakan et al., 2001). B) Corte trasversal de la génada de Haliotis
asinina. Génada femenina (lzquierda) y goénada masculina (Derecha) HP:
hepatopancreas; ICP: capsulas interiores que rodean al hepatopancreas; OCP:
capsulas exteriores que rodean a la génada; OC: ovocitos en desarrollo; TR:
trabéculas; Sc: espermatozoides (tomado de: Apizawetakan et al.,, 2001). C)
Localizacion de células granulosas en trabéculas de Haliotis asinina. Gdnada
femenina madura con ovocitos en etapa V (SYG) (superior e inferior izquierdo),
Goénada masculina madura. SZ: espermatozoides; D: Diverticula digestiva; E:
Epidermis; T: Trabécula; Flechas negras: células granulosas acidofilicas en trabéculas
con ovocitos; SG: espermatogonia; PS: espermatocitos primarios (superior e inferior
derecho) (tomado de Awaji y Hamano, 2004).........ccccevrirereereerecesieresseseeseresseseee e s

Organos quimiorreceptores en moluscos gasterépodos. Los dérganos
quimiorreceptores y fotorreceptores son: (1) tentaculos, (2) tentaculos paliales (3)
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Sistema nervioso central en haliotis spp.. El sistema nervioso central de los
haliétidos esta formado por grupos de neuronas de diferentes tipos (A, B, Cy D) a
los grupos de neuronas se les conoce como ganglios (tomado y modificado de
DOFSSEL, 1986)....cuueuieeeieuierieetesisieteeete e e tessteses et e eteses et se et sesseserestesessesersasesessessnsasesensnsarsans

Localizacion del sistema circulatorio de abuldn. Seno arterial cefalico (cuadro verde).
Sitio de inyeccidn del neuropéptido APGWamida (Bourne, 1974).......ccvevvevevecreerenene.

Liberaciéon de gametos en porcentaje de respuesta a los inductores y tiempo de
respuesta de abulones con IVG 1. A) porcentaje de abulones que respondieron a los
inductores (n=72). B) tiempo en que los abulones iniciaron la liberaciéon de gametos,
los controles de ambos inductores no liberaron gametos. La respuesta de las
hembras esta representada por la barra color gris y la respuesta de machos por la
barra negra (Las lineas en las barras representan el error estandar).........cccccueveevenee..

Cantidad de gametos femeninos liberados de abulones con IVG 1. Los puntos
muestran el promedio y las barras la desviacion estandar. La cantidad de ovocitos
muestra diferencias estadisticas en el nimero de gametos liberados con un valor de
0<0.05 (P=0.014). las diferencias estadisticas se muestran con (*).......ccccccevvrvrrereenrnnn.

Liberacidon de gametos en porcentaje de respuesta a los inductores y tiempo de
respuesta de abulones con IVG 3. A) porcentaje de abulones que respondieron a los
inductores (n=24). B) tiempo en que los abulones iniciaron la liberacién de gametos,
los controles de ambos inductores no liberaron gametos. La respuesta de las
hembras estd representada por la barra color gris y la respuesta de machos por la
barra negra (Las lineas en las barras representan el error estandar)...........ccceveeenee..

Cantidad de gametos liberados de abulones con IVG 3. A) La cantidad de ovocitos
por hembra no muestra diferencias estadisticas en el nimero de gametos liberados
con un valor de a>0.05 (P= 0.2). B) La cantidad de espermatozoides por macho no
muestra diferencia estadistica a>0.05 (P=0.8). En los graficos los puntos muestran
el promedio y las barras de error estandar.........cccviviveeveece s e

Respuesta al inductor APGWamida en IVG 1, 3 y reabsorcion. A) abuldn azul sin
inyectar, B) abulén azul inyectado con solucidn fisiolégica de Ringer’s, C) abulén
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Capitulo 1. Introduccidn

El abuldn azul (Haliotis fulgens) es una de las cinco especies sujetas a explotacion comercial en la peninsula
de Baja California, México (CEP, 2015). Histdricamente el abuldn azul representa entre el 70 y 80% de la
captura total en la peninsula (301 ton, CONAPESCA, 2014), siendo el 24.5% aportado por Baja California
(BC) y el 73.1% por Baja California Sur (BCS) (CNP, 2017). Desafortunadamente, la produccion por captura
ha disminuido afio con afio debido a la sobrepesca, pesca ilegal y mortalidades masivas asociadas a
cambios ambientales y presencia de enfermedades (CNP, 2017). La captura de la especie con fines
comerciales inicié en 1940 (McShane, 1995); sin embargo, en esa época no habia planes de repoblamiento.
Fue hasta los 90s que inicié un plan de rescate de las poblaciones silvestres de abulén mediante el

repoblamiento.

Actualmente existen quince cooperativas de produccién pesquera en la peninsula de Baja California que
se dedican a la extraccion de abulén azul y a pesar de que esta especie tiene un gran potencial para ser
cultivada, no existe una produccién por acuicultura actualmente. Cuatro de estas cooperativas cuentan
con laboratorios para produccién de larvas, postlarvas y semillas para repoblamiento con la finalidad de
coadyuvar a la recuperacion de los bancos naturales del recurso pesquero (Searcy-Bernal et al., 2010). Por
lo tanto, estos laboratorios representan una gran oportunidad para reproducir abulén no solo para

repoblar sino también para engorda en cautiverio.

Actualmente, los inductores para la liberacion de gametos de abuldn azul son: uso de agua de mar irradiada
con luz ultravioleta (UV) con base en la metodologia descrita por Hahn (19944) (com. pers. Espinoza-Montes; S.C.P.P.
Buzos y pescadores, 2018), desecacidn y o bien, la combinacién de ambos protocolos (com. pers. Aguilar-Osuna;
S.C.P.P. PROGRESO, 2018). Las tres metodologias son viables; sin embargo, tienen una eficiencia muy variable (0 %-
30 % de respuesta en hembras y del 30-70 % en machos) al inducir a los reproductores silvestres en IVG 3 (Tabla
4). Por lo que se tiene la necesidad de probar métodos de induccion diferentes que permitan mejorar la liberacion
de gametos. El método de induccidn para la liberacién de gametos que se ha probado en diferentes especies
de abuldn y ha mostrado ser exitoso es la utilizacion del peréxido de hidrégeno con TRIS (H20,-TRIS)
(Morse et al. 1977). Sin embargo, se ha encontrado que el H,0,-TRIS provoca un estrés oxidativo el cual
puede generar un dafio celular y al ADN que se ve reflejado en las larvas obtenidas de gametos liberados
utilizando este inductor (Vosloo y Vosloo, 2017). Por lo tanto, se ha recomendado la investigacion de

metdbolitos u hormonas que esten asociadas a la liberacién de gametos para usarlos como métodos de



induccion, ya que éstos serian menos agresivos y permitiria mantener los reproductores en mejor

condicidn (Hahn, 1994).

En halidtidos, la hormona de la puesta de huevos (ELHs por sus siglas en inglés) y el neuropétido APGWamida han
sido asociados a la liberacidon de gametos (Nuurai et al., 20104; York et al., 2012). El péptido APGWamida ha sido
utilizado para estimular a la liberacién de gametos en los abulones Haliotis asinina y H. discus hannai y en ambas

especies se observé respuesta al inductor Unicamente en machos (Chansela et al., 2008; Kim et al., 2018).

La implementacion de cultivos marinos en la peninsula de Baja California ha despertado gran interés de las
cooperativas por incrementar la produccidon de larva de abuldn. Por lo que es critico probar métodos
alternos de induccién a la liberacidon de gametos para el abulén azul. Probar un inductor quimico H,0,-
TRIS y un inductor biolégico como lo es el neuropéptido APGWamida es de gran importancia para dar
nuevas alternativas en la reproduccién de la especie. Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo

evaluar el efecto del H,0,-TRIS y el neuropéptido APGWamida en la liberacidon de gametos del abulén azul.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Caracteristicas del género Haliotis spp.

Los abulones tienen un cuerpo con simetria bilateral que estd formado por la cabeza, un pie y una masa
visceral. La superficie del epitelio generalmente es ciliada, el epitelio del pie tiene glandulas mucosas con
terminaciones nerviosas (Hickman et al., 2001). El sistema nervioso consta de tres pares de ganglios y una
serie de terminaciones nerviosas que ayudan a percibir estimulos (Chase, 2002). El sistema sensorial en
abuldn esta compuesto por estructuras como los tentaculos cefdlicos, tentdculos del manto y ojos que
reciben estimulos del medio natural. Los estimulos son variables ambientales como la temperatura,
fotoperiodo, salinidad, pH, estrés oxidativo y manipulacidon (Uki y Kikuchi, 1984; Chase, 2002; Rogers-
Bennet et al., 2010; Farooqui y Farooqui, 2011) cuando los estimulos son detectados por el sistema
sensorial se traducen en sustancias liberadas a través del sistema neuroendocrino y son liberadas al
sistema circulatorio. El sistema circulatorio es un sistema abierto, es decir el corazén (el cual se localiza
rodeando al intestino (Russell y Evans, 1989) distribuye la hemolinfa al cuerpo, de forma no vascularizada,
a través de una aorta visceral y una aorta cefalica que desembocan en senos hemolinfaticos. El seno con
mayor area es el seno arterial cefdlico que distribuye hemolinfa a la génada y branquias mediante la arteria

esofageal (Bourne y Redmond, 1977; Ragg, 2003).



Los abulones son organismos dioicos, es decir, tienen sexos separados (Cox, 1962; Leighton, 2000), por lo
que el sistema reproductivo esta compuesto por una génada masculina y una génada femenina. La génada
es una estructura conica que se localiza en la parte opuesta a los poros respiratorios de los abulones (Figura

1) (Cox, 1962, Leighton, 2000).

Tentaculocefdlico ..

Ojo

Branquia
Tentaculoepipodial
Manto

Musculo deadhesdnalaconcha

Intestino

Corazdn

Gonada -~
Estédmagol
Espiralvisceral

Estdmago2

Concha

Figura 1. Disposicion de 6rganos en haliétidos. Vista dorsal de estructuras que pertenecen al sistema sensorial
(tentaculo cefélico, ojo, branquia, tentaculo epipodial), digestivo (intestino, estémago 1, estdmago 2, espira
visceral), reproductivo (Gonada) y circulatorio (corazén, branquia, manto, musculo) (tomado y modificado de
Heasman. y Savva, 2007).

1.1.2. Caracteristicas sexuales y de reproduccion de haliétidos

La génada rodea al hepatopancreas y tiene la misma posicién en machos y hembras (Cox 1962; Sobhon et
al., 1999) (Figura 2). La coloracién gonadal determina el sexo que tienen los individuos (Pefa, 1986). Los
machos presentan coloracion beige o amarillo cremoso, mientras que las hembras presentan una
coloracion verde pardo (Boolotian et al., 1962; Cox, 1962; Pefia, 1986; Leighton, 2000) (Figura 3). La
génada estd compuesta por células germinales en diferentes etapas de desarrollo y por células granulares
que forman parte del sistema neuroendocrino (Sobhon et al., 1999; Apisawetakan et al., 2001; Awaji y
Hamano, 2004). La primera madurez en abulones se presenta en diferentes edades de acuerdo a la especie
(Leighton, 2000). En abulén azul la talla de primera madurez es de 12.7 + 2.8 cm, sin embargo, se
encuentran organismos maduros desde 6.6 cm con una fecundidad de 4.48 x 108 ovocitos por peso de

hembra en la zona de pesca Il (Vélez-Arellano, 2015) el tiempo en alcanzar la talla de madurez es entre los
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4-5 afios de edad (Leigthon, 2000). Posterior a la primera madurez gonadal la especie puede generar
gbénada una o dos veces por ano y liberar gametos de forma estacional, generalmente en verano (de Abril

alulio) y otofio (de Septiembre a Noviembre) en Baja California Sur (Leighton, 2000; Vélez- Arellano, 2016).

Figura 2. Diferenciacion de sexo y determinacion de IVG en abulon rojo (Haliotis rufescens). A) Gonada con
coloracién verde olivacea que indica es una hembra con grado de madurez en IVG 2. B) Génada con coloracion
amarillo cremoso que indica es un macho con grado de abultamiento en IVG 2.

El grado de madurez se determina a través del indice visual gonadal (IVG), que es una técnica visual que
consiste en asignar un valor al abultamiento de la génada en una escala de 0-3 (Ault, 1985; Leighton, 2000)
(Figura 3; Tabla 1). Donde el valor de “IVG 0” es nada de génada y el “IVG 3” es la gbnada totalmente
madura, sin embargo, la técnica es subjetiva debido a que la asignacién del grado de madurez estard en

funcién de la experiencia del observador.

Tabla 1. Caracteristicas de la génada para determinacién de indice Visual Gonadal (IVG) (Leighton, 2000; Vélez-
Arellano, 2016).

IVG Descripcién
0 Sin abultamiento de la gdnada, predomina la coloracidn del hepatopancreas (generalmente
verdosa), sin diferenciacion entre machos y hembras.
1 Sin abultamiento, se observa un epitelio que cubre porciones del hepatopancreas con

coloracién, la diferenciacion de sexos aun tiene un margen de error.

Abultamiento moderado que inicia la maduracién gonadal, el epitelio cubre gran parte del
2 hepatopancreas y se torna de un color caracteristico que puede ser: amarillo cremoso para
machos o verde olivaceo para hembras por lo que la diferenciacién de sexos es evidente.

Abultamiento pronunciado que indica que la génada esta totalmente madura, el
hepatopdancreas se encuentra totalmente cubierto por la gdnada y la coloracién se intensifica.




Goénada femenina

IVG 0 IVG 1 IVG 2 IVG 3

Go6nada Masculina

llustracion: Jonas Martinez

Figura 3. Caracteristicas de las gdnadas femenina y masculina. A. Vista dorsal del crecimiento de la
gonada (el crecimiento longitudinal de la gonada estara en funcion al IVG en el que se encuentre, el IVG
0 no muestra coloracion gonadal, ni crecimiento longitudinal, en ocasiones muestra abultamiento,
mientras que el IVG 1,2,3 muestran incremento longitudinal y abultamiento) B. corte transversal de la
génada (la gdénada crece sobre el hepatopancreas, en el caso del IVG O solo se muestra el
hepatopancreas, en cuanto incrementa la génada el tamafio del hepatopancreas disminuye) C. Vista
lateral de abuldén cuando los organismos se encuentran en IVG 0 e IVG 1 el abultamiento no es
observable fuera del abuldn sin embargo durante el IVG 2 y 3 el abultamiento es notorio fuera de la
concha, pie y manto.



El ciclo reproductivo en abulones consta de cinco fases que son: 1) Fase proliferativa (inicio de un nuevo
ciclo reproductivo), 2) Fase de gametogénesis, 3) Fase de madurez, 4) Fase de liberacion de gametosy 5)
Fase de postliberacion de gametos (reabsorcidn) (Boolotian, et al., 1962; Vélez-Arellano et al., 2016).
Cada una de las fases se puede diferenciar ya que presenta cambios en el tamafio y la coloracion de la

gbénada de los organismos (Figura 4).
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Figura 4. Estados de desarrollo gonadal de abulén azul (Haliotis fulgens). A), C), E) y H) Etapas gonadales femeninas,
B), D), E) y F) Etapas gonadales masculinas. La gdnada rodea el hepatopancreas. (Tomado de Velez-Arellano, 2015).
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Tabla 2. Estados de desarrollo gonadal del abulén. Fases Proliferativa, Gametogénesis, Madurez, Liberacién de
gametos y Reabsorcidon de gametos

Fase

Descripcién

Proliferativa

Gametogénesis

Madurez

Liberacion de
gametos

Reabsorcion de
gametos

Los gametos en diferentes estados de desarrollo (la mayoria inmaduros) se encuentran
adheridos a pliegues de musculo liso denominados trabéculas. En esta etapa la génada no
muestra abultamiento, y mantiene una coloracién verdosa parda (coloracién del
hepatopancreas) (Apisawetakan et al., 2001) (Figura 5A)

La génada esta compuesta por células germinales y gametos en diferentes etapas de desarrollo
que se encuentran unidos a trabéculas y el hepatopancreas aun cubre una superficie extensa
con respecto a la génada (Figura 3). La diferenciacion de células germinales en ovocitos
(hembras) o espermatozoides (machos) se presenta en juveniles de entre 15 y 34 mm para
Haliotis discus hannai (Awaji y Hamano, 2004). Los gametos femeninos tienen seis etapas de
desarrollo: 1) Oogonias, 2) Ovocito estadio I, 3) Ovocito estadio Il, 4) Ovocito estadio Ill, 5)
Ovocito estadio IV y 6) Ovocito estadio V. En la gdnada masculina se clasifican trece estadios
que son 1) Espermatogonias, 2)Espermatocitos primarios, 3)Espermatocitos en leptoteno, 4)
Espermatocitos en zigoteno 5) Espermatocitos en paquiteno, 6) Espermatocitos en diploteno,
7) Espermatocitos diaquitenicos y metafasicos, 8) Espermatocito secundario, 9) Espermatida |,
10) Espermatida Il, 11) Espermatida lll, 12) Espermatida IV y 13) Espermatozoides (Sobhon et
al., 1999; Vélez-Arellano et al., 2016) (Figura 5B)

La temperatura (Uki y Kikuchi, 1984) y composicién nutricional del alimento (Jumah et al.,
2016) son factores externos a los organismos que determinan el grado de maduracién gonadal
y la calidad y cantidad de los gametos (Rogers-Bennet et al., 2010; Vélez-Arellano et al., 2016).
Durante esta etapa la génada se caracteriza por haber cubierto totalmente al hepatopdancreas
de los organismos debido a que los gametos ya se encuentran maduros y listos para ser
expulsados al medio (Figura 5C)

La liberacion de gametos puede ser de tipo sincréonico o asincrénico (Leighton, 2000). Se
considera como el producto de tres factores que son: grado de madurez de la génada;
intensidad del estimulo y condiciones en que se da el estimulo (Morse et al., 1977). Dichos
estimulos pueden ser factores exégenos y enddgenos (Hahn, 1994,). Los factores exdgenos o
ambientales que afectan al ciclo gonadal son temperatura y calidad del agua, fotoperiodo,
salinidad, nutricién e incluso el tiempo de exposicidn a aireacion (Setyono, 2006; Webber y
Giese, 1969). La actividad gametogénica es controlada por factores enddgenos tales como el
sistema endocrino (Webber y Giese, 1969). La liberacion de gametos en vida silvestre es
afectada por combinacion de estimulos exdgenos que promueven a los estimulos enddgenos
para realizar la liberacidn de gametos. Sin embargo, en cautiverio la regla no se cumple debido
a que factores tales como: estrés, manejo, condiciones de cultivo y alimentacion de los
organismos influye de manera directa en la calidad de la liberacién de gametos que es
directamente proporcional a la calidad de los gametos (Morash y Alter, 2016)

En abuldn azul los durante la reabsorcion se ha observado que los gametos presentan ausencia
de nucléolo o nucléolo amorfo y con abundante citoplasma en el caso de hembras los gametos
son denominados ovocitos atrésicos, por lo que aunque haya coloracién de la génada y pueda
diferenciarse los gametos, ya no son liberados (Vélez-Arellano, 2016).




Figura 5. Interior de la génada. A) Cortes transversales de génadas. Génada femenina (Izquierda) con ovocitos y
Goénada masculina (Derecha) con espermatozoides (tomado de: Apizawetakan et al., 2001). B) Corte trasversal de
la gdnada de Haliotis asinina. Génada femenina (Izquierda) y génada masculina (Derecha) HP: hepatopdncreas; ICP:
capsulas interiores que rodean al hepatopdncreas; OCP: capsulas exteriores que rodean a la génada; OC: ovocitos
en desarrollo; TR: trabéculas; Sc: espermatozoides (tomado de: Apizawetakan et al., 2001). C) Localizacién de células
granulosas en trabéculas de Haliotis asinina. Gonada femenina madura con ovocitos en etapa V (SYG) (superior e
inferior izquierdo), Gonada masculina madura. SZ: espermatozoides; D: Diverticula digestiva; E: Epidermis; T:
Trabécula; Flechas negras: células granulosas acidofilicas en trabéculas con ovocitos; SG: espermatogonia; PS:
espermatocitos primarios (superior e inferior derecho) (tomado de Awaji y Hamano, 2004).



9

El inicio de cada una de las fases de reproduccidn es inducido mediante la percepcion de sefiales o
estimulos a través del sistema sensorial, que convierte una sefial fisica o quimica (cambios en la
temperatura, fotoperiodo, salinidad, pH, estrés oxidativo y manipulacién) en una sefial bioquimica
(cambios en el potencial de membrana celular). Las sefales bioquimicas producen una respuesta en el
sistema neuroendocrino mediante la liberacién de sustancias como péptidos, metabolitos u hormonas que

dan inicio a la fase de liberacidén de gametos (Hahn, 1994s; Chase, 2002).

1.1.3. Organos para recepcion de estimulos en haliétidos

En moluscos las estructuras identificadas como quimiosensitivas son: el osofradio que es un epitelio
laminar especializado en detectar cambios en pH y calidad de agua localizado en las bases branquiales de
gasterépodos y los tentaculos cefélicos (dispuestos en el rostro de los moluscos) que cuentan con epitelio
sensorial. En algunos moluscos los tentaculos del manto también tienen capacidad quimiosensitiva. Sin
embargo, existen estructuras encargadas de traducir sefiales luminicas o sefiales térmicas. Las sefiales
luminicas son detectadas principalmente por los ojos (Kataoka y Yamamoto, 1981). La piel también
funciona como un drgano fotosensitivo (Figura 6). La percepcién de sefiales luminicas esta asociada a una
respuesta de hiperpolarizacion de la membrana dependiente de K* mientras que las sefiales térmicas se
traducen a un incremento en el metabolismo (ritmo cardiaco, estallido respiratorio) de los organismos

(Chase, 2002).

'
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llustracion: Jonas Martinez

Figura 6. Organos quimiorreceptores en moluscos gasterépodos. Los drganos quimiorreceptores y
fotorreceptores son: (1) tentaculos, (2) tentaculos paliales (3) pie.
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1.1.4. Sistema neuroendocrino en haliotidos

El sistema enddécrino en moluscos esta asociado a el sistema nervioso central (SNC). El SNC comprende los
ganglios bucal, cerebral, pleural, pedal y branquial antes de la torsidn (Chase, 2002). Posterior a la torsidn,
el ganglio branquial se divide y da origen a dos ganglios intestinales que son supraesofageal y subesofageal
(Chase, 2002; Figura 4). Los ganglios estan compuestos por células neurosecretoras que tienen la formay
talla de las neuronas convencionales (Hahn, 1994b). Yahata (1971) identifico, describié y nombré a los
tipos de células existentes en los ganglios de Haliotis discus hannai. Adicionalmente, demostrd que la
cantidad de los diferentes tipos celulares neuronales varian conforme a la estacién o etapa reproductiva
en la que se encuentran. Los tipos de células neuronales fueron llamados A, B, C y D (Tabla 3).
Posteriormente, en la misma especie se demostrd que la intensidad de las células neurosecretoras de tipo
A muestran correlacién con la vitelogénesis en el ovario, mientras que el tipo celular B no muestra
correlacién con ningln evento reproductivo (gametogénesis, vitelogénesis o liberacién de gametos (Hahn,

1994b).

Tabla 3. Clasificacion de células neurosecretoras en ganglio cerebral de Haliotis discus hannai. Los ganglios estan
formados por diferentes tipos neuronales, cada tipo neuronal tiene diferentes funciones como segregacion de
péptidos o proteinas que sefializan alguna respuesta bioldgica (Yahata, 1971; Hahn, 1994b).

Tipo celular Localizacion Caracteristicas Tamaiio (um)

Se encuentran solas o en
agregados y en su interior
En la periferia de los ganglios contienen granulos

Células tipo A . 20-32
P cerebral, pleural y pedal neurosecretores (asociados a
sintesis de hormonasy
péptidos)
, . Forma una capa en la periferia . .
Células tipo B p P Es el tipo celular mds numeroso 13-15
del ganglio cerebral
Estan en cantidades Células con poco citoplasma
Células tipo C individuales o formando una P P ¥ 5-7

. . sin granulos
capa en la médula del ganglio &

Células tipo D Médula del ganglio cerebral Células con forma de cometa 7
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Figura 7. Sistema nervioso central en Haliotis spp. El sistema nervioso central de los haliétidos estd formado por
grupos de neuronas de diferentes tipos (A, B, Cy D) a los grupos de neuronas se les conoce como ganglios (tomado y
modificado de Dorsset, 1986).

1.1.5. Metabolitos asociados a la liberacidon de gametos

Los organismos vivos en general producen diferentes tipos de metabolitos que pueden iniciar o finalizar
respuestas biolégicas de los organismos (Manduzio et al., 2005). Las especies reactivas de oxigeno (ERO)
son metabolitos producto de la respiraciéon (Ahmad, 1995). Si hay un incremento en la produccidon de ERO
se produce lo que se conoce como estrés oxidativo que es la pérdida de capacidad antioxidante de un
sistema bioldgico (Saleuddin y Mukai, 2017). En organismos silvestres, el incremento de ERO esta
relacionado con la respuesta natural ante la presencia de agentes patégenos como bacterias o condiciones
ambientales que aceleran el metabolismo por lo que, incrementa el estallido respiratorio (Hooper et al.,
2007). En organismos en cautiverio, la produccidn de especies reactivas de oxigeno puede deberse al
mantenimiento de altas densidades de organismos en espacios restringidos, diversidad genética,

incremento de patdgenos, infestacion de parasitos y diversidad de nutrientes (Lovejoy y Barside, 2011).

Los sistemas bioldgicos tienen una capacidad limitada para conservar ERO, debido a que incremento
excesivo de ERO en los organismos puede causar disrupcién de la membrana celular, destruccién de
proteinas y degradacion de ADN (Lovejoy y Barside, 2011). La homeostasis (el equilibrio) se mantiene
mediante la capacidad antioxidante de los organismos (Saleuddin y Mukai, 2017). La capacidad

antioxidante esta determinada por un grupo de enzimas que son la superéxido dismutasa (SOD), catalasa
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y glutatidn perdéxidasa (Lovejoy y Barside, 2011). Estas enzimas convierten los radicales libres como 20, +
2H* en H,0; +0,, la conversién de las ERO permiten que no haya dafo celular (Manduzio et al., 2005). Lo
gue complementa a las enzimas para contrarrestar el estrés oxidativo son quimicos disponibles en el

alimento como vitamina C, vitamina E y melatonina (Lovejoy y Barside, 2011).

La presencia de H,0; en los organismos al finalizar la etapa de maduracidn, induce un proceso denominado
peroxidacidn lipidica que consiste en el desprendimiento de acido araquiddnico de la membrana celular
(Gutteridge y Halliwell, 1990). La peroxidacion lipidica esta correlacionada con la reduccion de enzimas
antioxidantes (Manduzio et al., 2005). El acido araquiddnico al quedar disponible inicia un proceso
mediante el cual la enzima ciclooxigenasa (COX) induce la sintesis de prostaglandinas (Farooquiy Farooqui,
2011). En abuldn el incremento de las prostaglandinas (PG’s) se ha asociado a eventos de liberaciéon de
gametos (Morse et al., 1977; Reza, 2009). Las formas inducidas de suministrar especies reactivas de
oxigeno para inducir a la liberacién de gametos son adicionando perdxido de hidrégeno (H,03) (Morse et

al., 1977) y agua de mar irradiada con luz UV (Uki y Kikuchi, 1984).

1.1.6. Hormonas y péptidos asociados a la liberaciéon de gametos

La cantidad de células neuronales puede ser diferente durante las diferentes épocas reproductivas,
principalmente las células tipo A que se caracterizan por tener granulos secretores (Hahn, 19945). En la
ultima década se ha estudiado la expresion molecular de péptidos, proteinas y metabolitos asociada a
eventos reproductivos como maduracién y liberacién de gametos (York et al., 2012; Mendoza-Porras et
al., 2017; Kim et al., 2018). Estos autores coinciden en que existe una asociacion entre las células de tipo
A y los eventos de maduracién y liberacién de gametos. Las neuronas de tipo A contienen granulos
secretores que liberan sustancias durante las épocas de reproduccion (Hahn, 1994g). Actualmente se han
identificado macromoléculas, como proteinas, péptidos y hormonas, relacionadas con la reproduccién de
abulon utilizando protedmica (Nuurai et al., 2010a; York et al., 2012; Mendoza-Porras et al., 2014; Wang
et al., 2016; Kim et al., 2018). Sin embargo, los estudios in vivo, respecto a estas moléculas son escasos
(Chansela et al., 2008; Van In et al., 2016; Kim et al., 2018). Por ejemplo, se identificé el gen de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH = Gonadotropin-releasing hormone) en el ganglio pleuro-pedal y se
reportd el efecto in vivo de la hormona Has-GnRH para estimular el desarrollo gonadal en la especie H.
asinina (Nuurai et al., 2016). Por otro lado, se probd el efecto de la hormona de la puesta de huevos (ELH

= Egg-laying hormone) en la maduracién gonadal de H. asinina donde observé un incremento en génada
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al finalizar el experimento (Nuurai et al., 2010b). Hasta el momento existen pocos estudios que han
probado el uso de péptidos u hormonas en la maduracién gonadal de abuldn. De la misma forma se han
identificado moléculas relacionadas con la liberacidon de gametos como el tetrapéptido Alanina-Prolina-
Glicina-Triptéfano (APGWamida); (Lange y Minnen, 1998; Chansela et al., 2008; York et al., 2012;
Botwright et al., 2015; Mendoza-Porras et al., 2015; Van In et al., 2016). También se han reportado
proteinas como Has-MAP 2 y Has-MAP 3 aisladas del mucus de Haliotis asinina que se correlacionan con
etapas reproductivas y podrian funcionar como inductores durante la etapa de reproduccion (Kuanpradit

etal.,, 2011).

1.1.7. Métodos de induccién a la liberacion de gametos

Existen diferentes tipos de inductores a la liberacion de gametos y de diferente origen, que puede ser
qguimico, fisico o biolégico empleados para moluscos (FAO, 1990). En abulones, los inductores probados
son: peroxido de hidrégeno con TRIS (H20,-TRIS), choque térmico, desecacidn, aereacidn vigorosa, agua
de marirradiada con UV e inclusive agregar al agua, donde se encuentran los organismos, una suspension
de espermatozoides desactivados (Leighton, 2000; Setyono, 2006). Algunas veces son utilizados de forma
individual o en combinacion. Sin embargo, la combinacidn de los métodos de induccién no se recomienda
debido al alto grado de estrés que ocasiona en los organismos (Vosloo y Vosloo, 2017). El método H,0,-
TRIS, es el mas utilizado debido a su mayor efectividad en diferentes especies de halidtidos (Morse et al.,
1977; Moss et al., 1995; Setyono, 2006). Recientemente han surgido nuevas alternativas de inductores
bioldgicos como el neuropéptido APGWamida que se ha estudiado en Haliotis asinina y Haliotis discus
hannai en donde se evidencia la eficiencia del tetrapéptido como inductor a la liberacion de gametos en

machos.

1.1.8. Peroxido de hidrégeno (H202-TRIS) como inductor

El perdxido de hidrégeno (H,02) conocido también como diéxido de hidrégeno o agua oxigenada es usado
como inductor en la liberacidon de gametos debido a que forma radicales libres en el agua. Estos radicales
desprenden &acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) como lo es el acido araquiddnico (20:3n-4), acido
dihomo-y-linolénico (20:3n-6) y el acido eicosapentaenoico (EPA o 20:5n-3), para activar a la enzima

ciclooxigenasa (Reza, 2009). La ciclooxigenasa asociada a la reproduccién de moluscos es la ciclooxigenasa
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2 (COX-2) que permite la sintesis de metabolitos entre los cuales se encuentran las prostaglandinas (Morse
et al., 1977; Setyono, 2006; Deridovich y Reunova, 1993). Las prostaglandinas (PG) se expresan en el
sistema nervioso y su localizacion intracelular se asocia al reticulo endoplasmico y membrana nuclear
(Reza, 2009). Las PG acttan uniéndose a receptores que se encuentran acoplados a proteinas G. Estos
receptores pueden ser: Guanosin difosfato (GDP), Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), Diacilglicerol (DAG) (Bos
et al., 2004). La prostaglandina asociada a la reproduccion en halidtidos es la prostaglandina F. La funcion
de la prostaglandina F es estimular la contraccién del musculo liso que lleva a la liberacién de gametos
(Leighton, 2000; Reza, 2009). EIl efecto que tienen las PG en invertebrados estd relacionado con la
contraccion del musculo liso de la génada (Brea y Mico, 2000). La metodologia para la aplicacion de la
solucidn de H,0,-TRIS que se usa para la induccidn a la liberacién de gametos en abuldn es la descrita por
Morse et al. (1977) que consiste en agregar una solucion de H,0; al 6% V/V con TRIS al 2M a agua de mar
en la que se encuentran los organismos durante dos o tres h como maximo (depende de la especie) (Morse
et al., 1977; Setyono, 2006). En abuldn rojo (H. rufescens) el tiempo de estimulo es de aproximadamente
dos h para hembras y de 1 h 45 min para machos (com. pers. Gonzalez-Aragén; CICESE, 2018). Mientras
que, ensayos previos realizados con las especies de abuldn amarillo (H. corrugata) y azul (H. fulgens) se ha
observado que estos tardan de cuatro a seis horas en estimularse a la concentracién de peréxido
propuesta por Morse et al. (1977) (com. pers. Gonzalez-Aragdn; CICESE, 2018). La utilizacion del H,0,-TRIS
como inductor en la liberacidn de gametos es especie-especifico, por lo que las dosis y tiempos de
respuesta varian entre especies (Leighton y Lewis, 1982). De acuerdo a diversos autores, la efectividad de
este inductor en abulones puede variar del 30 al 76 %; observandose que los machos generalmente liberan
gametos con el método y en menor tiempo, mientras que en hembras la respuesta es de porcentajes
menores al 50 %, en ocasiones es nula (Tabla 4). Por otra parte, existen evidencias de que hay un dafio al

ADN de hemocitos en abulones adultos expuestos a este agente oxidante (Vosloo y Vosloo 2017).

1.1.9. Tetrapéptido APGWamida como inductor

Los neuropéptidos actuan de forma mas rapida que los neurotransmisores, ya que las sefiales se envian a
través de las terminales nerviosas que generalmente terminan en proteinas de la membrana plasmatica
de drganos blanco (Yu et al., 2015). Los péptidos median estados metabdlicos como estado reproductivo,
equilibrio idnico, la integracidon sensorial del entorno homeostatico y ritmos circadianos (Fieber, 2017). El
neuropéptido que se ha asociado con la liberacién de gametos es el tetrapéptido APGWamida (York et al.,

2012; Yu et al., 2015). El efecto en la liberacidn de gametos de abulones del tetrapéptido APGWamida
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(Ala-Pro-Gly-Trp-NH;) ha sido probado en H. asinina y H. discus hannai (Chansela et al., 2008; Kim et al.,
2018).

La presencia de APGWamida ha sido evidenciada en moluscos a través de diversos estudios donde
coinciden en que la sintesis se lleva a cabo en el ganglio cerebral de moluscos como: Fusinus ferrugineus
(Kuroki et al. 1990), Hélix aspersa (Chen y Walker, 1992) y Lymnaea stagnalis (De Lange et al., 1998).
Incluso se puede encontrar en el oviducto de Octopus vulgaris (Di cristo et al., 2005) y en células
neuronales de machos en Idiosepius pigmaeus (Morishita et al., 2010). En H. discus hannai se observé que
la expresion del neuropéptido se presenta en los ganglios pleuro-pedal, branquial y cerebral (Kim et al.,
2018). Aunque se conoce el sitio de expresidn del tetrapéptido el mecanismo de accidn no es claro, pues
en Helix aspersa el tetrapéptido no tiene un efecto en el potencial de membrana, es decir, no actia como
un neurotransmisor si no que induce la produccién de dopamina (Chen y Walker, 1992). La estructura
primaria de APGWamida es una preprohormona esto se deduce por una secuencia de cADN que precede
a una prohormona. El precursor de APGWamida en Aplysia sp. contiene 209 aminodcidos y en Mytilus sp.
196 aminoacidos. El gen precursor de APGWamida se expresa en el I6bulo anterior derecho del ganglio

cerebral (Kastin, 2013; Yu et al., 2015).

APGWamida es un péptido neuromodulador comin en moluscos que se relaciona en el desarrollo
reproductivo y crecimiento (Yu et al., 2015). El mecanismo de accién de APGWamida no esta totalmente
elucidado. Se sabe que en moluscos funciona como un neuromodulador del movimiento peristaltico de
los vasos deferentes durante la copula (Oberdérster et al., 2005). Ademas controla diversas funciones del
musculo como contraccion, relajacion, tensién y espasmos (Yu et al., 2015). La accion de APGWamida en
Haliotis asinina esta dada en las regiones pre y postsindptica, que provocan contracciones musculares en

la gonada (York et al., 2012).

En H. asinina, se ha evaluado el efecto del tetrapéptido APGWamida (Has-APGWamida) como inductor
mediante inyeccidn directa, observandose una respuesta del 87 % de los machos sin observar respuesta
en hembras (Chansela et al., 2008). Por otra parte, York et al. (2012) encontré que la expresion de Has-
APGWamida aumenta durante el ciclo reproductivo de la especie H. asinina, alcanzando su pico maximo
el dia de la liberacion de gametos y viéndose reducida al dia siguiente de la liberacion. Aunque el péptido
se expresa en ambos sexos, las hembras tienen una mayor expresidn que los machos. Recientemente, se
ha probado el efecto de APGWamida in vivo en la induccién a la liberacidn de gametos en machos de H.

discus hannai. En el estudio, los machos inyectados con solucidn salina (control) mostraron liberacidn de
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gametos al igual que los abulones inducidos con el tetrapéptido APGWamida (1 mM); sin embargo, la

cantidad de gametos obtenidos fue mayor con el tetrapéptido APGWamida (Kim et al., 2018) (Tabla 5).

Tabla 4. Antecedentes del uso del inductor H202-TRIS. Diferentes respuestas y especies en que se ha probado.

Especie

Org. que
respondieron

(%)

Numero de Machos Hembras Fertilizacion

abulones (n)

(%) (%) (%)

Autor

H. rufescens

H. iris
H. asinina

H. fulgens

H. fulgens

H. fulgens

31 96 46 54 -

43 15 89

30 20 32

109 21 14.6 6.5

38 0 0 0 0

30 2 2 0 0

Morse et al.
(1977)
Moss et al.
(1995)
Setyono
(2006)
(Reynolds et
al., 2015)
Com. pers.
Gonzalez-
Aragon;
CICESE (2018)
Com. pers.
Aguilar-Osuna;
S.C.P.P.
PROGRESO,
2018

Tabla 5. Antecedentes del uso del inductor APGWamida. Diferentes respuestas y especies en que se ha probado.

. Numero de Org. q.ue Machos Hembras Fertilizacion
Especie abulones (n) respondieron Autor
(%) (%) (%) (%)
Saccostrea No se ... Vanlnetal.
24 - 70- N
glomerata midio 0-80 0 se midio (2016)
.. ... Chanselaet
H. asinina 48 20 87 0 No se midid al. (2008)
. . Se verificé la expresion del gen de APGWamida previo y durante la liberacion de York et al.
H. asinina
gametos en machos y hembras (2012)
H. discus No fueron L Kim et al.
hannai i / 7> expuestas No se midio (2018)
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1.2 Justificacion

El abuldn azul es una especie con potencial de cultivo. Sin embargo, hasta el momento, no hay unidades
de produccion y solo existen cuatro laboratorios de produccidon de larvas de abulén con fines de
repoblamiento. Las limitantes para la produccion de larvas y cultivar esta especie son, por una parte la
falta de acondicionamiento a la maduracién gonadal de los reproductores en cautiverio por lo que, la
produccién depende de los organismos maduros en el medio natural y por otro lado de la eficiencia de los
inductores usados para la liberacién de gametos. Generalmente, la induccidn para la liberacion de gametos
en abuldn se realiza utilizando inductores que provoquen estrés oxidativo. Por ejemplo, utilizacidon de
H,0,-TRIS, desecacion o agua de mar irradiada con UV o la combinacidon de estos métodos. La utilizacidn
de estos inductores puede causar una resistencia a nuevos estimulos y cabe la posibilidad de que no
respondan al inductor. El inductor mas efectivo para la liberacién de gametos en abulones ha sido el H,0,-

TRIS; sin embargo, la eficiencia es especie-especifica y no todas las especies responden a este. Por otra

parte, en los ultimos afios se han probado como alternativa inductores bioldgicos como el tetrapéptido
APGWamida, el cual ha resultado ser eficaz para inducir a la liberacién de esperma en H. asinina y H. discus
hannai. El H,0,-TRIS es el inductor quimico tradicionalmente usado y APGWamida es el Unico inductor
bioldgico que se encuentra en proceso de investigacion como inductor para abulén, por lo que seria
importante probar la efectividad de estos dos inductores en la liberacidon de gametos de abuldén azul. Este

trabajo aportard nuevas perspectivas la investigacion de inductores para la liberacion de gametos en

abuldn, asi como nuevas alternativas para los productores.

1.3 Hipotesis

El peréxido de hidrégeno (H,0,-TRIS) aplicado a una concentracidn de 9 % V/V, aumentara el porcentaje
de liberacion de gametos en abuldn azul, comparado con la concentracién estandar (6 % V/V) usada en

otras especies.

El tetrapéptido APGWamida en sus dos concentraciones (2.5 y 5 pg/g organismo), tendrd un efecto
inductor a la liberacién de gametos masculinos en machos de abuldn azul, y el porcentaje de machos

incrementara a dosis mas altas.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del perdxido de hidrégeno (H,0,-TRIS) y el neuropéptido APGWamida en la liberaciéon de

gametos del abuldn azul (Haliotis fulgens).

1.4.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del peréxido de hidrégeno (H,0,-TRIS) administrado en dos concentraciones (6 y 9 % V/V)
en el éxito de la liberacién de gametos, el tiempo de respuesta y la cantidad de gametos del abulén azul

(Haliotis fulgens).

Evaluar el efecto del neuropéptido APGWamida administrado a 2.5 y 5 pg/g de organismo en el éxito de
la liberacién de gametos, el tiempo de respuesta y la cantidad de gametos del abuldn azul (Haliotis

fulgens).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Diseiio experimental

Se realizaron tres experimentos utilizando organismos con Indice Visual Gonadal 1 (IVG 1), IVG 3 y
organismos en reabsorcién. En todos los experimentos se probaron dos inductores a la liberacion de
gametos: el inductor 1) perdxido de hidrégeno-TRIS (H,0,-TRIS) a dos concentraciones (6 y 9 % V/V) y un
control con agua de mar sin solucion inductora y 2) el neuropéptido APGWamida suministrado via
intramuscular en dos concentraciones (2.5 y 5 ug de APGWamida por gramo de organismo) y un control
que fue la solucidn fisiolégica de Ringers sin APGWamida. El tamafio de muestra varid entre experimentos
debido a la disponibilidad de organismos (ANEXO 1; Tabla 6). Para realizar el primer experimento se utilizo
un total de 72 abulones de primera generacion en cautiverio (G1) con un IVG 1, longitud promedio de 7 +
0.6 cm y un peso promedio de 52 + 10 g. Para cada tratamiento se utilizaron 12 abulones (6 machos y 6
hembras). Para el segundo experimento se usaron 24 abulones silvestres con un IVG 3 longitud promedio
de 16.6 £ 1.3 cm y un peso promedio de 688.7 + 191.4 g. Para cada tratamiento se utilizaron 2 machos y 2
hembras. Finalmente, para el tercer experimento, se usaron 24 abulones G1 de cultivo con génadas en
reabsorcidon con una longitud promedio de 8.3 + 1.1 cm y un peso promedio de 76.2 + 27.4 g. Para cada

tratamiento se utilizaron 4 abulones (3 machos y 1 hembra).

2.2 Identificacidon de sexo y grado de madurez en organismos seleccionados

Los organismos fueron identificados y separados por sexo con base en la coloracién de las génadas (Cox,
1962). En el caso del abuldn azul, los machos presentan una coloracién que varia de blanco-cremoso a
amarillo, mientras que, las hembras presentan una génada de color grisdceo-verdoso a café claro
(Leighton, 2000). Una vez seleccionados los lotes de hembras y machos, se determiné el grado de madurez

gonadal individual utilizando el IVG descrito por (Leighton, 2000; Vélez-Arellano et al., 2016).
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2.3 Induccidn a la liberacion de gametos

2.3.1 Peroxido de hidrégeno-TRIS (H202-TRIS)

Posterior a la seleccidn y toma de datos biométricos los organismos fueron separados por sexo y colocados
en contenedores individuales de 0.5 Ly se dejaron en desecacidon por dos horas. Posteriormente, se agregd
400 ml de la solucion inductora al 6 0 9 % V/V (ANEXO 2). En el tratamiento control solamente se adiciond
400 ml de agua de mar filtrada. Una vez agregada la solucidn inductora, los contenedores fueron cubiertos
con plastico negro y los organismos se incubaron por 2 horas. Cada 30 min los organismos fueron revisados
y se registré su comportamiento. Terminada la exposicién al perdxido, se retiré el agua que contenia la
solucién inductora y los organismos fueron enjuagados con agua de mar filtrada para eliminar residuos.
Después, los organismos se colocaron en el recipiente que contenia 400 ml de agua de mar y aireacién
constante. A partir de aqui, se registrd la respuesta de los organismos durante las siguientes 12 h (el

protocolo de induccién usado se muestra en el anexo 4).

2.3.2 Neuropéptido APGWamida

Se prepard una solucién del neuropéptido APGWamida (GeneScript) a 5 pg/ml (0.0116 M) en solucion
fisiolégica de Ringer (ANEXO 3). Para cada tratamiento, los organismos fueron inyectados con los
volumenes ajustados a partir de la solucion madre del neuropéptido APGWamida para que finalmente se
mantuviera una concentracién de 2.5 o 5 ug de APGWamida por gramo de organismo. La inyeccion se
realizé via intramuscular en el seno arterial linfatico (Figura 8) utilizando una jeringa para insulina (aguja
13 mm), segun la metodologia descrita por Com. pers. Hernandez-Rodriguez; CICESE (2017). El volumen
de inyeccion por organismo vario de 150 a 400 pl, dependiendo del peso de los organismos, sin rebasar
los 400 pl para evitar dafio en los organismos siguiendo las observaciones indicadas por com. pers. Hyde;
NOAA, (2018) Posterior a la inyeccién, los organismos fueron colocados en contenedores individuales con
0.5 L de agua de mar filtrada y aireacion. Los organismos se mantuvieron en observacion durante 12 h (el

protocolo de induccién usado se muestra en el anexo 5).
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Figura 8. Localizacion del sistema circulatorio de abuldn. Seno arterial cefélico (cuadro verde). Sitio de inyeccién
del neuropéptido APGWamida (Bourne, 1977).

2.3.3 Respuestas observadas post-induccion

Para determinar el efecto en la liberacidon de gametos de los dos inductores se evaluaron las siguientes
respuestas durante el periodo de observacion: (1) éxito en la liberacion de gametos, (2) tiempo de
respuesta al estimulo, (3) cantidad de gametos liberados. El éxito en la liberacién de gametos se definio
como una respuesta dicotémica. Es decir, se registrd si los abulones liberaron o no liberaron gametos
después de haber sido expuestos a los inductores. El tiempo de respuesta al estimulo se definié como el
tiempo transcurrido desde que se aplico el estimulo hasta el momento en que los organismos iniciaron la
liberacion de gametos. Para cuantificar la cantidad de gametos, los ovocitos fueron lavados con agua de
mar filtrada y tamizados a 200 um para eliminar residuos y fueron retenidos en un tamiz de 180 y 150 um.
Los ovocitos limpios y seleccionados por tamafio se depositaron en un recipiente de 2 L para homogenizar,
posterior a ello se tomaron muestras por triplicado para cuantificarlos. La cantidad de ovocitos se
cuantificd colocando 1 ml de ovocitos en una camara de Sedgewick-Rafter. En el caso de los
espermatozoides, estos fueron pasados por un tamiz de 45 um para eliminar residuos y fueron
homogenizados en un recipiente de 2 L. El nUmero de espermatozoides fue cuantificado en una cdmara
de Neubauer utilizando un microscopio de luz (Marca VWR mod. N-WF). La determinacion de la

concentracion de espermatozoides por mililitro se realizé de acuerdo a la siguiente férmula (Brand, 2016):
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cél) Numero de células = 10,000

Concentracion (—
ml

Numero de cuadros = diluciéon

2.3.4 Analisis estadistico

Las variables éxito en la liberacién de gametos y tiempo de respuesta al estimulo se describen de manera
porcentual. La variable de nimero de gametos por organismos no cumplié con los supuestos de
normalidad, homogeneidad de varianzas por lo que se realizé el andlisis estadistico no paramétrico Kruskal
wallis. El nivel de significancia fue de a=0.05. El procesamiento de datos se realizd con el paquete

estadistico Minitab 17 (Minitab Inc., 2015).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Exito en la liberacion de gametos

Las hembras de abulén azul en IVG 1 expuestas al inductor H,O,-TRIS respondieron en ambas
concentraciones. Al ser expuestas a la concentracion 6 % respondio el 33 % de las hembras. Mientras que,
el 83 % de las hembras que fueron inducidas con la concentraciéon H,0; al 9 % respondid al inductor.
Unicamente los machos inducidos con la concentracién de 9 % del inductor H,0,-TRIS respondieron, con
un porcentaje del 50 %, los organismos del control no liberaron gametos. Por otro lado, las hembras de
abuldn azul que se indujeron con el tetrapéptido APGWamida mostraron liberacién de gametos al ser
expuestas en ambas concentraciones, a la concentracion 2.5 ug/g respondié el 33 % y a la concentracion
5 ug/g respondid el 66 %. Para el caso de los machos solo respondieron a la concentracion de 2.5 pg/g. El
porcentaje de machos que liberé gametos a esta concentracion fue del 50 % los organismos del control no

mostraron liberacién de gametos (Figura 9).

Por otro lado, en el experimento realizado con abuldn azul en IVG 3 mostré que las hembras respondieron
Unicamente a la concentracion de 6 % del inductor H,0,-TRIS, mientras que, los machos no respondieron
a ninguna concentracion. Los organismos control del inductor H,0,-TRIS no mostraron liberacién de
gametos. Por otra parte, las hembras expuestas al inductor APGWamida mostraron liberacion de gametos
a la concentracion de 2.5 pg/g (100 %) y a la concentracién de 5 ug/g (50 %) incluso las hembras el control
mostraron liberacion de gametos (50 %). El 100 % de los machos inducidos a la concentraciéon de 2.5y 5
ug/g mostraron liberacion de gametos, al igual que el 100 % de los machos control (inyectados solamente

con solucién de Ringer’s) respondieron (Figura 11A).

Adicionalmente, se realizd un experimento con organismos en reabsorcién, los abulones no liberaron
gametos debido a la etapa reproductiva en la que se encontraban. El objetivo de incluir este experimento
fue para la observacion de una posible respuesta, en términos de comportamiento, diferente o igual a
cuando los abulones tienen gametos. Se observé que los abulones expuestos al inductor H,0,-TRIS no
mostraron comportamientos diferentes al control, sin embargo, los machos expuestos a las
concentraciones de 2.5 y 5 pg/g mostraron contracciones musculares posteriores a la inyeccién del
tetrapéptido, sin embargo, no liberaron gametos. La respuesta posterior a la inyeccién fue similar a la
respuesta de los abulones en IVG 1 e IVG 3, dicha respuesta consistié en la relajacion del manto e

intensificacion del color de los epipodios (Figura 13).
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3.2 Tiempo de respuesta

Las hembras con IVG 1 expuestas al inductor H,0,-TRIS en la concentracién 6 % liberaron gametos después
de 5 h en promedio (rango de 4-6 h), mientras que, las hembras expuestas a la concentracién 9 %
respondieron a las 7 h en promedio (rango de 7-8 h). Los machos expuestos a la misma concentracién
liberaron gametos a las 6 h promedio (rango de 5-7 h). Las hembras expuestas a la concentracién de 2.5
ug/g de APGWamida liberaron gametos a las 5.5 h promedio (rango de 5-6 h), mientras que, las hembras
expuestas a la concentracion 5 pg/g de APGWamida respondieron 5 h promedio (rango de 4-6h). Los

machos a la concentracion 2.5 pg/g de APGWamida respondieron a las 5 h promedio.

Las hembras IVG 3 expuestas al inductor H,0; a la concentracidn 6% presentan un tiempo de respuesta de
5 h promedio (rango de 4-6 h). Por otro lado, las hembras inducidas con APGWamida a la concentracion
de 2.5 pg/g tienen un tiempo de respuesta promedio de 7 h (rango de 5-8 h), mientras que, las hembras
expuestas a 5 ug/gy el grupo control respondieron en un tiempo aproximado de 8 h (rango de 8-10 h). Los
machos del grupo control respondieron a las 6 h aproximadamente, mientras que, los machos expuestos
a la concentracion de 2.5 pg/g respondieron en un tiempo aproximado de 5 h, y finalmente los organismos

expuestos a la concentracién de 5 pg/g respondieron a las 9 h promedio (Figura 9).

3.3 Cantidad de gametos

En el presente trabajo, se muestra que las hembras de abulén azul en IVG 1 (Figura 10) de cultivo
respondieron a H,0,-TRIS 6 % con una cantidad de ovocitos por hembra de 2, 250 + 281; Mientras que,
H20,-TRIS 9 % con una cantidad de ovocitos de 4, 700 + 940 ovocitos por hembra; 2.5 ug de APGWamida/g,
con una cantidad de ovocito de 3, 000 + 288 y a la 5 ug de APGWamida/g con una cantidad de gametos de
7, 666 + 945 ovocitos por hembra. Los machos IVG 1 Unicamente respondieron al inductor H,0>-TRIS 9 %
V/Vy alinductor APGWamida, pero no se midié la cantidad de gametos en machos. Sin embargo, se realizd
una fertilizacién, pero no hubo fecundacién que se adjudica a la posible inmadurez de los gametos
femeninos. Mientras que, en abulones IVG 3 la respuesta de las hembras a los inductores fue de: H,0»-
TRIS 6 % V/V con una cantidad de ovocitos de 168 000 por hembra; control APGWamida 460, 000 ovocitos;
2.5 pug de APGWamida/g, con una cantidad de ovocito de 610, 000 + 3000 ovocitos por hembra y a la
concentracion 5 pg de APGWamida/g (50 %) 552, 000 ovocitos por hembra. Los machos IVG 3 (Figura 12)
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respondieron al inductor APGWamida Unicamente a las concentraciones de control APGWamida con una
cantidad de espermatozoides de 5.8 X 10° por macho; 2.5 ug de APGWamida/g con una cantidad de
espermatozoides de 5.7 x 10°y a la concentracién 5 pg de APGWamida/g (50 %) entre las 8-11 h con una

cantidad de gametos de 6.8 x 10° por macho.
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Figura 9. Liberacidon de gametos en porcentaje de respuesta a los inductores y tiempo de respuesta de abulones con IVG 1.
A) porcentaje de abulones que respondieron a los inductores (n= 72). B) tiempo en que los abulones iniciaron la liberacion de
gametos, los controles de ambos inductores no liberaron gametos. La respuesta de las hembras estd representada por la barra
color gris y la respuesta de machos por la barra negra (Las lineas en las barras representan el error estandar).
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liberados con un valor de a<0.05 (P=0.014). Las diferencias estadisticas se muestran con (*)
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Figura 11. Liberacion de gametos en porcentaje de respuesta a los inductores y tiempo de respuesta de abulones con IVG
3. A) porcentaje de abulones que respondieron a los inductores (n=24). B) tiempo en que los abulones iniciaron la liberacion
de gametos, los controles de ambos inductores no liberaron gametos. La respuesta de las hembras estd representada por la
barra color gris y la respuesta de machos por la barra negra (Las lineas en las barras representan el error estandar).
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Figura 12. Cantidad de gametos liberados de abulones con IVG 3. A) La cantidad de ovocitos por hembra no
muestra diferencias estadisticas en el nimero de gametos liberados con un valor de a>0.05 (P=0.2). B) La cantidad
de espermatozoides por macho no muestra diferencia estadistica a>0.05 (P=0.8). En los graficos los puntos
muestran el promedio y las barras de error estandar.



Figura 13. Respuesta al inductor APGWamida en IVG 1, 3 y reabsorcién. A) abuldn azul sin inyectar, B) Abulén
azul inyectado con solucidn fisioldgica de Ringer’s, C) abuldn inyectado con APGWamida 2 min después de ser
colocado en agua. Las flechas rojas sefialan la expansidon de epipodios, mientras que, las flechas amarillas
muestran la expansion del manto. Las Figuras A) (Unicamente en agua de mar irradiada con UV) y las figuras B
(inyectada con solucién de Ringer’s) pertenecen a los controles; sin embargo, la Figura C) muestra expansién
del manto y epipodios al ser inyectado con APGWamida.

29



30

Capitulo 4. Discusion

4.1 Exito en la liberacién de gametos

En el ambiente natural, los episodios de liberacién de gametos (desoves) en abulones han sido asociados
a cambios en temperatura y en condiciones del océano. En el caso del abuldn azul, dada su distribucion
batimétrica, exhibe un cierto grado de periodicidad lunar relacionado con la amplitud de las mareas a las
cuales son expuestos durante las lunas nuevas y llenas (Leighton, 2000). Para hacer acuicultura con una
especie silvestre es necesario recrear las condiciones del medio natural, para que los organismos induzcan
procesos reproductivos como la liberacion de gametos con forme al ciclo natural. Sin embargo, es muy
complicado, ejemplo de ello, es el caso del abulén de labios verdes (H. laevigata), recurso de gran
importancia socio-econdmica en Australia, en el cual auin no se ha logrado tener un control total en la
reproduccion (Botwright et al., 2015). En el caso de la induccién a la liberacién de gametos de organismos
criados en cautiverio Unicamente el 18% de las hembras responden a los inductores como agua irradiada

con luz UV e incremento en la temperatura del agua (choque térmico) (Mendoza-Porras et al., 2017a).

En general, la utilizacién de H,0,-TRIS 6 % ha sido muy exitoso como inductor a la liberacidon de gametos
en especies tales como abuldn rojo (H. rufescens), paua (H. iris) y labio verde (H. laevigata) (Morse et al.,
1977; Moss et al., 1995; Setyono, 2006). Sin embargo, en el caso del abulén azul, con el método tradicional
usando el inductor H,0; al 6 %, se han reportado valores que varian del 0-17 % en machos y del 0-7 % en
hembras en el éxito en la liberacién de gametos utilizando abulones silvestres (Reynolds et al., 2015; Com.

Pers. Gonzalez-Aragdn; CICESE, 2018; Aguilar-Osuna; S.C.P.P.PROGRESO, 2018).

En nuestro estudio, se observd una respuesta diferencial entre abulones de cultivo con un IVG 1y abulones
silvestres con IVG 3 al ser expuestos al inductor H,0>-TRIS. Los abulones de cultivo con IVG 1 (fase inicial
de maduracidn) mostraron que el porcentaje de éxito en la liberacién de gametos incrementé de 30 a 80
% en hembras y 0 a 50 % en machos al aumentar de 6 al 9 % la concentracion del inductor H,0,-TRIS.
Mientras que, los resultados con abulones silvestres con IVG 3 (completamente maduros) mostraron que
solamente el 50 % de las hembras inducidas con H,0, al 6 % respondieron y no hubo respuesta en la
concentracién al 9%. Esta respuesta diferencial entre organismos con un mismo IVG, pudiera estar
relacionada con la valoracién subjetiva de este indicador de madurez sexual en abulones. El cual, aunque
es frecuentemente usado por la industria mundial de abuldn, por ser rapido y no invasivo, es un método

que se basa en el abultamiento de la génada y puede ser enmascarado por el efecto del abultamiento del
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hepatopancreas y la experiencia del operador en la granja (com. pers. diversos técnicos de abulones). Esto
ha sido puesto en evidencia recientemente por los trabajos de Mendoza-Porras et al. (2017a y 2017b),
quienes identificaron 28 proteinas reproductivas diferencialmente expresadas entre abulones que
liberaron gametos (4 h post-induccidn) y aquellos que fallaron en liberar gametos (12 h post-induccién).
En este trabajo, la mayoria de las proteinas reproductivas estuvieron sub-expresadas (p. ej. vitelogenina
en hembras y lisina en machos) en abulones que no liberaron gametos indicando un menor grado de

madurez sexual en ellos.

En el presente estudio se evalud a organismos con IVG 1y en reabsorcién (de cultivo) y organismos IVG 3
(silvestres). Por lo que, el origen de los organismos pudo ser un factor que influyé en los resultados del
presente trabajo, debido a que los abulones como todos los sistemas bioldgicos mantienen su equilibrio
respondiendo a un estimulo estresor. El inductor H,0,-TRIS de origen oxidante y la produccién de ERO es
contrarrestado mediante la capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante en abulén depende de
factores involucrados en su historia de vida. Tales como; la dieta, temperatura, oxigeno, salinidad y la
presencia de contaminantes, entre otros (De Zoysa et al., 2009; Zhu et al., 2011; Vosloo et al., 2013; Guo
et al., 2018). La diversidad de algas disponibles en el medio natural, su composicion nutricional (alto
contenido de antioxidantes) y la sobrevivencia a condiciones ambientales no controladas permiten a los
organismos responder mejor al estrés oxidativo (Manduzio et al., 2005). Mientras que las condiciones de
cultivo en tanques pueden presentar agentes estresores y limitantes para los organismos (Lovejoy y
Barside, 2011), como, por ejemplo, los niveles de oxigeno, las densidades de cultivo, y la composicién y
calidad de la dieta, entre otros (Morash y Alter, 2016). En gasterépodos se ha probado que la respuesta
ante cualquier agente oxidante estd en funcién de la capacidad antioxidante del organismo (Saleuddin y
Mukai, 2017). Por lo que, deduce que a mayor capacidad antioxidante menor es la cantidad de especies
reactivas de oxigeno (EROs) en el organismo, ya que la defensa antioxidante, que puede ser enzimatica o
no-enzimatica, permite eliminar los radicales libres (RL) que inducen la peroxidacion lipidica (Farooqui y
Farooqui, 2011; Farooqui, 2014). Observaciones previas han puesto de manifiesto que cuando los
organismos son colectados directamente del medio son particularmente dificiles de inducir al desove con
los métodos tradicionales de las granjas, aln y cuando presenten una madurez total (Hahn, 1994). Sin
embargo, al exponer a los organismos silvestres a altas concentraciones de H,0; (9%), se observé que
perdieron su capacidad de adhesién al sustrato mostrando un facil desprendimiento al ser movidos.
Posterior a retirar el inductor y colocar a los organismos en agua de mar fresca estos se recuperaron.

Durante el experimento no se presentd mortalidad alguna en ninguna dosis, Independientemente de la
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procedencia del lote usado (cultivo vs natural), se observd una respuesta de algunos organismos al

inductor H,0; tanto en organismos con IVG 1 como 3.

En moluscos se produce la liberacidon de gametos como resultado del incremento de las prostaglandinas F
(Reza, 2009), cuando las ERO incrementan en las células y provocan dafio en la membrana permitiendo el
desprendimiento de acido araquiddnico. El acido araquiddnico es el sustrato de la enzima COX-2 para
producir prostaglandinas y asi estimular la contraccidon del muasculo liso que conlleva a la liberacién de
gametos (Stanley-Samuelson, 1987; Leighton, 2000; Reza, 2009). Ademas, dado que el desarrollo de los
gametos dentro de la gdnada de los abulones es asincrdnico y aquellos gametos en estadios de maduracién
mas avanzados pueden ser liberados como resultado de las contracciones producidas (Martin et al., 1983).
Es posible explicar que organismos evaluados con un IVG 1, donde podemos observar un epitelio que cubre
el hepatopancreas con coloracion (ver Tabla 1, Figura 3), los cuales se encuentran al inicio de maduracion
en la fase de proliferacidon con gametos en diferentes estadios de desarrollo (la mayoria inmaduros (ver
Tabla 2, Figura 4) presentaron la liberacién de gametos. Por otra parte, en el caso de los organismos
evaluados con un IVG de 3, con una gdnada con abultamiento pronunciado y la coloracién intensa, que
indican una génada totalmente madura con gametos listos para ser expulsados al medio, el hecho que
respondieran menos organismos al inductor H,0,, puede estar explicado cémo se menciond con
anterioridad con la capacidad antioxidante de estos organismos provenientes del medio natural y con el
hecho de que los efectos del estrés oxidativo decaen con el tiempo (Alam y Ohgaki, 2002), ya que con este
protocolo de induccién, el inductor se suministra de forma inicial y en una sola dosis (6 0 9 %). Desde hace
siete afios aproximadamente las cooperativas “Buzos y Pescadores” y “La Bocana” han usado el inductor
basado en agua de mar irradiada con luz UV, que tiene el mismo mecanismo que el inductor H,0;, pero
presenta la ventaja de generar RL y ERO de forma constante y aun cuando no produce un 100 % de éxito
en la liberacién de gametos, aumenta significativamente el porcentaje de organismos con IVG 3 que
responden al estimulo y resulta completamente seguro para los gametos liberados (Hahn, 1994a).
Mientras que, la desventaja de este método es el costo del equipo con la capacidad para proveer a los
organismos la cantidad de energia necesaria para el desove (2.42 W/L, Hahn, 1994a). Por su parte, el
método usando como inductor H,0, es mucho mas econdmico, pero dado que es un agente quimico
altamente oxidante es necesario eliminarlo del medio antes de que los gametos sean liberados por su

toxicidad y el dafio que provoca en ellos (Hahn, 1994a).
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Por otra parte, comparando los resultados en abuldn azul con los que se han obtenido en otras especies
como abuldn rojo donde el porcentaje de liberacidon en hembras fue del 46 % (Morse et al., 1977 H,0,-
TRIS al 6 %), dicho porcentaje es alto con respecto al que se obtuvo para abulén azul. En el caso de abulén
paua las hembras respondieron en un 15 % (Moss et al., 1995), lo que nos prueba que la respuesta al
inductor depende de la especie en que se aplique. Esta respuesta es similar a la que se obtuvo con abuldn
azul (Reynolds et al., 2015). Otro ejemplo es, el abuldn oreja de burro (Haliotis asinina) donde a una
concentracion de inductor del 0.015 % V/V respondié el 20 % de las hembras (Moss et al.,, 1995). Al
comparar los porcentajes de respuesta, nos indica la eficiencia del inductor a esta concentracién. Aunque
los tamafios de muestra son diferentes, los porcentajes muestran que el inductor es especie especifico. En
el caso de abulén azul el porcentaje de respuesta al inductor es bajo con respecto a los porcentajes en

otras especies por lo que, es necesario probar otro tipo de inductores quimicos o bioldgicos.

En cuanto al tipo de inductor usado la respuesta de los inductores oxidantes es variable y es complicado
estandarizarla para organismos del medio silvestre que podrian estar consumiendo alimento rico en
antioxidantes lo que les da cierta “resistencia” a los inductores oxidantes. Por lo que, la respuesta de estos
métodos es variable y es complicado estandarizarla para organismos del medio silvestre principalmente,
ya que la capacidad antioxidante es variable. El presente trabajo con abuldn azul determiné la eficiencia
del inductor a la concentracidn 6% V/V Unicamente para hembras, previo a este trabajo se ha demostrado
el dafio del inductor en hemocitos de la especie H. asinina (Voosloo y Voosloo, 2017), Aunque para la
industria del abuldn rojo el peréxido de hidrégeno es el inductor por excelencia en machos y hembras sin
problemas de mortalidad, la eficiencia podria verse afectada en un futuro, debido a que los organismos
podrian incrementar su capacidad antioxidante y podrian tener mayor sensibilidad a los inductores

oxidantes, dado que, se estan seleccionando organismos que responden a estos métodos.

En la Ultima década, la identificacion de moléculas (proteinas, neuropéptidos hormonales,
neurotrasmisores, entre otros) relacionadas con el proceso reproductivo en abulones ha cobrado gran
interés con la finalidad de controlar el proceso reproductivo en granjas (York et al., 2012; Mendoza-Porras
et al., 2014; Kim et al., 2018). Entre las moléculas estudiadas para estimular la maduracion sexual en
abulones se encuentran la hormona liberadora de gonadotropina GnRH (Nuurai et al., 2016) y la hormona
de la puesta de huevos ELHs (Nuurai et al., 2010b). Mientras que, el neuropéptido APGWamida ha sido
estudiado en relacion con su efecto en inducir la liberacion de gametos (Chansela et al., 2008; York et al.,
2012; Yuetal., 2015; Kim et al., 2018). En estudios previos, usando este neuropéptido mediante inyeccion

directa en organismos maduros, se ha observado una respuesta en machos del 87.5 % de H. asinina
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(Chansela et al., 2008) y del 75 % en H. discus hannai (Kim et al., 2018) usando una concentracién de 2.4
ug de APGWamida por gramo de organismo (1 mM). Mientras que, en el estudio de H. asinina las hembras
no respondieron al evaluarse el efecto in vivo de APGWamida (Chansela et al., 2008). En nuestro estudio,
tanto hembras como machos respondieron al neuropéptido, con las dosis mas altas usadas en los trabajos
previos (Chansela, 2008; Kim et al., 2018) y el doble de esta. En abulones azules cultivados con IVG 1 las
hembras respondieron a las dos dosis utilizadas con 33 %y 66 % a 2.5 y 5 ug/g org, respectivamente;
mientras que, el 50 % de los machos respondieron a la menor concentracién. Por otra parte, en abulones
azules silvestres con IVG 3, tanto hembras como machos respondieron en ambas concentraciones, 100 %
ambos sexos a 2.5 pg/g orgy 100 % machos —50 % hembras a 5 ug/g org. Por lo que el éxito en la liberacion
de gametos en machos fue superior en abuldn azul al evaluado en otras especies, ademds de lograrse la
liberacidon de gametos en hembras. Siendo este el primer reporte que evidencia una respuesta exitosa de
este neuropéptido en hembras al inicio de su maduracion (IVG 1) y totalmente maduras (IVG 3), lo que
apoya la hipédtesis que este neuropéptido provoca contracciones musculares en la génada (York et al.,
2012), aunque es necesario realizar estudios que permitan saber el mecanismo de accién de APGWa,
debido a que podria actuar como un mensajero secundario que inicie con la produccién de alguna

hormona esteroidea (York y Twarog, 1972; Chen y Walker, 1991).

APGWamida es un tetrapéptido que se expresa en ambos sexos de abulones, sin embargo, parece que lo
hace durante la maduracion gonadal y durante la liberaciéon de gametos, por lo que el mecanismo no es
muy claro, en el caso de H. asinina se observd que la expresidn en hembras es mayor a la de los machos
durante la liberacidon de gametos (York et al., 2012). La expresion del tetrapéptido se ha observado en el
ganglio neural, ademas de en otras partes del cuerpo como el testiculo y el hepatopancreas durante la
liberacion de gametos (Chansela et al., 2008). En H. discus hannai se observdé que APGWamida no
Unicamente podria estar asociado con la liberacidon de gametos si no también con la maduraciéon de los
ovocitos (Kim et al., 2018). En un ovario completamente desarrollado, los ovocitos permanecen arrestados
en la profase | (Pl) de la primera division meiédtica, estadio denominado vesicula germinal (GV). Uno de los
primeros indicadores de maduracion de los ovocitos es la ruptura de la GV, denominada GVBD (por sus
siglas en inglés) en preparacidn para la continuacion de las divisiones meidticas (Kim et al., 2018). York et
al. (2012) probaron que, tanto en hembras como en machos de H. asinina, la expresidon del gen Has-
APGWamida presenta su mayor expresion durante el desove y disminuye posteriormente. Sugiriendo que
el incremento en la expresion de este neuropéptido, en conjunto con otros, puede estar relacionado con
la GVBD vy la disociacién de la primera cohorte de ovocitos de la trabécula (tejido conectivo y estructural

que retiene a los ovocitos en el ovario). Asimismo, investigaciones mas recientes en H. discus hannai al
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realizarse bioensayos in vitro para evaluar el efecto del neuropéptido APGWamida en la maduracién final
de los ovocitos a través del porcentaje de ovocitos que presentan la GVBD, evidencian un aumento

significativo del 18 al 40 % en ovocitos sin neuropéptido (control) y ovocitos tratados con APGWamida

(0.1 uM y 1 uM), respectivamente (Kim et al., 2018). Evidenciando con ello, que el neuropéptido
APGWamida puede estar jugando un rol importante en la maduracion final del ovocito y su viabilidad. Por
lo cual, seria recomendable para la continuidad de este trabajo realizar pruebas de fecundacion en

ovocitos liberados con este método de induccién.

En ambos experimentos con el inductor APGWamida los organismos en el tratamiento control fueron

Unicamente inyectados con solucién de Ringers (excipiente usado para disolver neuropéptido) en los

volimenes acordes a su peso. En abulones silvestres con IVG 3, se observé liberacién de gametos en los
organismos control posiblemente debido al estrés provocado por su manipulacién (desprendimiento de
estanques e puncidn). Mientras que, en los abulones cultivados con IVG 1 usados como control no hubo
tal efecto relacionado con la manipulacidn, quizds como reflejo de que estos abulones estan expuestos
continuamente a manejo en los sistemas de cultivo (limpieza, desdobles, desprendimientos, etc). Los
efectos del estrés por la manipulacion en reproductores de abulones provenientes del medio natural son
desconocidos aun y puede ser un factor que en sinergia con otros como cambios en temperatura e
irradiancia UV en el agua, puede estimular el desove (Morash y Alter, 2016). En los experimentos de Kim
et al. (2018), antes mencionados, donde indujeron a la especie H. discus hannai con APGWamida,
observaron que un 32 % de machos del tratamiento control, inyectados con solucidon fisioldgica de

Ringer’s, liberaron gametos; lo que corrobora, que independientemente de la especie, el estrés

ocasionado por la puncién en un estadio de madurez final puede provocar la liberacién de gametos.

Como observacion adicional los resultados de este trabajo muestran que el tetrapéptido APGWamida tuvo
efecto en la liberacién de gametos de ambos sexos. La respuesta de los organismos fue mediante la
relajacidn total del cuerpo, manto y extension total de epipodios (Figura 13), ademas de que mostraron
mucho movimiento (desplazamiento en todo el contenedor). Posterior a los 60 min de la inyeccion los
organismos se mostraban iguales con respecto a control (fijos en un solo lugar o con poca actividad). Previo
a laliberacion de gametos los organismos alzaban la conchay la contraian con respecto al pie. Almomento
no se conoce claramente la ruta del tetrapéptido APGWamida; sin embargo, con base en la literaturay las
observaciones mencionadas anteriormente podriamos adjudicar esta respuesta a dos situaciones: la
primera es que APGWamida actia como una neurohormona y llega a granulos neurosecretores en la

goénada lo que permite la liberacion de hormonas esteroideas que producen la liberacién de gametos. La
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segunda es que APGWamida promueve el incremento de neurotransmisores como serotonina en
abulones. La serotonina tiene una accién dual en moluscos bivalvos que provoca relajacién y contraccion
potente (York y Twarog, 1973). En la gonada de H. asinina se identificd que la aplicacidon de serotonina
mostraba un incremento en la contraccion y la relajaciéon (Panasophonkul et al., 2009). Existen estudios
gue muestran la eficiencia de APGWamida y serotonina en la liberacién de gametos y los resultados son

similares por lo que creemos que el mecanismo es similar o el mismo en ambos inductores.

4.2 Tiempo de respuesta

El tiempo de respuesta para ambos inductores fue mayor a 4 h para que los organismos iniciaran con la
liberacidn de gametos de abuldn azul. Las hembras de abuldn azul respondieron al inductor H,0,-TRIS 6%
en un tiempo promedio de 5 h; mientras que, en los estudios realizados con diferentes especies muestran
que el rango de liberacion de las hembras es de 2-4 h. La respuesta ante este inductor de caracter estresor
podria estar relacionado con la distribucidon batimétrica y la respuesta antioxidante de los organismos

(Tabla 6).

Tabla 6. Respuesta de diferentes especies de abulén al inductor H20:-TRIS y distribucién batimétrica.

Especie Machos Hembras Distribucion batimétrica Autor
(%) (%) (m)
H. rufescens 46 54 17.5-25.5 Morse et al. (1977)
H. iris 43 15 Intermareal Moss et al. (1995)
H. asinina 30 20 1-7 Setyono (2006)
H. fulgens 14.6 6.5 1-8 (Reynolds et al., 2015)
H. ulgens 0 0 aboratono IGESE Aragon GeESE (2019

Com. pers. Aguilar-
H. fulgens 2 0 1-8 Osuna; S.C.P.P.
PROGRESO (2018)

Los organismos que se distribuyen de forma superficial podrian tener una capacidad antioxidante mayor,

dado que estdan mas expuestos a agentes estresores, desecacion e irradiacion de forma natural y pese a
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ello requieren de mantener su homeostasis interna (Saleuddin y Mukai, 2017). Por lo que, el tiempo de
respuesta al inductor podria ser mayor en especies que se encuentran en la region del intermareal y menor

en las que se distribuyen infralitoral.

El tiempo de respuesta del inductor APGWamida para abuldn azul en hembras fue de 7-8 h y en machos
de 5-7 h que comparado con los tiempos de respuesta en H. discus hannai muestran que el tiempo de
respuesta en machos fue de 4 h (Kim et al., 2018), mientras que, en H. asinina el tiempo de respuesta en
machos fue de entre 2-4 h. Al comparar los resultados de abuldn azul con respecto a las otras especies
probadas se observd que, en abulén azul, el tiempo en que los organismos son inducidos es mayor a las

demas especies.

El inductor APGWamida para abuldn azul fue efectivo en la liberacién de gametos en machos y en hembras
en las dos concentraciones que se manejaron en este trabajo. El 100% de los organismos expuestos a 2.5
ug/g respondieron entre las 4 a 8 h. Esto comparado con los resultados en H. asinina se muestra similar
pues al usar una concentracion de 2.4 pg APGWamida/g se obtuvo el 87.5% de abulones machos que
liberaron gametos en un tiempo aproximado de 2-3 h y obteniendo una cantidad de esperma de 2.8x107
a 2x10° por mililitro en este estudio no se reportan resultados en hembras (Chansela et al., 2008). Mientras
que, con los resultados del presente trabajo, se muestra que la dosis de 2.5 pg APGWamida/g induce a
hembras de abuldn azul a la liberacion de gametos. El 100% de los machos y el 50% de las hembras
expuestas a 5 ug APGWamida/g respondieron al estimulo los machos respondieron entre 8-10 h y las

hembras entre las 6-8 h.

En cuanto a la cantidad de gametos se mostraron diferencias entre las dosis, y la cantidad de gametos
obtenida en el control. Los organismos del control quizd respondieron debido a la puncién dado que

estaban en IVG 3 (Tabla 7).



Tabla 7. Resumen de respuesta de abulones ante el uso del inductor APGWamida.

% Exito en la

Concentracién ; P Tiempo de . ili
_ APGWamida liberacién de respuer;ta (h) Cantidad de gametos Movilidad
Especie gametos del Autor
esperma
ug/g org M H M H M H
2.4 (103 M) 87.5 0 3-4 *ok 1.04-2x10° - - Chansela et al.
H. asinina
2008
0.0024 (10¢M) 43.8 0 2-3 * 2x10° - ++ (2008)
2.4 (103 M) 23 S 4 * 17x107 - -
H. discus hannai Kim et al. (2018)
0.024 (105 M) 15 ok 4 * 7.5 x107 - -
H. fulgens 2.5 (103 M) 50 33 4-6 5-6 - 3, 000 + 288 ++
Este estudio
IVG 1-G1 5.0 (2x103M) - 66 - 46 - 7, 666 + 945 ++
H. fulgens 2.5 (103 M) 100 100 4-6 5-6 5.7 x 10 610, 000 ++
Este estudio
IVG 3 - Silvestres 5.0 (2x 103 M) 50 50 8-11 7-9 6.8 x 105 552, 000 ++

+++ alta motilidad, ++ Motilidad media, + Baja motilidad.

_* ensayo in vitro de ovocitos expuestos al inductor APGWamida, *No fue probado en hembras, **se probd, pero no hubo respuesta
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4.3 Cantidad de gametos

La cantidad de gametos que libera un organismo depende directamente del tamaiio del individuo y su
madurez gonadal (Leighton, 2000). Cuando se evaltan inductores generalmente se mide como respuesta
la cantidad de gametos y la calidad de ellos. Sin embargo, la cantidad y calidad de los gametos esta en
funcién de factores de acondicionamiento gonadal como la alimentacidn, la determinacién del IVG y la
temperatura durante la gametogénesis. En H. asinina se probaron dos dietas y se observé que el
incremento en el volumen de la génada fue mayor al alimentar ad libitum que al alimentar con una racién
al 10% (Jumah et al., 2016). El método usado para la determinacion del grado de madurez gonadal es
subjetivo, es decir, depende de la experiencia de la persona que lo asigne. La respuesta de los inductores
esta influenciada por el grado de madurez gonadal, por lo que si el grado de madurez gonadal esta mal

asignado, la respuesta al estimulo se vera influenciada.

En H. rufecens se demostré6 que los organismos silvestres que eran expuestos durante el
acondicionamiento gonadal a temperaturas mas altas que la dptima mostraban fallas reproductivas como
la baja cantidad de espermatozoides, malformaciones y bajo porcentaje de motilidad (Rogers-Bennet et
al., 2010). En el caso de las hembras no mostraron afectacion en cuanto a la temperatura, si no hubo
afectacién en el tamario de los ovocitos cuando las hembras estaban expuestas a inanicion (Rogers-Bennet
et al., 2010). En cuanto a la cantidad de gametos el inductor H,0,-TRIS a la concentracién 6% para abulén
azul es de 168 mil ovocitos totales. Con respecto al resto de las especies, que se han evaluado la cantidad
de ovocitos que se manejan oscila entre 113 mil (Reynolds et al., 2015) y 945 mil (Moss et al., 1995). La
cantidad de gametos que liberaron los machos, no fue registrada en machos debido a una falla logistica.
Sin embargo, la cantidad de gametos no estd determinada por el inductor, sino por la calidad de
acondicionamiento de los organismos. En abulén azul IVG 3 con el inductor APGWamida a una
concentracion de 2.5 ug APGWamida/g en hembras fue de 610 mil ovocitos totales y en machos de 5.7 x
10° espermas totales, a la concentracion de 5 ug APGWamida/g fue de 552 mil ovocitos totales por hembra
y 5.8 X 10° de espermas totales por macho. Aunque no hay estudios para el inductor APGWamida en
hembras podemos compararlo con la cantidad de gametos de las hembras del inductor H,0,-TRIS 6% la
cantidad de 500 mil ovocitos fue similar. La cantidad de gametos nos prueba que en el caso de los controles
liberaron gametos por el estrés de la puncién, ya que el nimero de gametos fue menor con respecto a los
organismos que fueron inyectados con las dosis de APGWamida. Previo a este trabajo no se han reportado
resultados del efecto in vivo para hembras con el inductor APGWamida, sin embargo, los ovocitos se

encontraban empaquetados y con un mucus.



40

Por dltimo, en este experimento, los ovocitos fueron fertilizados con el esperma obtenido. Sin embargo,
no hubo fecundacidén, aunque la motilidad del esperma era de 80 % (++), lo cual se considera una motilidad
adecuada para poder decir que tenian buena calidad. Por lo que la falta de fecundacién se puede deber a
gue los ovocitos no estaban maduros y que no eran de buena calidad, ademas de que no se conoce la

concentracién éptima de esperma necesario para fecundar ovocitos de abulén azul.
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Capitulo 5. Conclusiones

El H,0,-TRIS aplicado a dos concentraciones (6 y 9 %) indujo la liberacion de gametos en organismos de

abuldn azul (Haliotis fulgens) al inicio de la maduracion gonadal (IVG 1) y en organismos maduros (IVG 3).

En abulones de cultivo al inicio de su maduracién (IVG 1) se observé que tanto hembras como machos
liberaron gametos a la concentracién mas alta de H,0,-TRIS (9 %). Ademas, se observé un aumento en el
porcentaje de hembras (33 al 83 %) y la cantidad de ovocitos en concentracion mas alta de H,0,-TRIS (9

%) con respecto a la concentracidn estandar usada en otros abulones (6 %).

En abulones silvestres con génadas totalmente maduras se observé de forma generalizada que no hubo
un efecto del inductor H,0,-TRIS en ningun sexo, posiblemente asociado con la capacidad antioxidante de

estos organismos en respuesta a su historia de vida (por ejemplo: dieta, régimen térmico, etc.).

El tetrapéptido APGWamida en sus dos concentraciones (2.5 y 5 pug/g organismo) tuvo un efecto inductor
a la liberacién de gametos tanto en machos como hembras de abuldn azul al inicio de la maduracién

gonadal (IVG 1) y en organismos completamente maduros (IVG 3).

En hembras de cultivo con IVG 1, se observé un aumento en el porcentaje de hembras (33 al 66 %) y la
cantidad de ovocitos en concentracién mas alta de APGWamida (5 pg/g) con respecto a la concentracion
mas baja (2.5 pg/g). Mientras que, en hembras silvestres con IVG 3 la relacién fue inversa, a mayor

concentracidn de tetrapéptido menor respuesta (100 al 50 %).

En machos de cultivo con IVG 1 y los machos silvestres con IVG 3, el 100% de ellos respondieron en la
menor concentracion (2.5 pg/g) del tetrapéptido APGWamida; resultado que coincide con observaciones

realizadas en machos de H. asinina y H. discus hannai.

En los tres estadios de desarrollo gonadal (inicio maduracidon, maduracién completa y reabsorcion) se
observé un comportamiento similar en los organismos inyectados con el tetrapéptido APGWamida,
mostrando elongacién de los epipodios, relajacion del manto y en algunos casos intensificacién de color.
Los organismos mostraron contracciones del musculo del pie con la concha, comportamiento que permite
corroborar que la accidn del tetrapéptido APGWamida como un inductor a la contraccién es lo que

produce finalmente la liberacidon de gametos.
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Los tiempos de respuesta promedio variaron de 5-6 h con el inductor H,0,-TRIS y de 5-7 h tetrapéptido

APGWamida, siendo mayores en organismos de talla comercial (> 15 cm).

La combinacién de ambos métodos en la industria podria garantizar liberacién de gametos de ambos sexos
de forma sincronizada. Con base en el presente estudio, el inductor H,0,-TRIS a la concentracién de 6 %
es funcional parainducir a hembras silvestres, mientras, que el tetrapéptido APGWamida es funcional para
gue los machos liberen gametos a una concentracion de 2.5 pg/g de organismo. Los tiempos de respuesta
de estos inductores varian entre 1-2 h por lo que seria necesario inducir 2 h antes a las hembras y

posteriormente a los machos.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Es necesario continuar probando otros inductores bioldgicos. Dado que, los organismos silvestres estan
sometidos al estrés quimico y fisico del medio lo que podria generar cierta resistencia a los métodos
oxidantes en un futuro. Sugerimos probar inductores biolégicos como Serotonina, ELH (Egg Laying

Hormone) en la liberacion de gametos y GnRH (Gonadotropin Relase Hormone) en la maduracién gonadal.

Se recomienda realizar mds pruebas con el inductor APGWamida utilizando un tamano de muestra mayor
al usado en este estudio. Ademads de combinar el método con un método fisico como choque térmico,
aireacion vigorosa o agua de mar irradiada con luz UV pues creemos que el tiempo de respuesta podria

disminuir al combinar el efecto del inductor.

Con base en la experiencia de este trabajo se recomienda que los organismos que sean seleccionados
como reproductores no se encuentren con laceraciones en el pie, que es muy comun al momento de usar

arrancadores, ya que puede afectar la liberacion de gametos.
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ANEXOS

Anexo 1. Descripcion de los abulones usados para los experimentos.

Tabla 8. Datos biométricos y nimero de organismos expuestos a los métodos de induccion.

Tratamiento Nume.r o de Hembras Machos
organismos

VG 1 H202-TRIS 0% V/V 12 6 6
Longitud prom: 7 £+0.63 cm H,0,-TRIS 6% V/V 12 6 6
Peso prom: 52110 ¢ H20,-TRIS 9% V/V 12 6 6
Especie: abulon.w azul APGWamida 0 pg/g de
Total de organismos: 72 ] 12 6 6
Fecha: 17 de Nov 2017 organismo
Origen de organismos: APGWamida 2.5 pg/g de 12 6 6
BUZOS y PESCADORES organismo
(cultivo) )
Lugar: Isla Natividad, Baja APGWamida 5 ug/g de 12 6 6
California Sur. organismo
IVG 3 H202-TRIS 0% V/V 4 2
Longitud prom: 16.64 + H,0,-TRIS 6% V/V 1 2
1.30cm H20,-TRIS 9% V/V 4 2
Peso prom: 688.75 + APGWamida 0 pg/g de
191.36¢g . 4 2 2
Especie: Abuldn azul organismo
Total de organismos: 24 APGWamida 2.5 pg/g de 4 5 5
Origen de organismos: organismo
S.C.P.P. La Purisima
(silvestre)
Fecha: 20 de agosto de APGWamida 5 pg/g de A , 5
2018 organismo
Lugar: Punta Eugenia, Baja
California Sur.
IVG: Reabsorcion H202-TRIS 0% V/V 4
Longitud prom: 8.3 £1.14 H20,-TRIS 6% V/V 1
cm H202-TRIS 9% V/V 4
Peso Prom: 7?.2 +27.64¢g APGWamida 0 pg/g de
Especie: Abulon azul . 4 1 3
Total de organismos: 24 organismo
Origen de organismos: APGWamida 2.5 ug/g de 4 1 3
PROGRESO (Cultivo) organismo
Fecha: 17 de Nov 2017

Lugar: La bocana, Baja APGWamida 5 pg/g de 4 1 3

California Sur.

organismo
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Anexo 2. Preparacion de inductor: peroxido de hidrégeno-TRIS (H202-TRIS)

Peréxido de hidrogeno-TRIS (Morse et al., 1977)

Solucidn inductora de perdxido de hidrégeno-TRIS 6 % v/v

1. Agregar 42.85 ml de perdxido de hidrégeno al 35 % en 250 ml de agua

2. Tomar 6.6 ml de la solucién del inciso 1 por cada litro de solucién inductora

Solucidn inductora de perdxido de hidrégeno-TRIS 9 % v/v

1. Se usaron 64.28 ml de perdxido de hidrégeno al 35 % para preparar 250 ml de la solucién

2. Tomar 9.9 ml de la solucién del inciso 1 por cada litro de solucién inductora
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Anexo 3: Preparacion de inductor: Tetrapéptido Ala-Pro-Gli-Trp-NH:
(APGWamida)

A) Solucion fisioldgica salina para moluscos Ringer’s (Chansela et al., 2008; Chansela et al., 2010;
Kim et al., 2018)

Tabla 9. Reactivos para solucidn fisiologica de Ringers

Concentracion molar

Cantidad (mol) Reactivo

13g 0.054 HEPES

25.66¢g 0.439 NaCl

0.82¢g 0.010 Kcl

169g 0.152 CaClz

10.17 g 0.1068 MgCl2

2.56¢g 0.0180 Na2SO4

1 litro H20 destilada

Indicaciones para la preparacién de la solucién:

1) Esterilizar el material de laboratorio a usar (opcional)
2) Minimizar el tamafio de las particulas con ayuda de un mortero (opcional)
3) Tamizar los polvos (tamiz 200 um) (opcional) y pesar las cantidades necesarias para su

formulacion

4) Colocar en un vaso de precipitados la mitad del volumen final al que llegara la solucion
5) Agregar cloruro de potasio poco a poco y agitar hasta disolver
6) Agregar cloruro de calcio hasta disolver

7) Agregar cloruro de sodio hasta disolver



8)

9)

10)

11)

12)
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Agregar el resto de sales y homogenizar, si es necesario realizar un ligero calentamiento que no

sobrepase los 60 °C (de preferencia a 50 °C).

Colocar en recipientes

AjustarapH 7.2

Pasar por filtro (5 pum)

Esterilizar

Indicaciones de tiempo de vida y almacenaje

1)

Almacenamiento: Almacene en el area de almacenamiento general (almacenamiento verde) con

otros articulos sin riesgos especificos de almacenamiento. Almacene en un almacén cerrado, fresco,

seco, bien ventilado, lejos de materiales incompatibles.

2)

3)

4)

B)

9]

Estabilidad: Estable en condiciones normales de uso y almacenamiento.

Vida de anaquel: Almacenamiento indefinido si se almacena correctamente

Guarde a temperatura ambiente entre 15 a 30°C lejos de la luz y la humedad.

Preparacidn de solucién origen (péptido)

Disolver 50 mg del neuropéptido APGWamida en 10 ml de solucidn fisioldgica salina para

moluscos Ringers (preparada en el inciso A). La concentracion de la solucidn queda a 0.0116 M.

Preparacion de solucion de APGWamida 2.5 pug/g de org.

Por cada 1 ml que se tome de la solucion origen (péptido) agregar 1 ml de la solucion fisioldgica

salina para moluscos Ringer’s (preparada en el inciso A).
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2. Tomar la cantidad que corresponda al peso del organismo y afiadir la solucién fisiolégica salina

para moluscos de Ringer’s hasta completar 200 uL (Tabla 10).

Tabla 10. Ejemplo de las cantidades a inyectar con respecto al peso de los organismos la cantidad de 2.5 ug/g de
org.

Peso del organismo Cantidad de solucion a Cantidad de SSFM Cantidad a inyectar a
2.5 pg/g de org Ringer’s los organismos
50g 50 uL 150 uL 200 uL
65g 65 pL 135 uL 200 uL
90¢g 90 uL 110 pL 200 pL

D) Preparacién de solucién de APGWamida 5 pg/g de org.
1. Tomar directamente la cantidad deseada de la solucién origen (péptido)

2. Tomar la cantidad que corresponda al peso del organismo y afadir la solucién fisioldgica salina

para moluscos de Ringer’s hasta acompletar 200 pL (Tabla 11).

Tabla 11. Ejemplo de las cantidades a inyectar con respecto al peso de los organismos la cantidad de 5 pg/g de
org.

Peso del organismo Cantidad de solucion a Cantidad de SSFM Cantidad a inyectar a
5 ug/g de org Ringer’s los organismos
50g 50 150 pL 200 pL
65g 65 135 L 200 pL

90g 90 pL 110 pL 200 pL
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Anexo 4: Protocolo para induccidn a la liberacion de gametos de abulon azul con
H.0,-TRIS6 %y 9 % V/V (Morse et al., 1977)

A) Seleccion de reproductores

1. Seleccionar a los organismos que tengan una edad mayor a cinco afios y que se encuentren en un

indice visual gonadal grado 2y 3.

2. Separar a los organismos que se usardn como reproductores en un estanque donde NO se les

suministrara alimento durante 1 o 2 dias previos a la induccidn.

B) Previo a la induccidn

1. Tomar datos biométricos de los organismos (longitud, peso, diferenciacidon de sexo, IVG, coloracién

del pie, etiquetado de organismos).

2. Colocar en bandejas de plastico a los organismos sin agua con la finalidad de desecarlos entre 40-60

min (en oscuridad preferentemente).

C) Inducciodn a la liberacidn de gametos al 6%

1. Colocar los abulones en un recipiente de plastico oscuro con 0.5 L de agua de mar a temperatura

ambiente.
2. Agregar 6.6 ml por litro de agua de mar de TRIS 2M y agitar ligeramente.
3. Incubar durante 15 min colocando una cubierta oscura sobre el recipiente.
4. Agregar 3 ml de H,0; al 6 % por litro de agua de mar y homogeneizar.
5. Incubar en oscuridad durante ~2 h.

6. Agitar ligeramente el agua en el recipiente cada 30 min.
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Al inicio del desove, sacar los abulones y colocarlos en recipientes individuales de plastico con

capacidad de 400 ml.

D) Induccién a la liberacion de gametos al 9%

Colocar los abulones en un recipiente de pldstico oscuro con 0.5 L de agua de mar a temperatura

ambiente.

Agregar 6.6 ml por litro de agua de mar de TRIS 2M y agitar ligeramente.
Incubar durante 15 min colocando una cubierta oscura sobre el recipiente.
Agregar 3 ml de H,0; al 9% por litro de agua de mar y homogeneizar.
Incubar en oscuridad durante ~2 h.

Agitar ligeramente el agua en el recipiente cada 30 min.

Al inicio del desove, sacar los abulones y colocarlos en recipientes individuales de plastico con

capacidad de 400 ml.

E) Fertilizacion

. L, 6
1. Porcada 100 ml de ovocito agregar 10 ml de esperma a una concentracion de 1x10~ esp./ml.
2. Homogenizar ovocitos y esperma a través de movimientos suaves.

3. Después de 30 minutos verificar que los ovocitos presentan primer cuerpo polar.
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Anexo 5: Protocolo para induccidn a la liberacion de gametos de abulon azul con

el neuropéptido APGWamida

(Chansela et al., 2008)

1.

A) Seleccion de reproductores

Seleccionar a los organismos que tengan una edad mayor a cuatro afios y que se encuentren en un

indice visual gonadal grado 2 y 3.

Separar a los organismos que se usaran como reproductores en un estanque donde NO se les

suministrara alimento durante 1 o 2 dias previos a la induccidn.

B) Previo a la induccidn

Determinar la cantidad de APGWamida a inyectar con base en el peso del organismo considerando la

siguiente formula

uL de APGWa a inyectar = Peso del organismo (g) * ug de APGWa/g organismo (2)

Aforar a 200 pl con solucién salina fisioldgica para moluscos de Ringer.

C) Induccion a la liberaciéon de gametos

Sitio de inyeccién

La inyeccidn se realizara en el seno arterial cefalico que se localiza a 2 cm aproximadamente de la parte

posterior de los organismos (Figura 8).
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Seguido a la inyeccidn de los organismos se colocardn en contenedores plasticos con agua de mar

filtrada a 200 um hasta cubrir totalmente el cuerpo (350 ml aprox.).

Durante cada hora se estard cambiando el agua hasta obtener los gametos.

D) Fertilizacién

. . 6
1. Porcada 100 ml de ovocito agregar 10 ml de esperma a una concentracion de 1x10~ esp./ml.
2. Homogenizar ovocitos y esperma a través de movimientos suaves.

3. Después de 30 min verificar que los ovocitos presentan primer cuerpo polar.



