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RESUMEN.

El presente trabajo describe la anatomia microscépica del ovario de Octopus
maya y analiza las variaciones cualitativas de las fases de proliferacion y
crecimiento del ovocito para asi poder conocer el desarrollo en las primeras
fases de vida, desde el momento de la eclosion hasta el inicio de su madurez
sexual en condiciones de cultivo. Se analiz6 la organizacion citolégica del ovario y
las caracteristicas del desarrollo folicular de acuerdo al desarrollo de los estadios de
pre-vitelogénesis, vitelogénesis, atresia y ovulacion. Se observo que los juveniles
recién eclosionados nacen inmaduros y aun en proceso de formacion del aparato
reproductor. Células en diferenciacion denominadas A y B fueron observadas en
estos animales. Los analisis histoldgicos indican que en O. maya las células B son la
base para el desarrollo de las células A, las cuales al final del periodo de formacion
de los 6rganos dan lugar al desarrollo del ovario o el testiculo formacion de los
gametos. Este proceso se lleva a cabo en los primeros dias después de la eclosion
cuando los pulpos alcanzan alrededor de los 10 dias de edad. En animales mayores
de 1.5g de peso es posible ver hembras con el ovario bien desarrollado y células en
proceso de diferenciacion. En los machos los testiculos son funcionales presentando

células reproductoras en todos los estadios.

A partir de que el ovario estd completo los ovocitos comienzan a desarrollarse
siguiendo el proceso de pre-vitelogénesis. Las células pre-vitelogenicas vy
vitelogenicas posteriormente, se transforman en huevos, los cuales no pueden
desarrollarse por falta de espacio. Estas células se degeneran para dar paso
nuevamente a un nuevo ciclo celular. Este proceso se continda mientras las hembras
crecen. Prueba de esto es la reduccion potencial del indice gonadosomatico (IG) con
la edad. En hembras hasta de 100g de peso, el ovario practicamente no crece,
mientras los animales aumentan la biomasa en forma primero exponencial y luego
potencial. Es interesante hacer notar que el tamafo de las células producidas por el
ovario de estas hembras es similar al que las hembras maduras silvestres producen.
Unicamente el tamafio de las células en estadio IV mostré diferencias significativas
con el tamafio de las células de las hembras menores de 100g de peso y mantenidas
en condiciones de laboratorio. En los machos la produccién de espermatozoides es



continta y siguen la cinética de crecimiento del cuerpo. El IG en los machos aumenta
con la edad demostrando que la capacidad de producir espermatozoides también
aumenta con la edad. Actualmente las escalas de madurez sexual para Octopus
maya no tiene respaldo en estudios histolégicos por lo que el presente estudio

aporta bases biolégicas para el conocimiento de esta especie.



ABSTRACT

The present study was carried out to describe the cell proliferation and ovocite
growth on gonads of O. maya hatchlings and early juveniles obtained in culture
conditions. Changes of cytological organization of the ovaries and follicular cells
on ovocites were analyzed according with age of octopuses. Physiological
maturation of the ovaries was recognized through the identification of different
types of cells: pre- and vitelogenic cells, and atresic cells. It was observed that a
process of cell differentiation occurs after hatch that ends 10 days after hatch.
During the process, cells called A and B were observed and recognized as cells
that originate the reproductive organs (ovaries or testis) in this species. The
complete organogenesis process was observed in animals higher than 1.5g of
living weight with ovaries plenty of differentiated cells and testis fill of
spermatozoids. A histological description of the ovaries and testis development
with age was done with animals between 1.5 to 100g of living weight. In all the
animals, different types of cells were identified both pre vitelogenic (stages | and
II) and vitelogenic (stage lll), showing that the physiological maturation of the
ovaries on O. maya start early in this species. The analysis of cells sizes
showed that pre- vitelogenic and vitelogenic cells were similar to that obtained
from wild adult females (400 to 750g living weight) showing that early juveniles
can produce ovarian cells (stages |, Il and Ill) similar to that observed in wild
reproductive females. Only type IV cells showed differences between early and
wild females suggesting that in early juveniles there were not enough space to
eggs development. The gonadosomatic index (Gl) showed that the ovaries of
early females does not change with the living weight between 1.5 and 100g of
living weight suggesting that the ovarian development could require a minimum
living weight of female to be available to be functionally reproductive. In males
was observed that the spermatozoids production increase continuously and
according with the body growth showing that the capacity of male reproduction
increased with age.



INTRODUCCION

El cultivo de las especies acuaticas debe basarse en el conocimiento del ciclo de
vida incluyendo todas sus fases. Desde la etapa post-embrionaria hasta la etapa de
desarrollo adulto, tanto los aspectos de conducta alimentaria como los reproductivos
son de gran importancia, ya que de estos depende el crecimiento y la produccién de
organismos para la siguiente generacion. De igual forma se debe de dar importancia
a los estudios ecologicos pues éstos proveen informacién basica que sirve a los

intereses de la biologia pesquera (Boletzky, 1998.)

Los cefalopodos se encuentran dentro del grupo de especies que conforman los
programas de diversificacion, ya que son especies no tradicionales para la
acuacultura. En el caso de los pulpos los conocimientos acerca de los ciclos
reproductivos son base para comprender como el entorno modula los factores

biologicos que determinan la abundancia de sus poblaciones (Di Cosmo et al.2001).

El pulpo rojo Octopus maya (Voss y Solis-Ramirez, 1966) es un molusco cefalépodo
marino y carnivoro que, como todos los pulpos se caracteriza por tener cuerpo blando,
cerebro bien desarrollado y ocho brazos, cada uno de los cuales posee dos filas de
ventosas. Octopus maya Voss y Solis (1966), es una especie endémica de la
plataforma de la Peninsula de Yucatan, México con una distribucion circunscrita a la
zona de Isla Mujeres y Puerto Morelos en Quintana Roo y hasta Ciudad del Carmen
en Campeche, México (INP, 2000).

Esta especie se localiza tanto en la zona intermareal como en la plataforma costera
adyacente al litoral de la Peninsula de Yucatan incluyendo los estados de Yucatan y
Campeche. O. maya Habita en resquicios de rocas y oquedades del fondo aunque
puede encontrarse viviendo entre las rocas, los arrecifes de coral o los pastos
marinos, también pueden ocupar conchas de organismos bentdnicos como en
caracoles Strombus gigas, S. costatus, Pleuroploca gigantea y diversos objetos
sumergidos. Observaciones realizadas de los desechos que se encuentran alrededor
de los refugios de los pulpos han permitido establecer que la dieta esta compuesta
principalmente de moluscos y crustaceos (Heukelem, 1979). Diversos estudios han

seflalado que Octopus maya es un buen candidato para la maricultura ya que



presenta un desarrollo holobenténico. Asi mismo, se ha observado que en las etapas
tempranas presenta un crecimiento exponencial y alta conversion alimenticia.
Estudios de laboratorio también han sefialado que los juveniles de O. maya aceptan
diferentes dietas frescas o congeladas como los cangrejos, camarones y peces entre
otros. También se ha podido constatar que los pulpos de esta especie presentan una
buena adaptabilidad al cautiverio la cual, junto con la demanda que tienen en el
mercado de los alimentos, confieren a O. maya el potencial acuacultural mencionado
por Van Heukelem (1979).

Solis (1962, 1965 y 1967) y Fuentes et al. (1964), describieron las caracteristicas
generales de la biologia de O. maya y su relacién con la explotacion pesquera,
refiriéndose al comportamiento de la hembra durante el periodo de reproduccién, la
duracion del periodo embrionario y las caracteristicas de la eclosién y el

comportamiento de las crias en laboratorio.



ANTECEDENTES

Talla de primera madurez

La regulacién administrativa se basa en dos normas de pesca: la NOM-008-PESC-
1993 y la NOM-009-PESC-1993. La primera establece una talla minima de captura de
110mm de longitud de manto, asi como una cuota de captura por especie y los tipos
de artes de pesca. La segunda establece que la época de veda para la captura de
pulpo (Octopus maya) y (Octopus vulgaris), en los estados de Campeche, Yucatan y
Quintana Roo, cubre el periodo comprendido del 16 de diciembre al 31 de julio de

cada afo.

Estudios previos han demostrado que en las etapas tempranas del desarrollo post
embrionario de O. maya existen ajustes fisioldgicos y morfolégicos que se reflejan en
transformaciones en las capacidades de los pulpos para capturar y digerir el alimento.
En esta etapa, un crecimiento negativo al observarse que disminuye su talla a partir
del dia de su eclosion, esto como consecuencia de la absorcion de vitelo, hecho que
conlleva la movilizacion de nutrientes para completar el desarrollo de los brazos y de

la glandula digestiva (Moguel et al., enviado).



En general los pulpos son animales gonocéricos, los sexos Unicamente se pueden
diferenciar a partir del dimorfismo sexual presente en el tercer brazo de los machos el
cual esta hectocotilizado y es utilizado para la transferencia de los espermatoforos
(Navarro y Villanueva, 2003; Zamora y Olivares, 2004; Ortiz et al., 2006; Avila-Poveda
et al., 2009), (Ishiyama 1996). En animales de mayor talla es posible ver otras
diferencias morfolégicas entre macho y hembra ya que los machos presentan
ventosas agrandadas en el segundo y tercer par de brazos (D'Aniello, 1996).

En la actualidad y tomando en consideracion los estudios realizados en las
poblaciones de la Peninsula de Yucatan el Instituto Nacional de la Pesca (INP 1993)
establecié un peso minimo de 300g para la identificacion de machos maduros, y de
4109 para las hembras. En otros cefalépodos como Sepia officinalis se ha observado
gue los organos reproductivos se desarrollan en el embrion a partir de la sintesis y
diferenciacion de dos tipos celulares, los que, al final de esta etapa conformaran tanto
al ovario como al testiculo Lemaire (1972b.) Es interesante hacer notar que estas
observaciones fueron hechas in vitro y no existen confirmaciones de que esto se lleve
exactamente, asi in vivo. Asi mismo no existen estudios que indiquen la forma en que
el sistema reproductor de O. maya se desarrolla durante la fase juvenil lo cual impide
establecer con precision la edad en que estos organismos estan preparados para
iniciar la etapa reproductiva.

Las observaciones realizadas en el laboratorio (Datos no publicados) han
demostrado que las hembras de O. maya pueden desarrollar el ovario y desovar con
pesos menores a los establecidos por el INP. Esta discrepancia podria estar asociada
con el hecho de que los investigadores del INP no han tenido acceso a ejemplares
con un intervalo de peso que permita un adecuado analisis de la condicion

reproductiva.

A la fecha no se ha definido la forma en que el sistema reproductor de las hembras se
desarrolla durante la fase juvenil, hecho que sin duda es fundamental para establecer
la edad minima a la que las hembras de esta especie podrian iniciar su vida

reproductiva. Asi tanto para proponer una nueva cuota, como para proteger el



reclutamiento se requiere de estudios de biologia de la reproduccion de esta especie

gue incluyan una descripciéon del proceso completo (INP, 2000).

Desarrollo gonadal: etapa post embrionaria

Se ha establecido en general los cefalopodos los 6rganos sexuales se muestran
diferencias desde la eclosion presentando las caracteristicas sexuales secundarias
solo cuando alcanzan la etapa de sub-adultos (Boletzky, 1983).

Para la mayoria de los embriones de cefalopodos, generalmente alrededor de la
etapa XV establecida por Naef (1928) culmina el crecimiento del embriény en esta
fase, que es cuando el saco interior de la yema que nutre al embridon alcanza su
tamafio minimo. El vitelo se convertira en el sincitum que nutrira al pulpo recién

eclosionado en sus primeros dias de vida (Boletzky, 1983).

La diferenciacion de gbnadas en las etapas tempranas de la organogénesis ha sido
estudiada anteriormente  por Fioroni y Sundermann (1983). Estos autores
confirmaron que la génada rudimentaria es impar en los embriones de cefalépodos
decépodos, mientras que en embriones de octdpodos aparecen “rudimentos” pares.
La diferenciacion histologica en relacién a las etapas embrionales es muy variable
entre los diferentes grupos de especies (Richard y Lemaire, 1975; Lemaire y Richard,
1979; Boletzky, S. y Hanlon R.T. 1983.) El tracto genital tiene un doble origen
embrionario, que corresponde a un eshozo mesodérmico en el que se forma al
gonoducto, esta estructura posteriormente se trasformara en oviducto en el caso de
las hembras y espermaducto en caso de los machos (Lemaire, 1972). En la parte
terminal de este tracto se forma el complejo de Needham en los machos y las
glandulas del oviducto en las hembras proceso que se lleva acabo durante los
tltimos estadios embrionarios. También se ha observado que las glandulas
oviductales se originan a partir del ectodermo mismo que se presenta alongado

durante la vida embrionaria (Lemaire, 1972).

Organogénesis gonadica
La gobénada embrionaria se presenta de forma impar y se sitia en la parte

ventral de la regién celdmica donde progresivamente va ocupando la region dorso

caudal. La gbnada se compone de tres partes: una zona central conjuntiva que



se prolonga del pedunculo que sostiene la génada formando el epitelio germinal, una
zona pericardica en donde se sitian las células A y B (Lemaire, 1972) y un

epitelio celédmico que las recubre.

En otros cefalopodos como Sepia officinalis el sistema celdbmico se diferencia
precozmente originando las cavidades cel6micas, la cavidad vicero pericardica, los
rifones y las glandulas pericardicas de la gonada (Lemaire, 1972). También en S.
officinalis se ha encontrado que el aparato genital femenino es impary existen
un origenes diferentes entre el tejido germinal que forma la gonada vy el tejido
ectodérmico que forma el tracto reproductivo , marcando asi grandes diferencias
entre el tracto genital y las gonadas ( testiculo y ovario) (Koueta, 1990). En sepia
las células B son de gran tamafio y al final del periodo embrionario (Lemaire,
1972).

Factores externos inductores de la diferenciacion sexual

La temperatura como un factor determinante de las reacciones metabdlicas en los
organismos poiquilotermos acelera los procesos de maduracion sexual lo cual se ve
reflejado en el crecimiento del tracto genital y las glandulas anexas. El fotoperiodo,
aunque aun poco estudiado en cefalépodos, afecta la madurez sexual. La
maduraciéon esta influenciada por la luz; un periodo de 12 horas luz puede
desencadenar la maduracion mientras que un exceso de luz bloquea el desarrollo
del ovario fomentando una especie de castracion psicoldgica (Wood y O'Dor, 2000).
Estudios realizados en sepias indican que la glandula éptica regula el desarrollo y
crecimiento del tejido germinal ya que ésta controla los impulsos hormonales
(Richard, 1970). Asi mismo, se ha observado que la glandula 6ptica es la encargada
del estimulo hormonal en la diferenciacién sexual y de igual forma de la madurez
sexual, la cual también recibe informacion de las hormonas de origen gonadal .
Marthy (1968), Fioroni y Sundermann (1983) sefialaron que en embriones de O.
vulgaris y Eledone cirrosa la goénada ya se detecta histolégicamente en los embriones
aun cuando estos tienen cerca de 3mm y 7mm, respectivamente, sugiriendo una

diferenciacion sexual temprana en estas especies.



Desarrollo gonadal: etapa juvenil

Efectos de la temperatura en la madurez

En un entorno cambiante, la variacion de temperatura puede afectar la biologia de
poblaciones de corta duracion, como lo son los cefalépodos (Wood y O'Dor, 2000).
Las diferencias en la temperatura, asi como otros factores biéticos y abiéticos pueden
afectar las tasas de crecimiento exponencial de los juveniles de cefalopodos y asi
ocasionar grandes diferencias en cuanto al tamafio y la edad en la que los
organismos alcanzan la madurez sexual. Asi a mayor temperatura los pulpos podrian
alcanzar una madurez sexual mas pronto que en bajas temperaturas, dependiendo en
ambos casos, de la abundancia de alimento. Segun Wood y O'Dor (2000) alcanzar
una mayor talla al momento de ser maduros sexualmente, se debe a que estos
organismos viven mas tiempo que el resto de la poblacion y asi mismo tienen un
crecimiento lento pero prolongado a lo largo de su vida . Se ha observado que los
cefalopodos que maduran en tallas mas pequefias crecen con mayor rapidez
mientras que los animales que maduran en tallas mayores presentan un crecimiento

lento.

Una de las ventajas de la maduracion precoz es que los organismos tienen mas
probabilidades de evitar depredadores asegurando asi la posibilidad de reproducirse.
La adaptacién permite que estos organismos cumplan con la produccion de progenie
y asi poder sobrevivir para reproducirse debido al corto periodo transcurrido entre su
nacimiento y madurez, ademas otras de las razones de que los organismos que
maduran antes aumentan su posibilidad de reproduccion como ocurre durante la
primavera, que hace que se reproduzcan antes y asi mismo estos también pueden
iniciar la reproduccion de la primavera anterior. Al retrasar la madurez se puede dar
lugar a una mayor fecundidad, que también aumenta la capacidad reproductiva.
(Wood y O'Dor 2000).

Los cambios en el aparato reproductor en Octopus maya que ocurren a lo largo de
su vida son influenciados en gran medida por las hormonas sexuales. O’Dor y Wells
(1978) proponen la existencia de una hormona gonadal que modula el desarrollo y
maduracion del aparato reproductor. Posteriormente Iwakoshi et al., (2002)

mencionan que esta hormona se trata de la Oct-GnRH, la que ha sido caracterizada
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actualmente en pulpo O. vulgaris como una hormona gonadotropina (GnRH), cuya

funcioén es similar a la que presentan de los vertebrados (lwakoshi et al., 2002).

La Oct-GnRH se detecta en el I6bulo sub-pedinculado, en el |6bulo olfatorio
posterior y en el nervio de la glandula Optica, los cuales controlan la actividad de la
glandula 6ptica misma que da origen a la proliferaciébn de células reproductivas,
maduracion de goénadas y sintesis de vitelo (Wells y Wells, 1977). La Oct-GnRH
puede contribuir a la reproduccién de un pulpo no solo como una hormona
neuroendocrina, siendo liberada también desde células glandulares sexuales
(Iwakoshi et al., 2002).

Gnap (1987) observo que en las hembras inmaduras de la especie Octopus
vulgaris el desarrollo del ovario se produce linealmente a el peso soméatico en
condiciones normales, al mismo tiempo se da la proliferacion de las células
foliculares, la acumulacion de las proteinas enla yema, a la par del crecimiento y
desarrollo de las glandulas accesorias y los tractos genitales estos eventos
ocurren durante la madurez sexual, mismos que estan sobre puestos junto con el
crecimiento lineal, solo que el crecimiento del ovario es dependiente de la madurez,
aunque otros autores mencionan que el tamafio del ovario no esta relacionado
con el tamafo del cuerpo, la tendencia del crecimiento del animal esta asociado
a la tendencia del crecimiento del ovario conforme, el crecimiento a la talla del
pulpo. Van Heukelen (1979) sugiere que el ciclo reproductivo esta preprogramado

y que la madurez sexual y latalla esta regulada por un control gonadal.

El desarrollo y el desove estadn retrazados por un momento critico en el
crecimiento ya que al incrementar las reservas nutricionales y reproductivas que se
acumulan como consecuencia de este retraso, esta estrategia se ha debatido, esto es
debido a que existe un margen para la interaccion entre los neuro trasmisores que
se liberan a la sangre y el control nervioso de la eliminacién glandula éptica ya que
se han obtenido resultados en donde la eficiencia de crecimiento decrece al
incrementarse la madurez (Gnap,1987). En resumen la reproduccién esta
influenciada probablemente por temperatura, fotoperiodo, tamafio del cuerpo vy
desarrollo de huevo una nueva teoria se ha unido a estos factores ya otros

autores sugieren que la desnutricion puede atrasar la maduracion.
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Maduracion sexual

La maduracion sexual y la reproduccion son parte de una serie de procesos
fisiologicos de vital importancia en el ciclo de vida en cualquier organismo y, en
consecuencia, en la ecologia del comportamiento de este. El pulpo culmina su ciclo
de vida junto con el ciclo reproductivo, por lo que el animal al ir madurando
sexualmente, va asignando recursos tanto para el crecimiento somatico asi como el
desarrollo de las gonadas y las estructuras reproductivas, las cuales dependen de las

propiedades nutricionales del alimento (Rosa et al., 2004; Rosa et al., 2005)

Aunque las hembras no presentan caracteres sexuales secundarios que permitan su
diferenciacion, las observaciones preliminares indican que posiblemente también
hembras de tallas menores podrian estar receptivas a la fecundacion. Tras la copula,
las hembras de la familia Octopodidae presentan en el interior de sus oviductos
distales y glandula oviductal el esperma transferido por los machos. Este esperma
puede permanecer ahi almacenado durante semanas o meses, hasta que las
hembras alcanzan su madurez sexual. En algunas especies como Eledone cirrosa los
espermatozoides pueden alcanzar el ovario. Durante la puesta los espermatozoides
fecundan a los oocitos a su paso por la glandula oviductal (Mangold, 1987). Se ha
observado en O. vulgaris que tiene la capacidad de almacenar esperma sobre
periodos largos para utilizarlos en el comienzo de la madurez. Por lo que la talla
para la maduracion puede ser alcanzado en una edad mas temprana (Rodriguez-
Rua et al. 2005),

Factores internos inductores de la maduracion sexual

La glandula o6ptica funciona como glandula endocrina con producciéon hormonal.
Estas hormonas son necesarias para estimular las divisiones en las ovogonias y
espermatogonias regulando las divisiones germinales ademas que es
indispensable durante el inicio de la vitelogénesis. Mediante pruebas realizadas in
vitro se pudo saber que La glandula éptica es necesaria para controlar el tejido
germinal ya que esta controla los impulsos hormonales que estimulan la
vitelogénesis y la actividad mitética de las ovogonias (Gnap, 1987) (Richard,
1970).
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Se han llevado a cabo estudios en donde se ha extirpado la glandula o6ptica en
organismos juveniles de sepia, dando como resultado que el tejido predominante
sea el conjuntivo a lo mismo que el desarrollo de las espermatogonias, cesando de
igual forma la division de estas. De estos estudios se concluye que la glandula
Optica interviene como el factor regulador de las divisiones germinales de las
diferentes fases del desarrollo del aparato reproductor en S. officinalis y

posiblemente en otras especies de cefalépodos (Richard, 1970).

Al realizar la remocion de las glandulas oOpticas en hembras maduras después
del desove, da como resultado el que se puede prolongar la longevidad ya que a
estas hembras desovantes, intervenidas, se les estimula la suspension del desove,
asi mismo detienen el cuidado de los huevos, reanudan la alimentacion y ganan
peso (Gnap, 1987), ya que este control se lleva acabo a través de neurotransmisores
gue contribuyen a la regulacion de la liberacion de hormonas por parte de la glandula
optica (Gnap, 1987). Una respuesta similar se observo en los machos a los que se
les ha retirado la glandula optica lo que sugiere que este érgano es el principal
responsable de la regulacién del periodo de vida de los pulpos (Gnap, 1987).

Asi mismo se ha establecido una relacion entre los ciclos reproductivos, la
alimentacion y produccion de hormonas, observdndose que cuando se presenta un
periodo de privacion de alimento disminuyen los niveles de substancias
farmacologicas activas que circulan en la sangre de los pulpos, entre estas se

encuentran las hormonas sexuales (Gnap, 1987).

En el O. vulgaris el inicio del proceso de maduracion es el resultado del aumento de
la secrecion de gonadotropinas producidas (Gnap, 1987), siendo que la activacion de
las glandulas inhibe la sintesis de proteinas y aumenta el desglose de las proteinas
del mdsculo, el torrente sanguineo es el encargado de trasportar estos
aminoécidos libres, que son fundamentales en la formacion de proteinas del vitelo
(Rosa et al., 2005).

Se ha reportado (Rosa et al., 2005) que el vitelo de los ovocitos de O. vulgaris es rico
en glicoproteinas neutras, compuestos tiolicos derivados del &cido sulfhidrico y

proteinas ricas en tirosina y residuos de triptéfano. En el O. vulgaris el crecimiento
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gonadal estd asociado con un triple aumento en la concentracion de muchos
aminoacidos y proteinas en la orina lo que demuestra la movilizacion intensa de

moléculas durante el desarrollo del ovario (Rosa et al., 2005)

Otro elemento importante en este proceso es el colesterol debido a que este es un
precursor basico de las hormonas esteroides, asi como precursor de las sales
biliares y vitamina D (Kanazawa 2001). En otros invertebrados como los crustaceos,
se ha demostrado que el colesterol exdgeno se convierte en las hormonas sexuales,
como progesterona, aldosterona, 17 bis-androstenediona y testosterona. Asi mismo
se ha observado que el glucégeno puede ser importante para el proceso de
maduracién sexual y la embriogénesis (Rosa et al., 2005). Otras moléculas que
participan de manera fundamental en el desarrollo de los ovarios y los huevos son los
lipidos. El alto contenido en lipidos de la glandula digestiva en las hembras
proporciona lo necesario para estimular una ampliacién en el periodo de puesta lo
gue indica que para lograr el éxito en la reproduccion, las hembras requieren de
recursos energéticos que como los lipidos que son dirigidos al desarrollo de las
gonadas (Rosa et al., 2005).

En los machos de O. vulgaris las hormonas sexuales que se encuentran presentes
son la progesterona, la testosterona, y la 17B-estradiol. Estas hormonas se producen
y se almacenan en el testiculo, los vasos deferentes la vesicula seminal, la prostata
y el saco de Needham. Aunque los niveles de estas hormonas en sangre son
menores que las reportadas en los tejidos no por eso deja de ser significativo. De
entre los diferentes tejidos del sistema reproductivo, la vesicula seminal es la que
posee la concentracion mas alta de la progesterona (D'Aniello et al., 1996; Di Cosmo
et al., 2001). El testiculo es el 6rgano que contiene la cantidad mas alta de la
testosterona (5.2 ng/g) mientras que la préstata es el 6rgano que contiene la cantidad
mas alta de 173-estradiol (D'Aniello et al., 1996; Di Cosmo et al., 2001).

La enzima dominante en la esteroidogenesis es la deshidrogenasa del 5.30-
bihidroxisteroide. Esta enzima también se encuentra en testiculo (D'Aniello et al.,
1996). Como se menciond anteriormente, el sistema reproductivo del pulpo esta bajo
el control hormonal ejercido por la glandula oOptica. Alternadamente, la actividad de

esta glandula endocrina se modula a través de fibras inhibitorias que se presentan en
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el lobulo sub-pedunculado y estan localizadas en el sistema nervioso central
(D'Aniello et al., 1996). Es una caracteristica comun en cefalépodos que este control
inhibitorio ocurra a través de la FMRF-amida (Phe-Met-Arg-Phe-NH2). Por otra parte,
la presencia en el pulpo de las fibras paralelas de esta glandula 6ptica que producen
gonadotropina, indica que se trata de un sistema regulador mas complejo comparado
con el de la actividad de la glandula 6ptica (D'Aniello et al., 1996; Di Cosmo et al.,
2001).

Mangold y Boucher-Rodoni (1973) sefalaron que la falta de alimento induce
precocidad en la maduracion gonadal, coincidiendo con Gnap (1987) quien indico
gue cuando los animales se exponen a un periodo de privacion de alimento,
disminuyen los niveles de sustancias fisiolologicas activas, con funciones
hormonales que circulan en la sangre, incluidos los inhibidores del desarrollo del

ovario.

En el caso de Loligo gahi (Guerra y Castro, 1994), el aumento de la demanda de
energia para el desarrollo gonadal puede reducir o incluso detener crecimiento
somatico, esto sugiere que el crecimiento de los 6rganos reproductores en L. gahi se
lleva a cabo utilizando la energia y los nutrientes derivados de alimentos y no por la
movilizacion de nutrientes y energia a partir de tejidos somaticos, explicando asi que
se presente el ciclo vital, semelparo de muchos cefal6podos, ya que se favorece
este cambio dramatico al emplear los alimentos y por ende la energia destinada

al crecimiento a la reproduccion (Guerra y Castro, 1994).

Van Heukelem (2000) sugiere que un estado de desnutricibn probablemente
produzca el desove de las hembras de tamafio corporal pequeio, afectando la
produccion de embriones. Estudios realizados con O. maya demostraron hembras
sub-alimentadas suelen producir menos huevos que las hembras alimentadas
adecuadamente, aunque se observl que aparentemente los embriones provenientes
de hembras sub-alimentadas fueron similares a los de la condicion control. Esos
resultados muestran la alta dependencia en la reproduccién hacia la calidad del
alimento, aunque también indican que los pulpos podrian estar adaptados para
producir pocos huevos de alta calidad cuando hay baja disponibilidad de alimento o

éste es de mala calidad (Caamal, 2005).
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HIPOTESIS

1. Tomando en cuenta lo anterior y considerando que se presenta un proceso de
madurez post embrionario en Octopus maya, es posible suponer que, al igual que
otros 6rganos, el aparato reproductor se desarrollara pasando, como ocurre en S.
officinalis por la sintesis y diferenciacion de células que originan al ovario o al
testiculo fortaleciendo asi la condicion post embrionaria inmadura previamente

establecida (Moguel et al., enviado).

2. Si estudios previos han demostrado que los organismos juveniles silvestres de
O. maya alcanzan la madurez sexual por debajo de los 270g para machos y 410g
para hembras, es de esperar que al analizar organismos con intervalos de pesos
menores a los indicados, se pueda definir con mayor precision la edad en la que se
termina el desarrollo de los 6rganos reproductores y se presenta el inicio de la

madurez sexual en esta especie.

OBJETIVO GENERAL

O El presente estudio tiene como objetivo caracterizar el desarrollo del aparato
reproductor de Octopus maya con el fin de establecer los procesos de sintesis post
embrionaria y la forma en que en los juveniles se desarrolla hasta alcanzar el inicio

de la madurez sexual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

O Establecer la diferenciacion del sistema reproductivo de machos y hembras en
los primeros dias de edad por medio de la identificacion de las diferencias entre las
glandulas sexuales masculinas y femeninas y el desarrollo de la génada en Octopus

maya.

O Establecer la talla de inicio de la madurez sexual en machos y hembras de

Octopus maya con base a los cambios en el desarrollo del aparato reproductor con la
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edad, mediante el cambio de tamafio de la gonada y la presencia de los diferentes

estadios celulares.
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MATERIAL Y METODO

Parte I: Caracterizacion del desarrollo reproductivo de juveniles tempranos;
Diferenciacion sexual

Origen de los organismos

Los juveniles se obtuvieron en las instalaciones de la Facultad de Ciencias de la
UNAM; UMDI Sisal, que se encuentra en la siguiente ubicacibn Coordenadas:
21°09'55"N 90°01'50"0 / 21.16528, -90.0305621°09'55"N 90°01'50"0 / 21.16528, -
90.03056 y de Altitud: 1 msnm que cuenta con una unidad para la reproduccion y
engorda de O. maya. Los juveniles fueron obtenidos a partir de un Unico desove de
una de las hembras provenientes de animales sexualmente maduros de la
poblacion silvestre de la zona costera adyacente del puerto de Sisal. Los huevos
fueron incubados en un sistema artificial en donde se les mantuvo por 50 dias hasta
el dia de la eclosion. La incubadora esta conectada a un sistema de circulacion de
agua de mar con temperatura controlada (24°C). Una vez que los pulpos nacieron
fueron transferidos a tanques de 1600L de donde fueron colectados. En estos
tanques los pulpos fueron alimentados con adultos de Artemia ad libitum los primeros
15 dias y posteriormente se les ofrecid quelas de jaiba cortadas en trozos. La jaiba
fue suministrada a razon del 30% del peso corporal por dia. El peso promedio de los

organismos al nacer fue de 100mg.

Condiciones de cultivo

En los tanques los animales se mantuvieron en un ambiente en el que la temperatura
fluctio entre 28 y 30°C. Los tanques fueron abastecidos con agua de mar a través de
un sistema de recirculacién acondicionado con filtro de lecho profundo y espumador.
Se realiz6 un recambio parcial de agua de aproximadamente 10 % diario. El agua de
recambié fue filtrada mediante un filtro de arena con capacidad para 60 gpm, un filtro

de lecho profundo estructural de 150 psig y un ozonificador Ikal-Ha mod 1000 al 50 %
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de ozono. Los animales se expusieron a una intensidad de luz no mayor de 150

lux/cm2 con foto periodo de 8 horas.
Muestreo

Coleccion de organismos

Para el presente estudio se colectaron 135 organismos en total, estos fueron
muestreados a partir del dia de eclosion y hasta el dia 40 de edad. Entre eldiaOy
el dia 20, se colectaron 5 organismos en cada muestreo cuyo peso en promedio fue
de 100mg al nacimiento hasta 1.7g que es el peso que alcanzan al llegar a los 40
dias de edad, los pulpos fueron muestreados diariamente hasta el dia 20. Después
del dia 20 el muestreo se realizo con un intervalo de dos dias hasta el dia 30.
Posteriormente la colecta se realizé el dia 35 y 40 posterior a la eclosion. En cada
muestreo los animales se sacrificaron y se fijaron enteros en formol (4%) para su

posterior analisis.

Preparacion de tejidos para el procedimiento histologico

Los juveniles tempranos se procesaron completos con las técnicas histologicas
rutinarias. Los organismos fijados fueron colocados posteriores a la fijacion en
alcohol al 50% durante una semana. Las muestras se procesaron mediante los
métodos de  deshidratacion, aclaracion e infiltracibon de parafina. Para la
deshidratacion se aplicé una serie gradual de soluciones acuosas con base en
alcohol etilico de menor a mayor concentraciéon a partir de alcohol 50%, y hasta
alcanzar el 100%. Posteriormente las muestras fueron aclaradas en 2 bafios de xilol
y colocadas en dos bafos de parafina derretida a una temperatura de 56°C por una
hora para después incluirlos en bloques de parafina para realizar el corte. Se
realizaron cortes de 3 a 5 micras de grosor y cada corte se monto en portaobjetos de
vidrio. Los cortes obtenidos se tifieron utilizando el método de hematoxilina-eosina.

Las placas fueron selladas con resina sintética al 60% en xilol (Lee, 1968).

Parte Il: Caracterizacion del desarrollo reproductivo de juveniles avanzados;
Madurez sexual

Origen de los organismos
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Para la determinacion de la madurez sexual se colectaron 60 juveniles que se
obtuvieron en las instalaciones de la Facultad de Ciencias de la UNAM; UMDI Sisal,
misma que cuenta con una unidad para la reproduccion y engorda de O. maya los

cuales fueron obtenidos de los estanques de cultivo.

Condiciones de cultivo

Los animales sembrados desde el dia de avivamiento (dia cero) se  mantuvieron
en las condiciones descritas anteriormente y hasta que los pulpos alcanzaron un
peso promedio de 1.5g. a partir de este peso se trasladaron a tanques que se
encuentran dentro del igloo en un ambiente en el que la temperatura ambiental
fluctio entre 28 y 30°C. Los tanques tienen una capacidad de 1600L mismos que se
encuentran conectados a un sistema de recirculacion con el agua abastecida antes
mencionada con control de temperatura (27 + 1°C). Con una temperatura ambiente
entre 28 y 30°C. Se utiliz6 agua de mar natural (34 a 36 de salinidad) la cual se

mantuvo entre 26 y 30°C.

Alimentacion

Se alimento con quelas de cangrejo cortadas en trozos la cual se entrego a razon

del 30% del peso corporal por dia proporcionado en dos raciones diarias.

Muestreo

Coleccioén de organismos

Los juveniles muestreados se tuvieron con diferentes pesos, que van del 1.69
hasta los 143g y estos son obtenidos de diferentes desoves. Los juveniles se
colectaron de los estanques y llevados al laboratorio central en donde fueron
sacrificados mediante choque térmico al pasar de una temperatura en el agua de
donde se encontraban (27°C) a 5°C. El proceso de anestesia en tales condiciones
dura entre 3 y 4 min. A los pulpos diseccionados se les extrajeron las génadas las

cuales se fijaron en formol salino (10%).

Preparacion de tejidos para el procedimiento histologico
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Las goOnadas fueron procesadas con las técnicas histologicas rutinarias. Las
muestras fijadas en formol previamente, se pasaron a una solucion de alcohol al
50%. Conservandose ahi durante una semana. Las muestras asi conservadas se
procesaron mediante los métodos de deshidratacion, aclaracion e infiltracién

descritos anteriormente para la etapa de juveniles iniciales.

Morfometria celular para la determinacion del estado vitelogénico.

El presente estudio se llevo a cabo con organismos desde 1.6 hasta 143g como
peso maximo Yy contempl6 hasta la fase vitelogénica, ya que determina la capacidad
de las hembras para realizar la reproduccion y establecer la edad de inicio de la

madurez sexual.

La pre-vitelogénesis fue determinada a partir de los cambios en la proporcion de
células en los estadios (I, 1), vitelogenesis (lIl) y ovogénesis (IV). Para hacer esto las
células en el ovario se clasificaron de acuerdo a sus caracteristicas celulares de cada
fase. El analisis se llevo a cabo a partir de las laminas obtenidas de los cortes axiales
del ovario las cuales fueron divididas en tres campos cada una. En cada campo se
midié y cont6 la proporcion de células que se encontraron en cada uno de los
estadios (Ould, 2001). Este procedimiento permitié tener un valor promedio de la

proporcion de células que se encuentran en cada estadio por organismo.

El estadio celular de los estudios de los ovocitos de la poblacién de pulpos de cada
grupo de talla se obtuvo con base en el valor promedio (+ D.S) de la proporcion de
células en los diferentes estadios. De forma complementaria el valor promedio del
tamafo de las ovocitos de cada estadio fue establecido con el fin de relacionar el
tamafio celular con la vitelogénesis. Se calcularon los indices relacionados con la
madurez sexual con el fin de establecer su utilidad en organismos que se encuentran

en las primeras etapas del desarrollo reproductivo:

IGHp = Peso del Ovario (PO) /Peso total x 100
IGHt = (Peso del complejo reproductivo (PCRH)/Peso total) x 100
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Donde IGH es el indice gonadosomatico parcial de las hembras (p) o total (t), y PCRH
representa la suma del peso del ovario, el oviducto y la glandula oviductal (Fig.1)

(Arreguin-Sanchez y Solis-Ramirez, (2000).

Fig.1. Aparato reproductor completo de O. maya

Caracterizacion de los tipos celulares en el testiculo

El inicio de la madurez sexual en los machos de O. maya se establecié a partir del
andlisis de las caracteristicas histologicas del tracto reproductivo tomando en
consideracion la ausencia de espermatogonias, espermatidas, espermatocitos
espermatozoides el cual se clasificara como Indiferenciado: 1, presencia de
espermatogonias, y espermatocitos, Inmaduro: 2, el aumento del tamafio del testiculo
Inicio de la maduracién: 3 y la presencia de espermatozoides y espermatéforos, En
desarrollo: 4, y Maduro: 5.

Para hacer esto se caracterizaron los tipos de células en el testiculo y los cambios del
tamafio del testiculo con la edad, asi como el desarrollo de la glandula de Needham
como sitio de almacenamiento de los espermatéforos (Ould 2001; Rodriguez Rua
2005). La escala de madurez de los pulpos ha sido propuesta en base a los trabajos
de: Rodriguez Rua, (2005); Tyler y Sumpter, 1996; Ishiyama, (1999); Ould, (2001).
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Los diversos indices gonadosomaticos propuestos para el estudio de la madurez
sexual en machos fueron calculados de la misma manera que con las hembras (Fig.
2).

Fig. 2. Aparato reproductor de los machos de O. maya.

Analisis estadistico

Se aplicé un andlisis de varianza con el fin de establecer los efectos de la edad en la
madurez sexual de los machos y hembras de O. maya. El analisis se llevo a cabo
con los resultados obtenidos de la proporcion de células en los distintos estadios
vitelogénicos asi como en relacion al cambio en el tamafio de las células con la edad.
Las diferencias entre los indices gonadosomaticos con la edad también fueron
establecidas con este método. Un andlisis de varianza también fue aplicado a los
cambios de la proporcién de machos con espermatozoides y espermatéforos con la
edad con el fin de establecer cuando es significativa la diferencia de animales
maduros e inmaduros. Las diferencias entre los indices gonadosomaticos con la edad

también fueron analizadas con este método.
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RESULTADOS

Desarrollo macroscopico anatomico e histologico del sistema

reproductor en hembras de Octopus maya en edades tempranas

| Diferenciacion Sexual

En Octopus maya recién nacidos es posible observar la diferenciacion temprana del
sistema celdmico el cual origina las cavidades celémicas, la cavidad vicero-
pericardica, los rifiones y las glandulas pericardicas de la gbénada. En esta etapa
los animales presentan una sola génada inmadura la que se localiza centralmente en
la cavidad vicero-pericardica ocupando la posicion dorso caudal de cavidad del
manto. La gonada se compone de tres partes: una zona central conjuntiva que
se prolonga del pedunculo que sostiene la goénada, una zona pericardica en
donde se sittan las células A y B (Lemaire, 1972) y una zona se encuentra

recubierta de epitelio celémico.

Al momento del nacimiento se pudo observar que el vitelo que nutri6 al
organismo durante su etapa embrionaria se incorpora al saco vitelino interno. Al
mismo tiempo, se va reduciendo la cavidad celémica que se situa dentro de los
I6bulos vitelinos posteriores que comienzan a evaginar hacia la regiéon caudal
del embrion, mientras que la gbnada se rodea de células conjuntivas en donde es
posible distinguir a dos tipos de células. Estas células son las células A que se
convertirdn en las verdaderas células germinales, mismas que se encuentran
indiferenciadas durante toda la vida embrionaria y las células B que no se tiene

clara cual es su funcion (Fig.3A )

Las células B son de gran tamafio y desaparecen al final del periodo
embrionario, Las células “B” son esféricas basdfilas con nucleos grandes y densos y
estan embebidas en material acuoso aciddfilo (Fig.3 B). Las células parecen
originarse en la periferia de la cavidad celomica desde donde migran hacia el centro.

Las células “A” (Fig.4 A). Se localizan dentro de una envoltura de tejido conectivo el
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cual esta ligado al tejido en el que se encuentran las células “B”. Las células son

basdfilas y se encuentran en una masa compacta con nucleos bien definidos (Fig. 4B).

Fig. 3A Detalle de la bolsa que contiene las células “B” embebidas en la matriz
acuosa (10x) de O. maya recién eclosionado. Detalle de las células germinales tipo
“B” (Fig. 3B; 40x).

Fig. 4A. Corte sagital de un pulpo recién eclosionado de O. maya (Dia 0). Vista
general del area reproductiva respecto a los distintos 6rganos que la rodean Fig. 4B.
40x.

En Octopus maya al inicio de la diferenciacion de los gametos las células
germinales son grandes y redondeadas, con ndcleo vesicular y no presentan una
diferenciacion sexual entre machos y hembras (Fig. 4). Estas células son llamadas
protogonias o células germinales primordiales y dan lugar, por multiplicacién
mediante mitosis a las gonias (Fig. 5A) con un acercamiento se puede observar

mayor detalle de estas células (Fig. 5B ).
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Fig. 5A. Corte sagital de un pulpo recién eclosionado de O. maya (Dia 3). Vista
general del area reproductiva respecto a los distintos 6rganos que la rodean (10x). Fig.
5B (40x).

En el dia 3 enla gonada ya estd presente esta masa de células esféricas (Tipo B),
todo el conjunto celular que corresponde al tejido reproductivo se encuentra
altamente nutrido por un sistema de irrigacién denominado sincitiun originado por el
saco vitelino interno que rodea y comunica a todos los 6rganos internos. Esto se
explica debido a que en primeros dias de vida el animal recién eclosionado se

nutre de sus reservas internas de vitelo .

Las gonias maduran y originan a las ovogonias en el caso de ser hembra o
espermatogonias para los machos. Las observaciones realizadas en el presente
estudio indican que esta diferenciacion ocurre durante la primera semana de vida
En ese tiempo las células “B” se concentran formando un cimulo organizado que se

enlaza con la gbnada en formacion.

Fig. 6A Corte sagital de un juvenil de O. maya Dia 5, (10x). Fig.6B acercamiento de
imagen (40x)
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Hacia el dia 5 la cubierta que rodea a la gdénada se va engrosando con una doble

capa de células epiteliales aplanadas. Conforme el animal va creciendo este tejido se

reduce para formar una masa compacta cuya funcién, en esta edad no puede ser
definida (Fig.6A y 6B).

Fig. 7A. Organos sexuales accesorios de O. maya que permiten identificar el sexo de
los pulpos en animales de 5 dias (100 mg) (10x). Fig. 7B imagen que corresponde a
la glandula oviductal de un organismo de 5g (10x).

En la figura 7A estan presentes las glandulas sexuales accesorias y corresponden
una glandula de un juvenil temprano hembra de 16 dias de edad con una peso de
170mg en donde la complejidad de su conformacién morfolégica es basica, en la
siguiente imagen que corresponde a una glandula oviductal de un juvenil hembra
de mayor talla con un peso de 5g (Fig. 7B). en donde se observa una glandula
oviductal en donde, los pilares que rodean el tejido central se iran revistiendo de
cordones glandulares conforme crezca la hembra esto corresponde a un desarrollo
de camaras espermaticas mismas que en momento de ser copulada guardaran los
paquetes espermaticos para la posterior fecundacién de los huevos, para asi
cumplir con sus funciones fisiolégicas correspondientes a un organismo maduro.
Las glandulas oviductales también elaboran una secrecidbn que contribuye a la

formacién de la envoltura del huevo.

Como se puede observar la estructura que compone a las glandulas sexuales de
los machos corresponden a una capa de epitelio simple de células basdfilas que
estan revistiendo la luz del organo tubular (Fig. 8A). En el macho el tracto
genital es una formacion impar que se compone de un canal deferente

compuesto por vasos vinculados unidos que tienen en conjunto el nombre del
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complejo de Needham (Fig. 8A). El complejo de Needham en el caso de macho de
igual al igual que lo que sucede en la hembra se encuentran inmaduros al
nacimiento, conforme aumentan el tamafio somatico estas glandulas sexuales van
desarrollandose y creciendo conformando estructuras con diferentes actividades
fisiologicas mismas que seran funcionales al llegar a su etapa reproductiva (Fig.
8B).

Fig. 6 Corte transversal de las glandulas sexuales masculinas de un juvenil de O.
maya correspondiente a un organismo de una edad de 7 dias con un peso de
150mg (8A; 10x). Corte trasversal de las glandulas sexuales de un macho de O.
maya con peso de 5g. (8B; 10x).

La condensacion de las células “B” termina, disponiéndose junto al el tallo del epitelio
germinal, alrededor del dia 9 se observo una estructura de células compactas bien
definidas. Paralelamente al crecimiento somatico se observé un aumento en el
tamafio de la génada. Es evidente que esta estructura cuenta con una mayor
organizacion y diferenciacion de las células germinales formandose un conjunto de
células de tejido conjuntivo y protogonias. Este tejido se encuentra unido al saco que
lo envuelve por un corddén de tejido conectivo. El epitelio germinativo forma un
corddn de células foliculares mismas que originan a las ovogonias. Posteriormente

estas se diferencian en ovogonias primarias y secundarias.
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Fig. 9. Conjunto de células de tejido conjuntivo y protogonias al dia 9 de la eclosién
de O. maya.

En la imagen que corresponde al dia 9 de la eclosion (Fig. 9 ), la gbnada ya
cuenta con una estructura celular que indica que se trata de un ovario ya que las
células de mayor tamafio comparadas con el macho, son redondeadas y delimitadas
unas de otras presentando nucleos grandes, esta presente una ligera diferencia en
cuanto al tamafio celular de estas protogonias manifestandose asi una asincronia
celular en un inicio, estas células se originan en forma de racimos a partir de
cordones de tejido germinal que tienen un origen comdn, se cuenta con una
mayor presencia de vasos sanguineos misma que promueve una mayor irrigacion,
gue en los machos, en estos se presenta una gonada compacta delimitada, que
cuenta con una sincronizacion en el tamafio celular en donde se van delimitando en
grupos celulares rodeados de tejido conectivo, aunque las diferencias no
parecieran tan evidentes en etapas tempranas, las glandulas sexuales son las
mas importantes para establecer el sexo en edades tempranas ya que son
estructuras con una conformacion estructural que difieren entre si descartando una

posible confusion basandose en estos tejidos.
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Fig. 10. Corte sagital de O.maya de 11 dias mostrando la gbnada en desarrollo (10x).
Notese el tallo germinal bien desarrollado en la base del ovario junto al corazon.

Por la forma en que estan dispuestas las células en el ovario en relacion al tejido
germinal, junto al 6rgano cardiaco que es donde se inicia la sintesis celular debido

a que este tejido esta provisto de una alta irrigacion (Fig. 10).

Durante la transicidbn de protogonias a ovocito no es reconocible claramente
una etapa definida, las ovogonias muestran una intensa multiplicacién al inicio
de la madurez sexual. Durante la ovogénesis éstas presentan ndcleos en

profase se detiene en esta fase para posteriormente continuar con la meiosis.
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Fig. 11. Base de un ovario definido obtenido O. maya con 24 dias después de la
eclosion (40x).

Enla Fig. 11 se observa el corddn de tejido germinal que sostienen a las células
inmaduras del ovario. Estas células son baséfilas con nucleos grandes y algunas en
division, indicando que estan en pleno crecimiento. Del analisis histolégico de
animales con mayor edad es evidente que las hembras de mas de 30 dias ya
presentan células vitelogénicas definidas, indicando que el ovario ha iniciado su etapa
reproductiva (Fig. 11A).

Fig. 11A. Corte sagital del ovario de O. maya con 30 dias de edad .Fig. 11B y 35 dias
después de la eclosion (B10x).

El ovario de un animal de 30 dias de edad y con un peso alrededor del medio

gramo, ya esta completamente formado (Fig. 12A). En el se observan ovogonias
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en diferente nivel de desarrollo. Estas células posteriormente contindan creciendo
de forma sincronizada hasta que la mayoria de las ovogonias presentan el

mismo tamafio e inclusive se encuentran con el nucleo en divisién, asi como

condensacion de cromatina (Fig. 12 B).

Fig. 12A. Corte axial de ovario de O. maya. (10x); 12B Nétese los nucleos en division
mitética. (40x).

Estadios Juveniles iniciales

Los animales utilizados en esta parte del estudio corresponden a pulpos con pesos
entre el 1.6 y 143g de peso. Se puso este limite tomando en cuenta que los machos

con un peso cercano a los 5g ya cuentan con el brazo hectocotilizado.

Ovario

En la fase juvenil de Octopus maya se encontr6 que el ovario es un Organo
localizado dentro de la masa visceral en el borde superior del cuerpo del pulpo y se
encuentra por encima de la glandula digestiva. El ovario crece rodeado por los
rifones. Se encuentra envuelto por un tejido conectivo laxo que contiene, a las
células germinales y asi en conjunto forman el érgano reproductor (Fig. 13). El
ovario de estos animales indica que hubo un desplazamiento del Ilugar original
donde estaba al momento de nacer en la cavidad pericardica para terminar
ocupando el apice superior del cuerpo esto tiene la finalidad de que al aumentar de
volumen los huevos, estos cuenten con el espacio necesario para su adecuado

desarrollo al llegar ala etapa reproductiva
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Fig. 13. Corte sagital de un juvenil de O. maya de 35 dias con referencia a los tejidos
que rodean al ovario. Branquias; Glandula digestiva; Rifiones. (2x).

La pared del ovario estd compuesta por tres capas: la mas externa corresponde a
tejido epitelial; la intermedia, es una capa de tejido conectivo. La capa mas interna

esta formada de tejido epitelial germinativo (Fig. 14).
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Fig. 14. Corte transversal de un ovario de O. maya. (40x).

(1) 4.69mm

Fig. 15. Corte transversal de un ovario de O. maya. (2x).

En el epitelio germinativo tienen su origen las ovogonias que se localizan sobre la
membrana basal, estas se diferencian en ovocitos primarios y secundarios, los cuales
estan rodeados por células foliculares que forman la capa folicular en donde el
ovocito se desarrolla, se divide en dos cordones en donde se formaran dos

racimos de huevos hacia la época reproductiva (Fig. 15).
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Fig. 16. Corte sagital de ovario de O. maya. Noétese la formacion y desarrollo de
ovocitos a partir del tejido germinal (40x).

En los ovarios inmaduros, en el extremo proximal con respecto al epitelio germinativo
de cada una de las ramificaciones que se originan en este. Se observo que los
ovocitos pre-vitelogénicos se encuentran rodeados por células foliculares que se

originan en gran cantidad del epitelio germinativo (Fig. 16).

Los foliculos ovéaricos estan bien vascularizados vy conectados a la masa
conjuntiva central por un pedunculo formado de vasos sanguineos Yy de tejido
conjuntivo. Dentro del foliculo, la maduracion de los ovocitos ocurre desde el centro
hacia la periferia, lugar donde se localizan los ovocitos vitelogénicos con su
respectiva capa de células foliculares. Cada foliculo esta conectado al tejido central

del ovario, para el momento en que ocurra el desove (Fig. 17 B).



Fig. 17A. Corte axial del ovario de O. maya: vista completa del ovario de una hembra
de 7.3g Con sus glandulas nidamentales. (2x). 17B Corte axial del ovario de O.
maya: vista completa del ovario de una hembra de 9.3g con ovocitos en diferentes
estados de desarrollo (10x).

Conforme los oocitos entran en la fase de vitelogénesis, estos ovocitos pre-
vitelogénicos, junto con algunas células foliculares, van siendo desplazados
periféricamente a la parte externa del ovario (Fig.17B). Los foliculos ovaricos que se
ubican en la periferia estan formados por un solo ovocito central rodeado por células

foliculares aplanadas asentadas en una lamina basal.

Estadios gonadicos

Caracteristicas de los ovocitos

Los ovocitos, durante la gametogénesis experimentan cambios asociados con el
incremento paulatino del vitelo. Durante la gametogénesis se forman pliegues dentro
del citoplasma por la invaginacion de las células foliculares y por la formacién de un
pedunculo delgado que es donde se fijan a la pared del ovario (Fig. 18 y 19). Los
ovocitos, se encuentran rodeados por una sola capa de células foliculares cubicas, se
desarrollan desde el epitelio germinal hacia la periferia del ovario Cuando los ovocitos
fecundados son evacuados se fijan al sustrato con este pedunculo.
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Fig. 18. Desarrollo de las ovocitos durante la pre-vitelogénesis, vitelogénesis para
hembras de O. maya

Fig. 19. Desarrollo de las ovocitos durante la vitelogénesis y ovogénesis para
hembras de O. maya

Desarrollo anatémico e histoldégico del sistema reproductor del

macho de Octopus Maya

El Desarrollo Temprano del aparato reproductor del macho tiene su origen de la
misma forma que en las hembras, tal y como se mencioné anteriormente. Por esta
razon las descripciones siguientes fueron hechas con base en organismos

diferenciados y en proceso de maduracion (Fig. 20).
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Fig. 20. Corte sagital de O. maya juvenil macho de 6 dias de edad. Nétese el tejido
reproductor indiferenciado (10x).

Escala de madurez gonadal de los machos.

El testiculo se localiza en el polo superior del cuerpo del pulpo, inmerso en tejido
conjuntivo laxo sobre los rifiones Yy limita posteriormente con la glandula digestiva y
el ciego esta ubicacidon es propia para organismos que se encuentran antes del

comienzo de su madurez sexual (Fig. 20).

Espermatogénesis

En O. maya los espermatogonios se encuentran localizados en la superficie externa
del tibulo semejante a un epitelio. En la parte interior de la membrana basal se
encuentran las células mismas que estan en las ultimas fases de diferenciacion por

lo que los espermatozoides maduros estan mas cerca de la luz del tubulo.
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Diferenciacion sexual

\

A

Fig. 21 A. Corte sagital de O.maya juvenil macho diferenciado de 11 dias de edad.
Notese el testiculo desarrollado (10x); 21B (40x).

Estadio Inmaduro inicial
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Fig. 22. Corte sagital del testiculo de un macho de O. maya con 35 dias de vida (10x).
Notense los tubulos en desarrollo llenos de protogonias.

A los 35 dias de edad y en animales de 1g de peso el testiculo es pequefio y sus
conductos estan poco diferenciados (Fig. 22). Se observa la formacion de los septos

de tejido conjuntivo entre los tabulos seminiferos sefialados por lineas.
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El testiculo esta externamente revestido por mesotelio y envuelto por una doble
capa de células aplanadas cumpliendo con la funcion de la tunica albuginea. Los
tubos seminiferos no poseen luz y estan separados por un escaso tejido conjuntivo.
Las protogonias descansan sobre la membrana basal las que posteriormente
cambiaran a espermatogonias. Los nudcleos tiene la cromatina condensada y el

citoplasma es basdfilo (Fig. 22).

Estadio Inmaduro avanzado.

En estadios mas avanzados de maduracién los machos de O. maya se pueden
observar tubulos seminiferos pequefios bien definidos. Las espermatogonias son
células de gran tamafio, que se sitian preferentemente en el centro del tubo, su
nacleo es esférico y voluminoso y poseen un gran nucléolo central. Las
espermatogonias se encuentran a continuacion de las membranas basales de los
tubulos seminiferos por lo que los encontraremos en varios procesos de mitosis.
Algunos espermatocitos se encuentran en las paredes o en el centro de los tubulos
seminiferos (Fig. 23 A). Este grado de desarrollo esta presente en animales cuyo
peso oscila entre 2y 6g de peso (Fig. 23 B)

Fig. 23 A. Corte sagital del testiculo de un macho de O. maya de 4g (10x); Fig. 23 B,
Organismo de 6g (10x).
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Fig. 24. Corte sagital de testiculo de O. maya de 6 g de peso (10x).

En esta imagen el testiculo se muestra con maduracion puberal inicial, las
espermatogonias estan descansando directamente sobre la membrana basal de los
tibulos seminiferos. Los espermatocitos de primer orden (muy escasos en éste tubo)
se reconocen por la disposicion de los cromosomas meidticos. Hacia la luz se

observan pocos espermatozoides (Fig. 24).

Fig. 25. Corte sagital de testiculo de macho de O. maya de 6g (imagen a ) Notese la
presencia de espermatozoides bien formados en la luz de los tubulos seminiferos
(10x); 25 B el corte transversal del complejo glandular de un animal de 9g de
peso la fecha indica los espermatozoides en el saco de Needham (2x).
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Inicio de la maduracion.

En los machos de O. maya con peso de entre 6 y 9g los cambios en el aparato
reproductor son mas notorios, externamente ya presentan el brazo ectocotilizado.
Mientras que en los cortes histolégicos se puede observar como el testiculo
aumento ligeramente de tamafio debido a la produccién de espermatocitos (Fig. 25 A).
El testiculo presenta un mayor desarrollo entre el tejido conjuntivo laxo y el epitelio
germinal. En los tubulos seminiferos estan presentes los diferentes tipos de células,
predominando las espermatogonias y los espermatocitos, con escasas espermatidas
y espermatozoides. Los nucleos de los espermatogonios y de los espermatocitos son
densos vy ricos en cromatina (Fig. 25B). El conducto deferente se enrolla en si
mismo en una estructura en forma de “S” y queda rodeado por el tejido glandular
(Fig.25 B).

Macho en desarrollo.

El testiculo aumenta de tamafio por la produccion de espermatozoides Yy se inicia la
formacion de espermatdforos en la glandula espermatoférica. En los  tubulos
seminiferos es mayor la presencia de espermatozoides en proporcién con al resto

de las células inmaduras.

Testiculo

Fig. 26. Corte sagital del aparato reproductor completo de un macho de 8.3g de O.
maya mostrando todas las estructuras bien desarrolladas (10x)
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Machos maduros

En esta etapa la gonada esta ocupando el polo superior del cuerpo del pulpo
descansando sobre los rifiones, la proporcién de tejido conjuntivo que lo rodeaba
disminuye. El testiculo en desarrollo se nota es poco turgente, y los espermatoforos
llenan la bolsa de Needham, aqui se almacenan y maduran los espermatoéforos (Fig.
27).

Fig. 27. Corte sagital de saco de Needham en O. maya conteniendo espermatoéforos
de un macho de O. maya con 8.3g de peso Imagen (10x).

El saco de Needham presenta una funcion secretora por el tejido glandular que
presenta. El conducto deferente produce una secrecidén que se vierte en la luz, los
adenOmeros aumentan en numero y las células que los constituyen tienen
abundantes granulos acidofilos, la cantidad de secrecion aumenta y su acumulacion

es mayor en la porcién anterior (Fig.28 A).

Fig. 28 A. Corte sagital de la glandula accesoria de macho de O. maya con 8.3g de
peso (10x); 28 B (40x).
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9. Fase juvenil de hembras de O. maya

Con el fin de establecer si el tamafio de las células en el ovario de las hembras
juveniles de O. maya tienen las caracteristicas de células reproductivas, se realizo
una comparacion entre el los distintos tipos celulares agrupando a los organismos en
tres categorias: juveniles iniciales (1.6 a 20g), juveniles avanzados (20 a 679g) y
adultos silvestres (mayores de 140q) (Fig. 29).
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Fig. 29. Variacion en el tamafio celular de los ovocitos de hembras juveniles y adultos
de O. maya. Promedio + E.S. Letras diferentes indican diferencias significativas en los
tamafios celulares.

Como se puede observar para los tres grupos de animales los tipos celulares pre-
vitelogenicos 1y 2 son similares lo que indica que al inicio de este proceso el tamafio
de las células es independiente del peso del organismo, al menos para un intervalo
de entre 1.6g y 5009 de peso (Fig. 29, P > 0.05).

La diferenciacion del tamafio celular en los grupos de peso se hizo evidente cuando
se compararon las células en vitelogénesis (estadio 3). Las células en estadio 3 de
los dos grupos de juveniles resultaron ser similares entre si (P > 0.05) y diferentes de

las células de los pulpos adultos (P < 0.05; Fig. 29). Las células en estadio 3 en el
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grupo de pulpos adultos resultaron ser similares a los ovocitos primarios observados
en los dos grupos de juveniles (P > 0.05). El tamafio de los ovocitos (V) registrado en
el grupo de adultos resultdé ser estadisticamente mayor que el registrado en los
grupos de juveniles (P < 0.05).

Del total de células observadas en los ovarios de ambos grupos de juveniles el 91%
correspondio a células pre-vitelogénicas, el 6% a células vitelogénicas y solo el 3% a
ovocitos (Estadio 4) (Fig. 30).
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Fig. 30. proporcion del total de los tipos celulares en los ovarios de juveniles iniciales
y avanzados de O. maya.

Es interesante hacer notar que los ovarios de las hembras son capaces de producir
células en todos los estadios vitelogenicos, incluyendo la formacion de huevos (Fig.
30) Sin embargo posiblemente debido a la falta de espacio, los ovarios no se
desarrollan lo cual impide que estos animales se reproduzcan antes de que el animal

cuente con el espacio que permita el crecimiento del ovario.

Una distribucion, diferente de la normal, fue observada en el peso del ovario de las
hembras analizadas (Fig. 31). Como se puede apreciar, la mayor frecuencia fue
obtenida en las hembras cuyo peso del ovario se encontré en un intervalo de entre
0.03 y 0.04 g con un rango de peso de los ovarios de entre 0.01 y 0.4g (Fig. 31). Una
distribucion normal fue observada en la distribucion de frecuencias del diametro del

ovario (Fig. 31 A). Un rango de entre 1.6 a 7.6mm de diametro fue registrado con las



mayores frecuencias en las hembras con ovarios de entre 2.4 a 2.8mm y entre 3 y
3.2mm (Fig. 31 B).
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Fig. 31 A; 31 B. Distribucién de frecuencias del peso y diametro de los ovarios de las
hembras juveniles de O. maya. La linea roja indica la distribuciéon teérica normal y las
barras azules la distribucion de las frecuencias observadas.
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Fig. 32. Variacion del indice gonadosomatico (%) con el peso de las hembras
juveniles de O. maya.

Se observé una reduccion del IG en relacion con el peso corporal de las hembras,
con los valores mayores (IG = 1.8) en las hembras de entre 1.4y 2.7g (Fig. 32). Una
ecuacion potencial negativa fue ajustada a estos datos (Fig. 32). En contraste, una
curva exponencial positiva fue observada entre el IG y el peso de las hembras
silvestres con valores cercanos a cero en los animales menores de 400g y de entre
10 y 15 en las hembras mayores de 5009 (Fig. 33). Es interesante resaltar que en las

hembras silvestres un IG mayor de 5 fue registrado en un animal de 2509 (Fig. 33).
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Fig. 33. Variacién del indice gonadosomatico (%) con el peso de las hembras
silvestres adultas de O. maya.

Al colocar los valores de IG de los animales cultivados con el de las hembras
silvestres se construy0 una curva que describe el comportamiento del IG en un

intervalo de peso corporal de entre 1.6 y 1000g de peso (Fig. 34).
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Intervalo de peso de 1.6 a 1000g

Fig. 34. Relacion entre el indice gonadosomatico (IG; %) y el peso de las hembras de
O. maya considerando tanto animales cultivados como silvestres.. Los animales
cultivados corresponden con organismos de entre 1.2 y 140g de PC y las hembras
silvestres de entre 150 y 1000g de PC.

Como se puede apreciar, las hembras silvestres mayores de 250g mostraron valores
de IG mayores de 2, mientras que el IG de las hembras cultivadas en ningun caso fue
mayor de 2 (Fig. 34).

Fase juvenil de machos de O. maya.

y =0.1834x + 1.5121
R? = 0.4644

~
1

nITIBET TR E3 o

[N
1

Peso, g

Fig. 35. Relacién entre el diametro del testiculo y el peso de los machos juveniles de
O. maya.
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Se observo que el diametro del testiculo aumenta junto con el cambio de peso de los
machos en forma lineal dentro del intervalo de peso de entre 5 y 24g de peso. El
coeficiente de regresion relativamente bajo indica una amplia dispersion de los

diametros en torno al peso (Fig. 35).
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Fig. 36. Relacion entre el peso del testiculo y el peso total de los juveniles de O.
maya.

Asi mismo un aumento en el peso del testiculo fue observado en relacion al peso de
los pulpos en un intervalo de entre 5 y 22g de peso (Fig. 36). Una ecuacion
exponencial fue ajustada a esta relacion (Fig. 36). Al comparar los valores del peso
del testiculo de los animales cultivados con el de los machos silvestres se observo
gue el aumento del peso del testiculo, observado en los juveniles tempranos, alcanza

un valor maximo en la poblacién de O. maya de entre 0.8 y 1.4g (Fig. 37).
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Fig. 37. Relacion entre el peso del testiculo y el peso corporal de ejemplares
cultivados y silvestres de O. maya. Pt = peso del testiculo, Pc = Peso corporal, ambos
en gramos.
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Fig. 38. Variacion del Indicie gonadosomatico (IG, %) en juveniles machos de O.
maya.

El IG de los machos cultivados mostro un crecimiento lineal con el peso de los pulpos,
con valores menores a 0.5 en los pulpos de 5g y de 1.5g en los pulpos con 23g de
peso corporal (Fig. 38). El IG de machos silvestres mostré una reduccion con el peso

corporal, la cual se comporté siguiendo una curva de tipo exponencial negativa, con
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valores de 0,5 en pulpos de 200g y menores de 0.2 en machos de 1000g de peso
corporal (Fig. 39). Asi mismo una reduccion de la dispersion con el peso corporal fue
detectada con los valores mas dispersos de |G de los animales de entre 200 y 400g, y
los menos dispersos en el intervalo de entre 600 y 800g (Fig. 39).

Intervalo de epso de 190 a 1002g 00015
.z - . 0f — -0. X
Poblacién adulta Diciembre 2007 Febrero 2008 'G:% 20'37e
R2=0.48
0.6 -
0.5 .
*
0.4 - .
X
%) 0.3
0.2
0.1 4
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Peso, g

Fig. 39. Variacion del Indicie gonadosomatico (IG, %) en machos silvestres de O.
maya.

Al comprar los machos cultivados con los machos silvestres se observé que el IG de
ambos grupos crece de manera distinta dependiendo del peso de los organismos (Fig.
40).
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Fig. 40. Variacion del Indicie gonadosomaético (IG, %) en machos juveniles de cultivo
con continuacion de machos silvestres de O. maya.

Como se puede apreciar, en los animales cultivados el IG llegd alcanzar valores
mayores de 2.5 mientras que en los machos silvestres mayores de 150g el IG se

mantuvo entre 0.3 y 0.7, aun en animales mayores a 1000g de peso corporal (Fig.37).

Discusion

El presente estudio fue planteado con el objetivo de caracterizar el desarrollo del
aparato reproductor de Octopus maya y asi establecer los procesos de sintesis post
embrionaria y la forma en que en los juveniles se desarrollan hasta alcanzar el inicio

de la madurez sexual.

En estudios previos se ha establecido que para los cefalépodos en general, las
gonadas y los 6rganos sexuales accesorios se diferencian durante el desarrollo
embrionario. Esta condicion permite a los animales continuar con el crecimiento,
manteniendo el aparato reproductor en un estado de pausa. Una vez que la etapa
juvenil concluyd se presentan los caracteres sexuales secundarios, iniciandose asi la
etapa reproductiva (Boletzky 1983). En el caso de Octopus maya un proceso
diferente parece ocurrir. En estudios previos se reportdé que los recién eclosionados
nacen inmaduros fisica y fisiolégicamente, hecho que qued6é comprobado al

observar en los cortes realizados en los primeros dias de vida los pulpos aun se
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encuentran desarrollando el sistema digestivo y con reservas de vitelo mismas que
aprovechan para su mantenimiento al momento de nacer (Moguel et al., enviado). En
el presente estudio se observé que el proceso de maduracién post embrionaria
incluye la definicion del aparato reproductor sugiriendo que la inmadurez post
embrionaria es parte del proceso de madurez que los juveniles de O. maya llevan a
cabo, como una estrategia que les permite ocupar el habitat benténico en condiciones

propicias para el crecimiento posterior (Boletzky comunicacion personal).

Los resultados obtenidos ahora contrastan con los observados en otras especies de
cefalopodos. Montalenti y Vitagliano (1945) y Fioroni y Sundermann (1983)
observaron en embriones de S. officinalis, O. vulgaris, E. cirrosa y A. argo que el
desarrollo gonadal se completa durante esta etapa lo cual les permitié aseverar que el
desarrollo reproductivo en cefalpopodos durante la fase embrionaria es un proceso

generalizado (Boletzky, 1983).

Esos autores observaron que el tracto genital tiene un doble origen. El gonoducto
tiene origen mesodérmico en el cual se desarrollara el oviducto o el espermatoducto
y el ectodérmico del que se forma el complejo de Needham en los machos vy las
glandulas del oviducto en las hembras; esto se lleva acabo durante los ultimas
estadios post embrionarios. Las glandulas oviductales se originan en el ectodermo
gue aparece elongado durante la vida embrionaria muy parecido a lo observado en
S. officinalis (Lemaire 1972).

La gbnada del recién eclosionado esta formada de dos tipos celulares: las células
Ay las células B en donde, al parecer las células B originan el tejido endocrino el cual
produce las hormonas necesarias para la diferenciacion sexual (Lemaire, 1972).
Aunque no existen evidencias histoquimicas que hayan comprobado estas hipotesis,
la abundancia de mitocondrias han permitido relacionar la gran actividad metabdlica
con la produccién de hormonas. De hecho Lemaire (1972) reporté la diferenciacion
celular en tejido reproductivo embrionario aislado de S.officinalis, demostrando con
esto que las hormonas son producidas en el mismo tejido. El hecho de que las células
B degeneren dias antes de la eclosion después de una intensa actividad metabdlica
fue utilizado para fortalecer la idea de que estas son las células responsables de la

diferenciacion de las células A (Lemaire y Richard, 1975).
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En el caso de Octopus maya las observaciones realizadas ahora muestran que el
desarrollo del aparato reproductor sigue el mismo proceso, aunque en esta especie
los eventos de maduracién del aparato reproductor ocurren en los primeros dias de la
etapa post embrionaria, manteniendo la secuencia entre la aparicion de las células B,

su degeneracién y la diferenciacion de las células A en tejido reproductivo.

En los trabajos de Richard y Lemaire (1975) realizados en S. oficinalis la
organogénesis sexual se caracterizo por la precocidad con que se diferencian los
caracteres somaticos que tienen los genitales, mostrando asi que la determinacion
del sexo se lleva a cabo precozmente. En esta especie la gbnada esta compuesta
de células conjuntivas y protogonias las cuales formaran el ovario o el testiculo antes

de concluir la etapa embrionaria.

En contraste, en los cortes obtenidos de O.maya se observan los conductos sexuales
ya formados en los recién nacidos tal y como ocurre en sepia en el embrion aunque la
diferenciacion de las células para formar el ovario o el testiculo ocurre posteriormente.
En esta especie las hembras y los machos pueden diferenciarse a partir de la
observacion de la forma en que estan dispuestas las células conectivas y la
vascularizacion de estos tejidos. En hembras, la penetracion de las células
conectivas es menos abundante que en machos asi como también una menor
vascularizacion fue observada en hembras que en machos. Otra diferencia
interesante esta relacionada con el hecho de que las células del ovario se presentan
en un estado meidtico mientras que en el macho se mantienen en estado de
protogonias. Asi, los resultados obtenidos ahora demuestran que, ademés de la
inmadurez digestiva previamente reportada (Moguel et al., 2009), los juveniles de O.
maya recién nacidos también muestran un desarrollo incompleto del aparato

reproductor, hecho que contrasta con lo observado en otras especies de cefalépodos.

Trabajos previos han demostrado que los animales silvestres de O. maya alcanzan la
madurez sexual por debajo de los 270g para machos y 410g para hembras (Caamal
2005, Avila-Poveda et al., 2008). En el presente estudio, al comparar la condicion
reproductiva de la poblacion cultivada con la poblacion silvestre de O. maya se

observo que a partir de los 2509, el IG se eleva indicando que a partir de esa edad
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las hembras estarian capacitadas para iniciar la ovogénesis. Mientras que el
crecimiento somaético, también se presenta de forma continua, teniendo asi que el
ciclo de vida y reproductivo continlan incrementandose constantemente hasta
llegada la época de reproduccion que culmina con la vida del animal ( Avilay
Calva 2009), por lo que es de esperar que al analizar organismos con intervalos de
pesos menores, con estos organismos se pueda definir con mayor precision la talla
en la que los procesos de desarrollo reproductivo culminan con el inicio de la madurez
sexual. A partir de que presentan una diferenciacion sexual definitiva tanto el ovario
como el testiculo presentan una serie de cambios tanto en tamafio como en la
composicién celular de estos. La diferenciacion de los o6rganos femeninos se
caracteriza esencialmente por la velocidad de la transformaciébn de las
ovogonias en ovocitos de primer orden al mismo tiempo que se presenta una
migracion masiva de células conjuntivas que se van situando en la zona
central de la gonada. Esta migracion va a acompafada en su desarrollo de una
importante vascularizacion del ovario inmaduro al dia de la eclosién. Es
interesante hacer notar que la diferenciacion sexual en O. maya ocurre en animales
muy pequefios (de alrededor de 2g de peso) que tienen la capacidad de sintetizar
todos los tipos celulares caracteristicos de un ovario maduro. Al igual que en
organismos adultos, en estos animales el corion se encuentra envolviendo al
ovocito. Las células foliculares son las responsables de la elaboracion del vitelo el
cual va llenando el ovocito con inclusiones lipidicas durante la previtelogenesis y
la vitelogénesis. En los ejemplares de entre 1.6 y hasta 50g de peso, este proceso
se lleva a cabo todo el tiempo, produciendo sintesis celular y absorcion de vitelo

siguiendo un ritmo mientras el organismo crece.

Estas variaciones podrian estar asociadas con los ciclos constantes de desarrollo
del ovario durante el crecimiento de las hembras: los pulsos de produccién de células
en el ovario podrian indicar sintesis y reabsorcion de gametos. Es interesante hacer
notar que en los animales mayores de 26g el diametro del ovario tiende a aumentar
posiblemente ocupando el espacio disponible en animales mas grandes. El IG ha sido
utilizado como un indicador del estado de madurez de muchos animales incluidos los
pulpos. Estudios realizados en E. moschata y O. vulgaris han demostrado la utilidad
que tiene el IG para definir la talla de inicio de la reproduccion y las épocas del afio en

gue las hembras desovan (Otero et al.,, 2007; Krstulovic y Vrgoc, 2009). En el
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presente estudio el IG fue utilizado con el fin de establecer el comportamiento de esta
relacion con el peso corporal y asi también establecer cuando se termina la etapa

juvenil y comienza la etapa adulta en O. maya.

Una reduccion en el IG de las hembras se observo durante los primeros dias después
de la eclosién, sugiriendo que en la vida temprana de los pulpos la proporcién que
guarda el ovario con respecto al peso total es mayor que cuando los animales son
mas grandes. Esta reduccién mostré seguir una curva exponencial negativa, haciendo
evidente el crecimiento exponencial que tienen estos animales en sus primeros
meses de vida (André et al., 2009), justo cuando el ovario ya no cambia de tamafio
mientras los pulpos aumentan en talla. Es interesante hacer notar que el IG de las
hembras se mantuvo constante y bajo entre los 10 y los 140g lo que indica que las
hembras en ese intervalo de peso se encuentran en la etapa de crecimiento somatico
y que el ovario no crece. Usando el IG como criterio de madurez (Krstulovic yVrgoc,
2009), es posible proponer que la etapa juvenil de las hembras de O. maya concluye
una vez que se inicia el crecimiento del ovario como consecuencia del crecimiento de
los huevos. El criterio de madurez de una poblacion se basa en establecer cuando la
proporcion de 50% de la poblacion de hembras se encuentra madura. Para esto la
maduraciéon ha sido identificada cuando ha concluido la fase previtelogénica y
vitelogénica y ha comenzado la ovogénesis (Krstulovic y Vrgoc, 2009). Aunque en O.
maya no existe un criterio para establecer la magnitud del IG que debe de ser
considerado como indicador de inicio de la ovogénesis, los resultados obtenidos
ahora permiten proponer que valores mayores de 2 pueden ser considerados ya que
en esos animales se han observado siempre los huevos en formaciéon. Analizando
una muestra pequefia de la poblacion silvestre (N = 40) y utilizando la frecuencia
acumulada de hembras maduras, se observo que del total de hembras muestreadas

el 50% correspondié con animales con 4809 (Fig. 29).
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Fig. 29. Curva sigmoidal de la relacion entre el porcentaje de O. maya sexualmente
maduros (IG > 2) por clases de peso corporal para una muestra hembras cultivadas
(N = 35) y hembras silvestres (N = 40). La linea indica el intervalo de peso corporal
(400 a 5009) en el que se presentd el 50% de las hembras maduras

En los datos obtenidos para la relacion entre el desarrollo y la edad de los
reproductores en una poblacion silvestre de O. pallidus, se observo que el desarrollo
del aparato reproductor en hembras se da principalmente mediante un proceso
talla-dependiente y esta maduracion es alcanzada dentro de un amplio espectro de
edades. Por esta razén se ha pensado que la maduracién esta mas ligada a los
parametros que regulan el crecimiento, como la temperatura y probablemente
también la dieta (Leporati et al., 2008). Asi mismo se encontré que la madurez de
las hembras se presenta en pesos superiores a los del macho lo que, segun
Leporati et al., (2008), en hembras la madurez no esta relacionada con la edad sino
con el peso corporal (Leporati et al., 2008). Tomando en consideracion la amplia
dispersién de tallas, caracteristica de los pulpos es posible que, al igual que como fue
propuesto para O. pallidus, la madurez de las hembras de O. maya este mas
relacionada con el peso que con la edad. El crecimiento en peso en los cefalépodos
es una prioridad metabolica (Wells y Clark, 1996). Siendo organismos de ciclo de vida
corto, los pulpos han desarrollado un metabolismo muy activo el cual parece estar
disefiado con el fin de alcanzar el mayor peso posible en el menor tiempo, y asi dar
paso al evento reproductivo. Estudios realizados en O. vulgaris han demostrado que
la alimentacion es un factor determinante del éxito reproductivo ya que de éste

depende la cantidad y tipo de nutrientes que son utilizados para el desarrollo de los
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huevos (Rosa et al., 2004). También el tipo de alimento y la alimentacion juegan un
papel fundamental en el crecimiento (Houlihan et al., 1990; Inamura, 1990; Petza et
al., 2006; Otero et al., 2007). Tomando en consideracion que la poblacion silvestre
experimenta variaciones estacionales en la disponibilidad de alimento, es esperable
gue la tasa de crecimiento y por tanto el peso al momento de la reproduccion no
estén relacionados con la edad, sino con las caracteristicas ecoldgicas del entorno en
el cual los juveniles se alimentaron, tal y como fue observado por Leporati et al.,
(2008). En el presente estudio los juveniles de O. maya fueron alimentados con
fragmentos de cangrejo del género Callinectes spp el cual ha demostrado ser un
alimento apropiado para el crecimiento de O. maya. Aunque a la fecha adn no se
cuenta con un alimento alterno para la reproduccion de esta especie, es de esperar
gue con este alimento los juveniles cultivados puedan alcanzar la talla adecuada para
el crecimiento del ovario en condiciones fisiolégicamente apropiadas para la

produccion de los huevos.

En tanto lo que sucede con los machos, al igual que en otras especies de
cefaldpodos, el desarrollo de los espermatozoides en O. maya tiene lugar en los
testiculos los cuales estan compuestos por numerosos tubulos seminiferos que
convergen en conductos comunes Yy llevan los espermas maduros al exterior. Este
es un proceso continuo en el que se observan varias fases del desarrollo del
espermatozoide en los tubulos seminiferos durante ese tiempo (Ishiyama, 1999;
Ould, 2001). Hernandez-Garcia et al. (2002), encontr6 que los machos de
O.vulgaris son mas precoces que las hembras vy al adquirir la conducta de adulto
mas pronto que hembras éstos podrian ser mas vulnerables a la pesca. Debido a

gue se exponen a la captura al salir en busca de su alimento.

En el presente estudio el tercer brazo modificado de los machos se observo en
animales que se encontraban dentro del rango de peso de 5 a 20g indicando que la
madurez sexual puede ser alcanzada en O. maya en edades mas tempranas a las
reportadas anteriormente. Se observo que la aparicion de este caracter sexual
secundario coincide con la presencia de espermatéforos en la parte distal del saco
de Needham y con abundante presencia de espermatozoides en los tubulos
seminiferos. A lo largo de este estudio se observo que los machos de O. maya

presentan el brazo modificado alrededor de los 5g de peso. Otero et al. (2007)

57



establecio en Octopus vulgaris una escala de Maduracion para los machos en
donde se denomino estadio (Ill) o pre-maduracion a los organismos que tenian
presentes algunos espermatéforos en el saco de Needham, y estadio (IV) o maduro,
cuando los espermatéforos se encontraban plenamente desarrollados, y se ha
observado a lo largo de este estudio en los machos, la presencia de
espermatéforos en saco de Needham en animales con pesos cercanos a los 8g,
mas no se hallaron animales con los espermatéforos desarrollados por completo

como seria el caso de un animal completamente maduro.

El cambio del peso del diametro y peso del testiculo con la edad resulté ser diferente
a lo observado en las hembras. En los machos el testiculo crece con la edad hasta
alcanzar un maximo después del cual se estabiliza, sugiriendo que el tamafio del
testiculo alcanza su tamafio maximo tempranamente. Ese crecimiento sugiere que en
el caso de los machos el crecimiento del aparato reproductor es una prioridad ya que
los animales deben de ser capaces de reproducirse tempranamente. Este
comportamiento no es exclusivo de O. maya. Krstulovic y Vrgoc, (2009) observaron
gue el peso del complejo genital de los machos de E. moschata aumenta con el peso
corporal en una forma que parece estabilizarse en los animales mas grandes

sugiriendo un comportamiento similar al observado en O. maya.

En Octopus salutii (Quetglas et al., 2005), el indice gonadosoméatico aumenta segun
las etapas diferentes de la madurez en ambos sexos. Asi mismo, varios autores
coinciden que en los machos de varias especies de cefaldépodos, el indice
gonadosomatico aumentd segun las etapas diferentes de la madurez en ambos sexos,
como ocurre con Loligo gahi y los machos alcanzan la madurez sexual en tallas
inferiores a las hembras (Guerray Castro,1994) Observaciones similares se han
hecho en O.vulgaris (Hernandez-Garcia et al., 2002), (Otero et al., 2007) (Rodriguez-
Rua et al., 2005) O. bathypolypus sponsalis (Quetglas et al. 2000), y en O. pallidus
(Leporati et al., 2007). En machos adultos de O. maya cercanos a los 200g el IG
disminuye con el peso corporal y se mantiene dentro de un mismo rango hasta que
culmina su crecimiento somatico (Avila y Calva 2009). A diferencia de las hembras el
IG se reduce con el aumento de peso como un efecto inverso entre la estabilidad del
peso del testiculo y el aumento en el peso con el crecimiento. Una maduracién mas

temprana para los machos puede darle la oportunidad de aparearse en mas
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ocasiones que un macho que madura en un mayor tiempo Yy talla ( Leporati et al.,
2008).

Con los resultados obtenidos en Octopus maya se tiene que para los machos el
desarrollo y crecimiento de los 6rganos reproductivos se presenta de manera mas
temprana, constante y no esta limitada por la talla como ocurre con las hembras.
Una evidencia de esto es el incremento en peso del testiculo observado con el peso
corporal. En animales con pesos cercanos a los 6g los animales presentan
espermatozoides en los tubulos y espermatéforos en los sacos de Needham, lo que
indica que se trata de organismos en un estado reproductivo viable. No obstante esto,
es necesario considerar que las glandulas sexuales no se encuentran
completamente desarrolladas y maduras aunque cumplen con sus funciones
fisiolégicas por lo que la capacitacidbn espermética no serd completada hasta que
culminen con el desarrollo reproductivo por completo, el cual, muy probablemente

estara asociado con un peso corporal indicativo de una condicion fisiologica favorable.
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Conclusiones

En el presente estudio se reporta por primera vez el proceso de maduracion sexual
post embrionaria en una especie de pulpo, la cual ocurre durante los primeros 10 dias
después de la eclosiéon. Durante este tiempo ocurren cambios draméaticos en donde
los sexos se diferencian alcanzando en las primeras 2 semanas la definicion del
ovario con protogonias y ovogonias Yy los machos con espermatogonias. A las 5
semanas de edad los ovarios muestran ovocitos | y I, mientras que en animales con
tallas entre 6 y 15 g ya se aprecian ovarios con células en estadios vitelogénicos
LILII. Es notorio el hecho de que pulpos con 16g muestran células en ovogénesis.
Debido al tamafio pequefio de estos animales no se completa el desarrollo
reproductivo mostrando huevos atrésicos a la par de una nueva vitelogénesis. Esta
condicion indica que en los ovarios de las hembras jévenes existen ciclos
vitelogénicos los cuales son sostenidos hasta que las hembras alcanzan pesos
mayores de 60g, a partir de los cuales los animales desarrollan el ovario de manera
definitiva. El crecimiento del ovario es acompafiado por el crecimiento somatico ya
gue estos animales tienen un periodo de vida relativamente corto que al parecer

concluye con la reproduccién en el caso de las hembras.
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En los machos la relacion que existe entre el peso del testiculo y el peso corporal
indica que se presenta un crecimiento constante y equitativo entre el organismo y
su génada. Al hacer la comparacion con la poblacion silvestre se observo esa relacion
se vuelve estable en los animales de la poblacion adulta, sugiriendo que, una vez el
organismo maduro, el testiculo ya no presentan cambios notables aun durante la
vida reproductiva de los organismos. La informacion de madurez y edad es
integradora y es base para la adecuada administracion pesquera. Asi mismo es Uutil
desde el punto de vista acuicola ya que permite establecer la forma en que los
organismos podrian canalizar la energia del alimento en la produccion de biomasa o

de gametos.

El seguimiento de organismos cultivados a tallas reproductoras sera el paso a seguir
con el fin de establecer las condiciones para la produccion de reproductores para el
cultivo. Asi también, los estudios de la reproduccion de la poblacion silvestre
permitiran establecer si los desoves obtenidos en cautiverio se encuentran dentro del

intervalo de variacion de la especie.
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