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RESUMEN GENERAL

Una de las caracteristicas mas interesantes de los cefaldpodos es el crecimiento heterogéneo
(CH) entre individuos de edades similares, teniendo fuertes implicaciones ecoldgicas dado el
importante rol que este grupo juega en el ecosistema marino al ser simultdneamente
depredadores y presas. El tamafio inicial a su vez es altamente variable en los cefal6podos,
desconociendo el efecto de éste en la generacién de CH entre individuos mantenidos en
condiciones controladas (temperatura y alimentacién). En el siguiente estudio se utilizé al pulpo
Octopus maya como modelo biolégico para analizar la variabilidad intraespecifica durante la
fase exponencial de crecimiento (FEC) de dos poblaciones de juveniles hermanos. Para ello se
utilizaron diferentes abordajes mediante las siguientes herramientas: modelos de crecimiento
estimados con GLMM (Generalized Linear Mix Modeling) para estimar la influencia del peso
inicial (PI) en la tasa de crecimiento y cémo el peso incrementa en funcion del tiempo (Capitulo
2); mediante el despliegue diferencial (DD) para explorar la expresion de transcritos (ET)
asociados al tamario inicial y variabilidad en el tiempo (Capitulo 3); y por medio del balance de
energia (BE) para una mejor comprension de las demandas de energia durante la FEC. El efecto
del tamafio inicial fue analizado por medio de la categorizacion arbitraria de tres tamafios
iniciales (tratamientos) (“pequefios medianos y grandes™), definidos por el peso a los 15 dias de
edad (P35). Los animales fueron mantenidos individualizados para una mejor definicién de la
FCE desde la eclosion hasta los 105 dias de edad bajo condiciones de ambiente controlado. Los
resultados obtenidos con los modelos de crecimiento determinaron que: (i) no existe una
relacion entre el peso de eclosion y los dias de nacimiento; (ii) la tasa de crecimiento es
independiente del peso inicial, sin embargo éste condiciona el peso alcanzado en el tiempo; (iii)
el peso en funcién de la edad se ajusta a un modelo exponencial (P;=0,01Exp®%"%d),
definiéndose la forma en que la varianza del peso se incremente en funcién de la edad mediante
la incorporacion de una estructura de varianza (i ~ N (0, o° [ tiempo ;] ; & = 0.2042). La
aplicacion de la técnica de DD permitié determinar que las categorias de Pl no presentan una
ET, sino es la edad (15 y 70 dias) la que genera niveles de expresion (induccién, represion y
sobreexpresion) bajo estas condiciones experimentales. Trece secuencias fueron obtenidas de la
ET (inducidos y sobre inducidos) a los 15, 70 y 105 dias de edad. Estas presentaron una alta
homologacion con microsatélites de otras especies de octépodos, mensajeros y genes que
codifican para enzimas metabdlicas, promotores de crecimiento, proteinas musculares y enzimas
asociadas a respuestas de estrés en otras taxas. La aplicacién de algunas secuencias como
marcadores moleculares asociados al crecimiento de la especie es propuesta. A su vez el BE se
demostré que durante la FCE, el crecimiento (P) representa entre un 65% (15 dias) y un 90%
(105 dias) de la energia ingerida (1), la respiracion (R) entre un 13% y 5% a los 15y 105 dias

de edad respectivamente, y la excrecion de desechos nitrogenados entre 17% y 4% de | para



ambas edades. Durante la FEC los juveniles de O. maya que la asimilacion (As=R+P) esta en
funcion del peso corporal y la edad. La As varia significativamente en funcién de la edad y el
peso corporal (Pc), siendo mas variables a edades inferiores de 45 dias y a un Pc menor a 1 g.
La energia bruta de asimilacion (%EBA=%As/I) es condicionada también por la edad de los
juveniles: animales de 15 dias presentaron un %EBA de 79.58% + 8.76 y minimo y maximo de
57% y 89%, caracterizandose posterior a esta edad una %EBA superior a 95%. Los resultados
obtenidos en esta investigacion aportan importantes antecedentes sobre el papel del tamarfio
inicial en el crecimiento de juveniles de O. maya, contribuyendo con ello a una mejor

comprension del crecimiento durante las fases tempranas de cefalépodos.

Palabras clave: Octopus maya; fase exponencial de crecimiento; crecimiento heterogéneo;

GLMM; despliegue diferencial; marcadores moleculares; Balance de Energia.

10



ABSTRACT

Cephalopods growth is highly variable and influenced by biotic and abiotic factors. The individual
growth heterogeneity (IGH) can have ecological implications in cephalopods populations
considering its important ecological rol (like predator and prey) in marine ecosystems. Initial size
(IS) is highly variable on cephalopods and its influence can be considerable under controlled
conditions (temperature and feed). In this study the Yucatan octopus Octopus maya was used such a
biological model to analyze intraspecific variability during the exponential growth phase (EGP)
within of two juvenile siblings populations. Differents approaches and tools were used to get an
integral analysis: (i) Modelling by GLMM (Generalized Linear Modeling Mix) to estimate the
influence of initial weight (IW) on growth rate (GR) and to know how the individual weight and its
variability increase along time (Chapter 2); (ii) Exploring the genetic responses by differential
display (DD) assessing the effect IW and growth variability (GV) on mRNA populations (transcripts
expression, TE) (Chapter 3); and estimating the energy balance (EB) to understand the age and body
weight (BW) influence on physiological demands such growth and respiration during the EGP. The
effect of IW was analyzed, stablishing three size categories (treatments) (small, medium and large)
defined by wet weight at 15 days old (WWs). The juvenile were kept individually for a better
definition of the EGP from hatching to 105 days of age. The results of growth models determined
that: (i) there is no relationship between hatch weight and hatching days; (ii) the GR is independent
of IW but final weight (FW) is dependen of IW; (iii) the exponential model was adjusted at 105
days (FW = 0.01 Exp” %), defining how the weight variance increase along time by a structure of
variance incorporated within exponential growth model (i ~ N (0, o [age i] %, & = 0.2042). The DD
showed there were not differential bands (DB) between IW categories, meanwhile BD between ages
was found. Thirteen sequences were obtained at 15, 70 and 105 days old. They had a high homology
with microsatellites from other species of octopuses, messengers and genes encoding metabolic
enzymes, growth promoters, muscle proteins and enzymes associated with stress responses in other
taxa. The application of some sequences as molecular markers associated with growth of the species
has been proposed. The EB during the FCE showed: a high demand of the energy invested in
production of biomass (P) representing 65% (15 days) and 90% (105 days) of ingested energy (1);
the energy invested in respiratory metabolism (R) used between 13% (15 days) and 5% (105 days) of
(1) and the energy lost in nitrogen metabolism (U) 17% and 4% (1) at respectives ages. During the
EGP juveniles of Octopus maya are very efficient and the assimilation energy (As = R + P) was a
function of body weight (BW) and age. Asimilated gross efficience (% AGW =% As / I) was
conditioned by age and BW as well: earlies juveniles (15 days old) showed a high variability of
%AGW (79.58% + 8.76%) (Maximum: 57% and Minimun: 89%) comparated with advances ages
characterized with a constant %AGW (~95%). This study provides important background of the
effect of initial on IGH during early stages of O. maya.

Keywords: Octopus maya; exponential growth phase, individual growth heterogeneity;

GLMM models, Differential Display; molecular markers; Energy Balance.
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1.1 ANTECEDENTES

Los cefalépodos son moluscos marinos que aparecieron a partir del periodo Cambrico
Superior (Era Paleozoica) hace unos 570 a 500 millones de afios atras (Krdger, 2005).
Este grupo se distribuye en todos los océanos y en la mayoria de los mares, habitando
desde la superficie hasta los 7,000 metros de profundidad. Por su fisiologia y ciclos de
vida son depredadores oportunistas en diferentes ecosistemas, siendo sensibles a
cambios ambientales tanto naturales como antropogénicos. A su vez son presa de
grandes peces, mamiferos marinos y aves, ubicandose en un nivel intermedio de la
cadena trofica (Hanlon y Messenger, 1996). Este grupo presenta una alta abundancia
por tener puestas maltiples, varias micro cohortes anuales, zonas de puestas asociadas a
areas de alta productividad primaria y por la elevada fecundidad potencial (250.000 a 10

millones de huevos) (Rocha et al., 2001).

Las pesquerias de cefalopodos son importantes para la economia de varios paises. La
escala industrial de la actividad se inicia en los cincuenta (Lipinski et al., 1998),
aumentando de forma continua a partir de 1970 por considerarlos una fuente alternativa
de proteina por efecto de la sobreexplotacion de peces marinos teledsteos (Caddy y
Rodhouse, 1998). La constante demanda en el mercado mundial, principalmente en Asia
y Europa, ha generado una fuerte presion extractiva en algunas poblaciones silvestres de
pulpos, calamares y sepias, llegando algunas de ellas a niveles de sobreexplotacion
(Lipinski et al., 1998). Las estadisticas de la FAO (2005) indican que la explotacion en
este grupo durante las Ultimas décadas ha alcanzado los 3 a 4 millones de toneladas (t)
anuales. La pesqueria del pulpo ha aumentado en las Gltimas dos décadas en 100,000 t,
reportandose para el 2005 un total de 350,000 t (FAO, 2005).

Como respuesta a este escenario el cultivo de pulpo se plantea como una alternativa
sustentable de produccién. Sus ciclos de vida corto y adaptabilidad al cautiverio son
importantes caracteristicas bioldgicas que hacen de estos animales excelentes
candidatos para la acuicultura. Su interés en varios paises ha impulsado el desarrollo de
la tecnologia para la produccion intensiva de varias especies de importancia comercial:
especies como Octopus vulgaris en Espafia (Moxica et al., 2004, Iglesias et al., 2007),
Octopus mimus y Enteroctopus megalocyathus en Chile (Cortes et al., 1999; Pérez et

al., 2006) y Octopus maya en México (Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2007 y
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2008) han sido importantes para el proceso de diversificacion de la acuacultura local y
regional. Aln considerando las potencialidades del cultivo de pulpos, la produccion
intensiva de larvas, y por ende, juveniles, es un “cuello de botella”. Estas limitaciones
estan asociadas al desconocimiento de la biologia de los estados tempranos,

principalmente asociados a la nutricién (Moxica et al., 2004; Iglesias et al., 2007).

1.1.1 Caracteristicas y particularidades del crecimiento en cefal6podos

El crecimiento en este grupo es uno de los mas acelerados del reino animal, siendo
superior a muchos poiquilotermos y similar al alcanzado en mamiferos (Calow, 1987).
Sus altas tasas de crecimiento son producto de elevadas tasas metabdlicas (Portner y
Zielinski, 1998; Moltschaniwskyj, 2004), debido a que las proteinas son la principal
moneda energética en estos animales (Hanlon et al., 1991; Lee, 1994; Rosas et al.,
2007). En octopodos (pulpos) las proteinas son utilizadas en un alto porcentaje para el
crecimiento (cerca de un 90% en Octopus vulgaris, Houlihan et al., 1999). Estas son
incorporadas durante la alimentacion, generando elevadas tasas de ingestion como
respuesta a su alta demanda proteica (Houlihan et al., 1999). Los requerimientos de
aminoacidos, como es esperable, son también altos ya que de estos depende la
homeostasis (Lee, 1994).

Si bien el anélisis del crecimiento obtenido en cautiverio tiene sus limitaciones a la hora
de su extrapolacién en las poblaciones naturales de cefalopodos (Pecl vy
Moltschaniwskyj, 1999), la contribucion de estos estudios ha sido importante para
caracterizar el proceso al cerrar los ciclos de vidas de varias especies, sobretodo en
aquellos octopodos con ciclo holobentonica. Estas especies se caracterizan por la
incorporacion inmediata de un juvenil al bentos denominadas “juveniles” (Young y
Harman, 1989; Boletzky, 1997) y que se diferencian de aquellas especies con ciclo
merobentdnico que presentan una etapa plancténica (“paralarvas”) (Young y Harman,
1989) (por ejemplo: Octopus vulgaris, Villanueva y Norman, 2008). Especies
holobentonicas como O. diguetti (DeRusha et al., 1989), O. joubini (Forsythe, 1984),
O. ocellatus (Segawa y Namoto, 2002), O. bimaculoides (Forsythe y Hanlon, 1988), O.
pallidus (Leporati et al., 2007) y O. maya (Van Heukelem, 1976) han sido importantes
referentes para la comprension del crecimiento y las implicaciones de éste en los ciclos

de vida.
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La mayoria de los estudios de crecimiento en octépodos en laboratorio han identificado
dos fases de crecimiento (patrén bi-fasico): una fase inicial de acelerado crecimiento
(modelo exponencial), seguido de una fase méas lenta (modelo potencial) (Forsythe y
Van Heukelem, 1987; Semmens et al., 2004). La duracién de estas fases dependera de
factores abioticos y bidticos, presentando una plasticidad frente a variaciones de
temperatura (Semmens et al., 2004) y disponibilidad de alimento (Koueta y Boucaud-
Comou, 1999; André et al., 2008). Si bien en los analisis de crecimiento poblacional no
se ha observado la existencia de dicho patron de crecimiento, una reciente investigacion
basada en un modelo bioenergético ha podido explicar que ambas fases tambien

prodrian estar presentes en el crecimiento poblacional (André et al., 2009).

1.1.2 Fuentes de variacion a nivel intraespecifico

El crecimiento heterogéneo (CH) a nivel intraespecifico y la plasticidad ante variaciones
ambientales son una de las principales caracteristicas del proceso en estos animales
(Moltschaniwskyj, 2004; Pecl et al., 2004; Semmens et al., 2004; Leporati et al., 2007).
La temperatura es uno de los factores ambientales que gobierna el crecimiento,
generando una fuerte influencia en la generaciéon de CH entre individuos de una misma
cohorte o microcohorte durante las etapas tempranas (Pecl et al., 2004). Dicho efecto,
conocido como“efecto Forsythe” (Forsythe, 1993 y 2004), ha sido validado en algunas
especies (ejemplo: Sepioteuthis australis, Pecl et al., 2004; O. pallidus, Leporati et al.,
2007). La variacion del consumo de alimento también ha sido identificado como
responsable del CH (Koueta y Boucaud-Camou, 1999; André et al., 2008), al igual que
la maduracidn sexual y género (Semmens et al., 2004). La elevada variabilidad de tallas
en individuos pertenecientes a mismas cohortes y microcohortes puede influir en la
dinamica poblacional, la reproduccién y supervivencia larval, repecutiendo en la

abundancia a escala local (Leporati et al., 2007).

La hipdtesis que sustenta el “efecto Forsythe” indica que pequefias variaciones en la
temperatura ambiental durante la fase exponencial de crecimiento (en los primeros 2 a 4
meses) pueden generar marcadas diferencias en el crecimiento de individuos de una
misma edad (ejemplo: Octopus digueti, DeRusha et al., 1987), amplificAndose
considerablemente en funcion del tiempo (Forsythe, 1993 y 2004). El efecto se

intensifica por las trayectorias concavas-ascendente del crecimiento (no-asintotico)
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(Moltschaniwskyj, 2004). Sin embargo, parte de la variacion del crecimiento no puede
ser explicada cuando se analiza el crecimiento bajo temperatura y alimentacion estable,
siendo el tamafio inicial uno de los factores que podria estar condicionando el
crecimiento de estos animales (Leporati et al., 2007). Aun no se dispone de suficiente
informacién para indicar si el crecimiento de los pulpos es tamafio-dependiente durante
la fase exponencial de crecimiento, siendo de importancia al considerar que los tamarios
de eclosion de varias especies presentan elevados coeficientes de variacion.

El crecimiento de un individuo estd dado por cambios relativos del tamafio de los
organos, siendo generalmente expresados de forma conservativa durante su ontogénea:
el crecimiento relativo de érganos es generalmente alométrico en juveniles e isométrico
en la fase de crecimiento de adultos. Diferencias en el crecimiento alométrico como una
funcion de factores bidticos como el sexo, nutricién y temperatura permiten inferir la
forma en que los individuos localizan la energia hacia los 6rganos a lo largo de su ciclo
de vida (Moltschaniwskyj, 2004).

En niveles de organizacion biologica inferiores, la distribucion de tamafios y frecuencia
de fibras musculares y estimaciones de sintesis de proteinas permiten una mejor
comprension de las curvas de crecimiento, posibilitando a su vez un mejor
entendimiento de cdmo el proceso de cambio de crecimiento es una funcion del tamafio
y de la edad (Moltschaniwskyj, 2004; Farias et al., 2009). Cerca de un 90% de la
biomasa de un cefalopodos corresponde a musculatura, por lo que el estudio de la
dinamica muscular podria indicar la forma en que estos animales crecen (Semmens et
al., 2004).

La dindmica de fibras musculares en cefalopodos se caracteriza por dos procesos: la
hiperplasia (generacion de nuevas fibras musculares) y la hipertrofia (aumento del
tamafio de las fibras) (Moltschaniwskyj, 2004). A diferencia de peces teledsteos y otros
invertebrados, en donde la combinacién de ambos procesos ocurre s6lo en las etapas
juveniles y la hipertrofia define el crecimiento hasta alcanzar el tamafio maximo, las
fibras musculares de los cefalopodos pueden estar en hipertrofia y la hiperplasia
independiente del tamafio o de la edad (ejemplo: Sepia elliptica, Martinez y
Moltschaniwskyj, 1999) y el tamafio final no es limitado por el numero final de fibras

producidas (Moltschaniwskyj, 2004).
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Desde el punto de vista fisiologico, la inversion de energia asociada a ambos procesos
no es directamente proporcional a la ganancia de peso en un individuo: mientras que
durante la hiperplasia la creacion de nuevas fibras y estructuras estan asociadas a un
mayor gasto energético y a una baja ganancia de peso, la hipertréfia es mas eficiente en
términos de energia ya que el aumento de las fibras musculares puede ser alcanzada por
el incremento del fluido intracelular repercutiendo en una mayor ganancia de peso
(André et al., 2008).

La variacién del crecimiento en funcion del tiempo a nivel intraespecifico ha sido
denominado en peces como “growth depensation” (GD) (sensu Pfister y Stevens, 2002),
siendo ampliamente estudiado en diferentes especies de peces teledsteos (Umino et al.,
1997; Stefansson et al., 2000; Smith y Fuiman, 2003) y discutido en otras taxas por
Pfister y Stevens, 2002. La presencia de GD puede ser atribuida a la
desproporcionalidad en la adquisicién del alimento, diferencias genéticas, interaccion
social y diferencias sexuales, siendo en las etapas tempranas principalmente al inicio de
la alimentacion (Umino et al., 1997). Umino et al., (1997) demostraron efectos
genéticos en el crecimiento y habilidad competitiva de clones de Carassius langsdorfii

en funcidn del abastecimiento de alimento durante la fase larval.

La relacion entre los efectos géneticos y el CH es una verdadera “caja negra” en lo que
cefaldpodos se refiere. Antecedentes provenientes de poblaciones han determinado que
la variacién del crecimiento entre individuos de una misma poblacion tienen un fuerte
componente genético y no solo ambiental en cefalopodos en S. lessionana (Triantafillos
et al., 2004). La multiple paternidad reportada en cefalépodos (Shaw y Boyle, 1997;
Naud et al., 2004; Voight y Feldheim, 2009) ha sido considerada recientemente como
uno de los factores que deberia ser estudiado, dada su supuesta participacién en la
generacion de crecimiento heterogéneo entre individuos de una misma puesta (Leporati
et al., 2007; André et al., 2008). Lamentablemente en la actualidad no existen
marcadores moleculares asociados al crecimiento en cefalopodos, ni en lo particular en

O. maya.

Algunas preguntas en relacion al crecimiento y la variacion genética pueden ser
planteadas en condiciones controladas: ¢existe una expresion diferencial de genes

asociada a factores bioticos, como el caso del tamafio inicial, que condicionen un
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crecimiento particular entre individuos provenientes de una misma puesta (hermanos)?;
si ésta existiera, ¢ello nos indicaria que genéticamente los organismos estan destinados a
ser “peores 0 mejores” creciendo?; ¢cuanta de esta capacidad de crecimiento es
heredada de sus padres? Mas preguntas podrian ser planteadas, todas ellas denotando un
gran vacio en lo que los genes de crecimiento de cefalépodos se refieren. El estudio de
la variacion genética y de heredabilidad del crecimiento en aquellas especies de pulpos
se plantea como importante para el desarrollo de programas de mejoramiento genético
mediante “familias” (Iglesias et al., 2007), tal como ha sido desarrollado en el cultivo de
peces (Gjedrem, 2000; Gjerdea et al., 2004).

Antecedentes fiosioldgicos y energéticos permiten definir la curva de crecimiento
cambian tipicamente con el tamafio corporal (Pauly, 1998), generandose CH por
diferencias en estos términos. Un abordaje que aportaria informacion para la
comprension del CH a edad conocida seria la aplicacion de modelos bioenergéticos que
permitan conocer la forma en que los individuos administran la energia proveniente del
alimento para satisfacer las demandas fisiologicas asociadas al crecimiento y
metabolismo (Lucas, 1993; Wells y Clarke, 1996). El balance de energia durante las
fases tempranas de octopodos es practicamente nulo. Si bien se dispone de modelos
metabolicos, de excrecién de amonio y de ingestion de alimento en funcién del tamafio
en algunas especies (O. ocellatus, Segawa y Namoto, 2002; O. maya y E.
megalocyathus, Farias et al., 2009), no se han reportado antecedentes que permitan
caracterizar la forma en los individuos asimilan la energia durante su su ciclo de vida,
sobre todo si los requerimientos nutricionales cambian a lo largo de éste (Farias et al.,
2009).
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1.2 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

1) En condiciones de laboratorio, el crecimiento en octdpodos se caracteriza por
presentar dos fases: una fase exponencial, seguida de una fase potencial, en la cual, aun
cuando el crecimiento disminuye con la edad nunca llega a la fase asintética (Van
Heukelem y Forsythe, 1987). Asi mismo se sabe que la tasa de crecimiento es modulada
por varios factores entre los cuales se destacan la temperatura y la alimentacion
(Semmens et al., 2004). En relacion al efecto de la temperatura (“efecto Forsythe™),
pequefias diferencias durante las fases tempranas (embridnica y post-embridnicas)
pueden marcar fuertes diferencias, ain en animales de la misma edad. Considerando que
los estadios tempranos crecen bajo una funcion exponencial, pequefias diferencias entre
individuos durante esta etapa seran amplificadas através del ciclo de vida (Pecl et al.,
2004). Sin embargo, la temperatura y el alimento no explica toda la evidente variacion
en tallas para animales de la misma edad, registrandose un amplio rango de tamafios
después de un periodo de crecimiento en individuos mantenidos bajo indénticas
condiciones (Forsythe, 1993; Leporati et al., 2007). Pecl et al., (2004) demostraron
tedricamente que paralarvas mas grandes alcanzarian el doble de tamafio que paralarvas
mas pequefias, asumiendo que los individuos experimentaron condiciones ambientales

similares y bajo una misma tasa de crecimiento, independiente del tamafio inicial.

(@) Por otro lado, el crecimiento de un individuo estad dado por cambios relativos al
tamafio de los 6rganos, siendo generalmente expresados de forma conservativa durante
su ontogénea: el crecimiento relativo de 6rganos es generalmente alométrico en
juveniles e isométrico en la fase de crecimiento de adultos. Diferencias en el
crecimiento alométrico como una funcion de factores bidticos como el sexo, nutricion y
temperatura permiten inferir la forma en que los individuos canalizan la energia hacia
los 6rganos a lo largo de su ciclo de vida (Moltschaniwskyj, 2004). En términos de
energia, el peso corporal condiciona la forma en que un individuo invierte la energia del
alimento debido a que los requerimientos nutricionales cambian en funcién de la

biomasa corporal y la edad (Andrews et al., 1972; Farias et al., 2009).

Hipotesis (1): Tasa de crecimiento independiente del tamafio inicial y la edad
Juveniles tempranos de O. maya de origen (hermanos) y edad conocida, mantenidos

bajo condiciones ambientales relativamente iguales (temperatura y alimento), pueden
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crecer a la misma tasa independientemente del tamafio inicial. Dicho crecimiento, al
igual que otras especies de octopodos, tendrd una fase exponencial posterior a la
eclosion en la que la variacion del tamafio inicial sera amplificada en funcion de la edad.
Esta condicion seria respaldada a nivel génetico al no esperar una asociacion entre la
variabilidad del peso al inicio y durante el ciclo de vida y la expresion diferencial de

transcritos, siendo esta ultima un reflejo de la ontogénia.

Hipotesis (2): La forma en que los cefalépodos utilizan la energia fisiolégicamente util
(EFU) durante las fases tempranas de su ciclo de vida a lo largo de la fase exponencial
de crecimiento estaria dada por una condicion asociada a la biomasa corporal y la edad.
Si bien esta fase implicaria una amplificacion de diferencias en el tamafio inicial entre
individuos, la variabilidad asociada no reflejaria una condicion fisiologica diferencial
bajo condiciones estables de temperatura y alimentacion dado que esta diferencia no
esta asociada con la edad sino con una tasa de crecimiento influenciada por el tamafio al

nacer.
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1.3  OBJETIVOSY ESTRUCTURA DE LA TESIS

1.3.1 Obijetivo general

e Analizar la variabilidad intraespecifica durante la fase exponencial de
crecimiento de los juveniles de Octopus maya mediante modelos de crecimiento,

marcadores molecular y balance de energia.

1.3.2 Obijetivos especificos

e Determinar la influencia del tamafio inicial en el crecimiento exponencial y

modelar dicha fase usando modelos mixtos del tipo GLMM;

e Analizar la expresion diferencial de transcritos mediante la aplicacion de la

técnica de despliegue diferencial para el efecto del tamafio inicial y la edad,;

e Estimar el balance de energia y la eficiencia de asimilacién en funcion de peso y

edad durante la fase exponencial de crecimiento.

1.3.3 Capitulos
La siguiente investigacion fue estructurada en tres capitulos principales asociados
respectivamente a los objetivos especificos. A continuacion se presenta una breve

descripcion de cada uno de estos:

Capitulo 2: En este capitulo se utilizaron juveniles tempranos de Octopus maya de
origen conocido (hermanos) como caso de estudio para la modelacion del crecimiento
durante la fase temprana de la especie; esta investigacion fue dirigida por las siguientes
preguntas: c;es el crecimiento independiente del tamafio inicial en individuos
mantenidos bajo condiciones similares (temperatura y alimentacion controlada)?; ¢es el
crecimiento durante la fase temprana de Octopus maya un modelo exponencial al igual
que otros octopodos? Ambas interrogantes fueron respondidas independientemente
utilizando modelos mixtos del tipo GLMM (Generalized Linear Mixed Models),
asegurando con ello los requisitos de la regresion lineal y la obtenicion de parametros de
crecimiento fidendignos (tasa de crecimiento). La variacion del peso en funcion de la

edad fue modelada aportando nuevos antecedentes en la especie y en cefalépodos.

21



Capitulo 3: En este capitulo se presentan los primeros avances en la exploracion de
genes asociados al crecimiento en O. maya. Marcadores moleculares asociados al
crecimiento fueron propuestos al analizar la expresion diferencial de transcritos
mediante la técnica de Despliegue Diferencial. Dos analisis fueron realizados: (i) el
efecto del tamafio inicial y edad en la expresién de bandas diferenciales; y (ii) el efecto
de la variabilidad del peso en individuos de la misma edad y mismo peso inicial en la
expresion de transcritos. La homologacion con mensajeros y genes que codifican a
proteinas asociadas al metabolismo, promotores de crecimiento, crecimiento muscular y
respuestas frente a condiciones de estrés fueron obtenidas, incorporando nuevos
elementos en la comprension del crecimiento desde el punto de vista genético y
aportando en el transcriptoma de la especie, siendo este Gltimo importante para
direccionar nuevas interrogante en esta tematica y en multiples areas de la biologia de

0. maya.

Capitulo 4: Este capitulo fue dirigido para analizar si los cefalopodos durante la fase
exponencial de crecimiento estan condicionados por el tamafio inicial en términos de la
EFU. Dos preguntas principales fueron planteadas: ¢es posible que la variacion del peso
condicione desde el inicio la EFU, generando con ello un crecimiento heterogéneo?;
¢cuando  las  demandas fisiologicas asociadas a un individuo creciendo
exponencialmente son excedidas al ser abastecimiento de energia de alimentacion una
funcion potencial de su peso corporal? Ambas preguntas fueron respondidas estimando
los componentes del balance de energia (crecimiento y respiracion principalmente)
utilizando para ello los modelos fisioldgicos establecidos previamente para la especie
(Farias et al., 2009). Este es el primer estudio de bioenergética para juveniles de O.
maya y nuevos antecedentes sobre la fisiologia de los cefalépodos durante las etapas

tempranas del ciclo de vida de cefalépodos ha sido planteada.

La presente investigacion plantea el uso de Octopus maya como modelo bioldgico para
una mejor comprension del crecimiento exponencial en octdpodos y para analizar el
efecto de factores bidticos como el tamafio inicial en la generacion de crecimiento
heterogéneo en individuos de edades simialres. La contribucion cientifica de este
estudio justamente estd dado por como éste ha sido planteado y desarrollado,

entendiéndose el crecimiento como un conjunto de procesos en diferentes niveles de
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organizacion biologica (biomasa corporal, organos y genes). De esta forma, la
caracterizacién mediante la aplicacion de diversas técnicas como las aqui empleadas
hacen de estos resultados una base importante para futuras investigaciones en la especie
y un referente a nivel de cefalépodos. Los resultados reportados en este estudio podran
ser Utiles para futuros estudios orientados la busqueda de los origenes del crecimiento
heterogéneo y plasticidad, sobretodo en su relacion con las variaciones ambientales;
sobretodo en la actual tendencia de utilizar a los cefalépodos como modelos para
diagnosticar posibles alteraciones en el ecosistema marino por efecto del cambio
climéatico. La identificacion de marcadores moleculares permitird direccionar nuevas
lineas asociadas al proceso de domesticacion de O. maya, siendo la seleccion sexual y la
heredabilidad interesantes aspectos que contribuirdn a optimizar el cultivo. En este
mismo sentido, la aplicacion puede ser mas plausible, complementandose con los
importantes avances en esta area desde diversos puntos de vista. Futuras investigaciones
sobre el disefio de alimentos promotores del crecimiento, al igual que la condicion
metabolica bajo diferentes condiciones ambientales (temperatura y oxigeno, por
ejemplo) son factibles al conocer las demandas energéticas durante la fase de mayor

incremento de biomasa en funcion del tiempo.
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1.4 JUSTIFICACION DE LAESPECIE

El pulpo Octopus maya, o pulpo de Yucatan, es una especie endémica de la Peninsula
de Yucatan (Moss y Solis, 1966), que se distribuye desde Cuidad del Carmen
(Campeche) hasta Isla Mujeres (Solis, 1967; Solis-Ramirez, 1994, 1997). La especie se
caracteriza por presentar un fecundidad relativamente baja (1,000- 2,000), compensada
con huevos de gran tamafio que generan individuos bentonicos posterior a la eclosion
(ciclo holobentdnico) de un peso aporximado de 0.1 gramos (Van Heukelem, 1976; Van
Heukelem, 1983). En condiciones de cultivo su esperanza de vida es inferior a los 12
meses, finalizando su ciclo biolégico con la muerte posterior al desove en hembras

(semelparia) (Van Heukelem, 1983).

La extraccion pesquera de esta especie varian entre 9,000 y 16,000 ton en la plataforma
continental del norte de la Peninsula de Yucatan; estimandose una densidad de 1,482
individuos/km? y una biomasa de 23,943 ton (SAGARPA, 2005). La demanda
internacional y su alto valor en los mercados han establecido a esta especie como uno de
los recursos pesqueros mas importantes en México, ubicandose en el tercer lugar
después del camardn y el atin (Herndndez-Flores et al., 2001). Este escenario
econdmico, junto con la desaparicion de fuentes laborales asociada a cultivos marinos
(camaroneras, por ejemplo), ha generado un aumento en la flota pesquera que explota el

recurso.

El cultivo de O. maya se inicia en México a comienzos de la década de los 60 en el
Instituto Nacional de Pesca, proponiéndose las primeras condiciones de cultivo en el
pais. En Estados Unidos estudios cientificos orientados a la investigacion biomédica,
principalmente en Hawai (Van Heukelem, 1977) y en Texas (Galveston), permitieron
establecer las principales bases bioldgicas para el mantenimiento de la especie al cerrar
su ciclo biologico por varias generaciones (Hanlon y Forsythe, 1985). El elevado
crecimiento de esta especie en condiciones de ambiente controlado, con una tasa
promedio del 4.1 %peso/dia a 25 °C (Hanlon y Forsythe, 1985), junto la alta conversion
alimenticia del orden del 60 %, expresan su alta capacidad de adaptacion a este medio
(Boletzky & Hanlon, 1983) y su aceptacion a alimento fresco y artificial (Dominguez et
al., 2007; Rosas et al., 2007). Esto ha permitido alcanzar pesos finales arriba de 1 Kg en

4 meses y sobre 3 kilos en 9 meses (Hanlon y Forsythe, 1985).
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CAPITULO 2

MODELANDO EL

CRECIMIENTDE JUVENILES

(HERMANOS) DE

Octopus maya USANDO GLMM:

¢ES EL CRECIMIENTO DEPENDIENTE DEL TAMANO INICIAL?

...cada vez més de cerca y entonces jugamos al ciclope,
nos miramos cada vez mas de cercay
nuestros ojos se agrandan....

Rayuela, Capitulo 7

Julio Cortazar
(1914 - 1984)
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RESUMEN

Se analizo el efecto del tamafio inicial durante la fase exponencial de crecimiento de dos
poblaciones (hermanos) de juveniles de Octopus maya mantenidos bajo condiciones de
ambiente controlado (temperatura y alimento). Los juveniles fueron individualizados
desde su nacimiento, siendo seleccionados en funcion del peso a los 15 dias de edad
(P1s) para establecer tres categorias de tamafio inicial: pequefios, medianos y grandes.
Se evaluo la influencia del dia de eclosion sobre el peso de eclosion de una de las
poblaciones. Para ambas se realizaron modelos lineales (P15 vs Peso a los 75 dias de
edad, P7s) para la comparacion entre las categorias, siendo posteriormente modelado el
peso en funcidn del tiempo. Se utilizaron los modelos mixtos GLMM (Generalized
Linear Mixed Models) como herramienta para asegurar los requisitos de la regresion
lineal y la incorporacion de la variacion del peso en funcion del tiempo. Los animales
eclosionaron en un periodo de 8 dias, sin existir influencia de estos en el peso de
eclosion (F = 1.927; p = 0.108). Los modelos lineales determinaron que no existe un
efecto de las categorias de tamafios en el crecimiento (misma tasa de crecimiento),
siendo el peso final dependiente del peso inicial. Se model6 el crecimiento exponencial
hasta los 105 dias de edad (Peso final: 0.11*Exp®%™%) integrandose la variacion del
peso en el tiempo al andlisis mediante la aplicacion de una estructura de varianza (si ~
N (0, o* [tiempo ] ®); & = 0.2042) (AIC = 251.4).
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l. INTRODUCCION

Comparado con otros procesos bioldgicos, la comprension del crecimiento en los
cefaldpodos ha sido uno los principales intereses en la investigacion durante las Gltimas
décadas. Su relevancia se origina por el papel central que juegan estos organismos en el
ecosistema marino, siendo a la vez depredadores y presas importantes de muchas otras
especies (Hanlon y Messenger, 1996; Jackson, 2004), asi como por su implicacion para
poner en practica un manejo sustentable de sus pesquerias (Leporati et al., 2007). Estos
estudios han sido desarrollados mediante métodos indirectos y directos (Semmens et al.,
2004), y los resultados generados muestran que los cefalépodos presentan
caracteristicas de crecimiento muy particulares: (i) son, entre los metazoos, los
invertebrados con mayor crecimiento, similar a lo reportado en homeotérmos
(mamiferos) y superior al de los peces (Calow, 1987); (ii) presentan un crecimiento no-
asintotico (Moltschaniwskyj, 2004); (iii) su crecimiento tienen una elevada plasticidad
al estar fuertemente gobernado por factores abidticos y bidticos, principalmente como la
temperatura (Forysthe y Van Heukelem, 1987; Forsythe, 1993; Pecl et al., 2004)|, la
cantidad y calidad del alimento (André et al., 2008; Koueta y Boucaud-Camou, 1999), y
la maduracion sexual (Semmens et al., 2004); (iv) el crecimiento esta representado por
un patron bifésico, con una fase exponencial de acelerado crecimiento, seguido de una
de forma potencial con una progresiva disminucion del crecimiento (Forysthe y
VanHeukelem, 1987; Semmens et al., 2004); y (v) el crecimiento presenta una elevada

variabilidad intraespecifica (Pecl et al., 2004; Leporati et al., 2007).

La presencia de un crecimiento heterogéneo a nivel individual (CH) en cefal6podos,
derivado de la ausencia en una relacion entre la edad y el tamafio, ha sido bien
documentado a nivel de cohortes y microcohortes (Cortez et al., 1999; Markaida et al.,
2004; Jackson et al., 2007; Leporati et al., 2008) y en poblaciones de origen conocido
(cultivo) (Leporati et al, 2007). EI CHI tiene implicaciones considarables en la dindmica
de las poblaciones, la estructura de edad y talla, reproduccion, supervivencia larval y
abundancia a escala local (Leporati et al., 2007). Varias investigaciones han demostrado
el efecto de la temperatura en la generacion de CH entre cohortes, siendo pequefias
variaciones en el periodo de eclosion las que determinarian marcadas diferencias en el
“historial de crecimiento” a nivel intraespecifico (“efecto Forsythe” Pecl et al., 2004).

Bajo condiciones de ambiente controlado (temperatura y alimentacion), la elevada
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variabilidad de tamafios para una edad particular ha sido asociado al tamafio inicial
(Forsythe, 1993; Leporati et al., 2007), siendo éste altamente variable a nivel intra e
interespecifico. Elevados coeficientes de variacion del peso inicial han sido observados

en algunas especies de octépodos (Tabla 1).

Tabla 1: Coeficientes de variacion (CV) del tamafio inicial de algunas especies de cefalopodos

bentonicos.

Especie Peso (g) + DE (n) CV (%) Referencia
O. digueti 0.040 +0.010 (21) 25 DeRusha et al., 1987
O. pallidus 0.274 + 0.010 (32) 3.65 Leporati et al., 2007
O. vulgaris 0.138 + 0.011 (30) 7.97 Villanueva,1995
E. megalocyathus 0.110 £ 0.017 (18) 15.45 Ortiz et al., 2006
O. joubini 0.035 + 0.006 (20) 17.14 Forsythe, 1984
O. bimaculoides 0.150 + 0.040 (20) 26.67 Forsythe y Hanlon, 1988
0. maya 0.110 + 0.020 (11) 16.51 VanHeukelem, 1976
O. ocellatus 0.132 + 0.030 (10) 22.72 Segawa y Namoto, 2002

Aunque se sabe que en peces marinos, pequefias diferencias de tamafo en las etapas
tempranas son amplificadas y acumuladas a lo largo del ciclo de vida (Vigliola y
Meekan, 2002), no es posible saber, con la informacion disponible hasta ahora, si la tasa
de crecimiento en cefalépodos es tamafio-dependiente en relacion al tamafio inicial. Las
primeras exploraciones fueron realizado por Pecl et al., (2004) al simular del
crecimiento de paralarvas de Sepioteuthis australis, utilizando como supuesto “una
misma tasa de crecimiento mensual (% peso/dia)”, que aumentada en un 1% en los
meses de mayor temperatura. Los autores sefialaron la importancia de la validacion
empirica del supuesto, recomendando la individualizacion de los animales desde su
eclosion. Siguiendo dichas recomendaciones, Leporati et al., (2007) reportaron en
juveniles hermanos de O. pallidus una relacion directa entre el peso inicial y el peso
final, siendo superior el crecimiento en aquellos juveniles mas grandes en comparacion
a los mas pequefios. Sin embargo, las comparariones sobre la tasa de crecimiento en

funcidn del tamafio inicial no fueron realizadas y el supuesto no fue corroborado.

Atendiendo a esto Gltimo, se hace necesario contemplar dentro del disefio experimental
la variacion asociada al tamafio inicial de los individuos, para conocer su contribucion

al incremento en la heterogeneidad observada a lo largo del tiempo, tal como ha sido
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sugerido para el andlisis del crecimiento en peces (Gardeur et al., 2001). Una
herramienta que podria complementar este tipo de sugerencias experimentales son los
modelos mixtos, los cuales permiten modelar la gran variabilidad existente en el tamafio
entre individuos de una misma poblacion a lo largo del tiempo. Al incorporar en el
modelo componentes que modifican la estructura de la varianza (residuales), los
modelos mixtos permiten obtener estimadores mas confiables de los coeficientes que
determinan el incremento en tamafo corporal a lo largo del tiempo. Dentro de la familia
de modelos mixtos estan los GLMM (Generalized Linear Mix Models), los cuales
pueden ser aplicados en datos no normales y en los que efectos aleatorios son presentes
(Bolker et al., 2008; Zuur et al., 2009).

Octopus maya es una especie endémica de la Peninsula de Yucatan (Solis, 1967), con
gran interés para su cultivo durante las ultimas décadas (Van Heukelem, 1977; Hanlon y
Forsythe, 1985; Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2007). Esta especie es un
interesante modelo bioldgico para generar hipétesis en relaciéon al CH entre individuos
hermanos. Atendiendo a la problematica planteada, la siguiente investigacion tuvo como
objetivos: (i) determinar la relacion entre el dia y el peso de eclosion, (ii) evaluar el
supuesto planteado por Pecl et al., (2004), poniendo a prueba la hipétesis de que las
tasas de crecimiento son independientes del peso inicial bajo condiciones de ambiente
(temperatura y alimentacion) controlado; (iii) modelar el crecimiento exponencial
durante la etapa temprana en juveniles, analizando como la variabilidad de los pesos

iniciales se amplifican en funcion del tiempo.

Con esto en mente, los datos obtenidos durante el experimento se utilizaron para realizar
dos tipos de analisis. El primero para determinar si individuos de diferente categoria de
peso inicial presentan tasas de crecimiento diferentes, y el segundo para modelar el

incremento en peso en funcion del tiempo.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1  Origen de los organismos

Los juveniles de O. maya utilizados en esta investigacion fueron obtenidos en el
Laboratorio de Produccion Experimental de Pulpo de la Universidad Nacional
Auténoma de Mexico, ubicado en Sisal (Yucatan, Mexico), mediante el
acondicionamiento reproductivo de hembras silvestres. Se analizé el crecimiento de dos
poblaciones de juveniles: Poblacion 1 (eclosionada en febrero 2008) y Poblacion 2
(eclosionada en julio 2008), siendo consideradas como experimentos independientes.
Las hembras fueron capturadas en la zona costera adyacente a la poblacién de Sisal,

utilizando el arte de pesca artesanal Ilamado “jimba”.

2.2  Disefio experimentales

2.2.1 Experimento 1 (E1)

Los juveniles utilizados en E1 provinieron de huevos incubados artificialmente a 28 °C
(ver Figura 1b). Iniciada la eclosion de los primeros juveniles la puesta fue traslada
cuidadosamente a un estanque de eclosion (20 litros) (28° + 1°C). La eclosion se llevo a
cabo durante cinco dias bajo estas condiciones, distribuyéndose en funcion del dia de
nacimiento en estanques de 500 litros conectados a un sistema de recirculacion. Los
juveniles fueron mantenidos durante dos semanas con pasta de jaiba (95% carne de la
jaiba Callinectes sapidus y 5% de grenetina) y adultos vivos de Artemia salina (Rosas
et al., 2008), siendo ambos tipos de alimento ofrecidos a saciedad. Se utilizaron conchas
del gasteropodos Megalongena corona bispinosa como refugio, en una proporcién de 3
refugios por individuo. A los 15 dias de edad se seleccionaron 84 individuos de los
estanques, siendo pesados individualmente (+0.01 g) y considerandose éste peso (Pis)
como el inicial para la evaluacion del crecimiento. El criterio para utilizar P;s como
inicial fue tomando en cuenta que esta especie, al igual otros cefalépodos, tiene un
crecimiento no-neto durante los primeros 10 dias de vida (Vidal et al., 2002; Moguel et
al., 2009).

A partir del P35 se establecieron tres categorias arbitrarias de tamafio inicial: (i)
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“pequefios” (P), P15 < 0.14g (n=28); (ii) “medianos” (M), 0.16g > P15 < 0.19g (n=28);
(iii) “grandes” (G), 0.21g > P;s (n=28). Los juveniles posteriormente fueron
individualizados en dispositivos de 300 ml (ver Figura 1d)con flujo constante de agua
de mar proveniente de un sistema de recirculacion (tratada con filtro UV, ozonificador y
fraccionador de espuma), siendo la temperatura mantenida a 27+ 1°C con un
calefactor/enfriador y el fotoperiodo controlado a 12 horas luz — 12 horas oscuridad.
Cada animal fue alimentado dos veces por dia con la pasta de jaiba a saciedad. El
periodo de experimentacion fue de 75 dias, durante los cuales se evalud la supervivencia
individual durante la alimentacion. Se registr6 el peso de los individuos que

sobrevivieron a los 75 dias edad (P7s).

(@) (b)

(©) (d)

Figura 1: Areas del Cultivo Experimental de Octopus maya de la UNAM (UMDI-Sisal). (a) Sala de maduracion de
hembras; (b) incubadores artificiales; (c) sala de pre-engorda y (d) dispositivos de 300 ml utilizados para el
seguimiento del crecimiento individualizado.

2.2.2 Experimento 2 (E2)

En este experimento se dispuso de juveniles que eclosionaron dentro del sistema de
incubacion descrito con el fin de evitar cambios bruscos de temperatura al momento de
la eclosion, evitando con ello la eclosién prematura reportada en otras especies

(Villanueva y Norman, 2008). La temperatura de eclosién (28°C) resultd ser la misma
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que los embriones experimentaron durante el periodo de incubacion. Se obtuvo un total
de 197 juveniles durante un periodo de eclosion de 8 dias. Veinticuatro horas después de
la eclosion del primer grupo de juveniles se controld el peso de todos los recién
eclosionados (peso al dia 1, P;; + 0.01g), siendo inmediatamente individualizados en
los dispositivo descritos en el experimentos anterior. Los animales fueron mantenidos
hasta los 15 dias con alimento vivo (sub-adultos y adultos de Artemia) y trozos de jaiba
(Callinectes sapidus), ambos ofrecidos a saciedad. A esta edad los animales fueron
nuevamente pesados individualmente (+ 0.01g) con el fin de establecer los tratamientos
bajo las mismas categorias de tamafios del E1. Los pesos de las categorias para este
experimento fueron las siguiente: (i) P, P15 < 0.10 g (n=30); (ii) M, 0.11g > P15< 0.12g
(n=45); (iii) G, P1si>0.13g (n=30). Se evalud el crecimiento a los 15, 45, 75y 105 dias
de edad a una temperatura de 27° (+ 1°C). La mortalidad fue cuantificada diariamente
durante los periodos de alimentacion para el analisis de supervivencia de cada

tratamiento.

2.3 Evaluacion del peso de eclosion

Con la finalidad de evaluar el efecto del dia de la eclosion en el peso de individuos a las
24 h de haber eclosionado (P;) se aplic6 un ANOVA a los valores de P; de E2,
utilizando el dia de eclosién (del 1°° al 8° dia) como niveles del factor categérico en el
modelo. Para asegurar que se cumpliera con los requisitos del ANOVA (homogeneidad
de varianzas, y distribucion normal) se utilizaron técnicas de regresion y analisis de
residuales.

2.4 Analisis de crecimiento

Para analizar el crecimiento individual, cominmente se usan métodos de ajuste de
regresion del peso (variable dependiente o de respuesta) contra tiempo (variable
independiente o explicativa). Las dificultades con estos métodos es que la relacion
raramente es lineal, y si lo es, es s6lo para periodos de tiempo cortos y muy especificos;
Yy, que las mediciones de los individuos no son independientes en el tiempo, requisito
indispensable de cualquier ajuste de regresion (Zar, 1999; Zuur et al; 2007). Otro
abordaje metodoldgico es usar una regresion del peso de cada individuo en un tiempo
posterior (conocido y fijo) contra su peso en un tiempo anterior. Este método asegura
que la funcion X-Y sea lineal, y los datos, siempre que estén identificados

individualmente, y sean independientes. La ecuacién de esa recta describe entonces, un
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tipo de crecimiento relativo, cuya pendiente representa la proporcionalidad que guarda
la diferencia entre dos individuos en un tiempo posterior (2) con respecto a la diferencia
entre esos mismos individuos en un tiempo anterior (1). Si la pendiente de la recta es
mayor (0 menor) que 1, significa que la diferencia en peso entre individuos se
incrementa (o disminuye) conforme pasa el tiempo, y su valor representa la magnitud
por la cual dicha diferencia se incrementa (o disminuye) para ese periodo de tiempo en
particular. Si la pendiente es igual a 1, significa que la diferencia en peso entre
individuos se mantiene similar durante ese periodo de tiempo. Es importante hacer notar
que ésta pendiente no es una tasa de crecimiento (definida como incremento en peso por
unidad de tiempo), y no puede, por tanto, ser interpretada como tal. Por su parte, el
intercepto de la recta representa el peso final que adquiere el individuo méas pequefio del

juego de datos.

En este contexto, la comparacion de pendientes de diferentes rectas brinda informacion
sobre la magnitud en que la diferencia en peso entre individuos cambia transcurrido el
tiempo experimental dependiendo de la recta a la que pertenecen. La comparacion de
los interceptos brinda informacion sobre la tasa de crecimiento de los individuos
pertenecientes a cada recta, porque interceptos diferentes indicarian que dos individuos
con valores similares de peso inicial pueden adquirir pesos finales diferentes. Dado que
el tiempo transcurrido es fijo para todos los individuos, dicha diferencia necesariamente
implica tasas de crecimiento distintas. Mientras que esta manera de analizar el
crecimiento permite corroborar indirectamente si individuos de distintas categorias
(diferentes rectas) en una poblacion presentan tasas de crecimiento diferentes, no
permite hacer estimativas de los pardmetros de la ecuacion de crecimiento, la tasa de
crecimiento (incremento en peso por unidad de tiempo) y el intercepto (el peso minimo

tedrico).

Con esto en mente, los datos obtenidos durante ambos experimentos se utilizaron para
realizar dos tipos de analisis (Figura 2). Uno primero para determinar si individuos de
diferente categoria de peso inicial presentan tasas de crecimiento diferentes, y uno
segundo para modelar el incremento en peso en funcién del tiempo. El primer analisis
utilizé los datos del E1 y E2 por separado, y ajustd dos modelos a la relacion lineal
entre Pss y Pis de cada individuo. El segundo utiliz6 Unicamente los datos del E2, y

ajusté un modelo a la relacion exponencial del peso de todos los individuos en funcién
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del tiempo (edad), para este caso hasta los 105 dias.

Segundo andlisis: relacion exponencial del peso en funcién del tiempo

A —

—_ —
Pe Pi

I I I |

I I I I
1d 15d \ _J 75d 105d

Y

Primer analisis: relacién lineal entre pesos final e inicial de tratamientos

Figura 2: Diagrama representativo del anlisis del crecimiento en funcién de los dias (d) de la fase exponencial de
crecimiento de Octopus maya: (i) El primer correspondié a modelos lineales (E1 y E2) derivados de la relacion entre
el peso inicial (Pi = Py5) y peso a los 75 dias de edad, con la finalidad determinar si la tasa de crecimiento es la misma
para las categorias de Pi. (ii) El segundo consisti6 en ajustar un modelo exponencial para la relacién entre peso y la
edad desde la eclosion hasta los 105 dias de edad (E2), determinandose la tasa de crecimiento y la forma en que la
variacion del peso se expresa a lo largo del tiempo.

2.4.1 Primer analisis: Relacién entre P15y P75

El supuesto asumido por Pecl et al. (2004) de que individuos de distinto tamafio tienen
“tasas de crecimiento iguales” fue evaluado mediante la siguiente hipdtesis: “las
diferencias entre los pesos (AP) iniciales (Pis) y pesos alcanzados en un tiempo
posterior (P7zs) aumentan en funcion del tiempo (A Pis < A P tzs) en juveniles
individualizados de O. maya de una misma poblacion (hermanos) mantenidos bajo

condiciones de ambiente controlado”.

Para ello, se utilizo el siguiente modelo de regresion lineal:

Prsi=a+PisiB+ei
Donde: o es el intercepto; f es la pendiente (AP75/ AP1s); & €s el error intrinseco, y~ N
(0, 6%).

Ambos modelos lineales fueron ajustados utilizando modelos mixtos del tipo GLMM
(Generalized Linear Mix Modelling), asegurandose el cumplimiento de los requisitos de

la regresion lineal (normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia) (Zuur et
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al., 2009). Se aplico6 un ANCOVAR (anélisis de covarianza) del Pss, utilizando como
covariable el P15, y como factor categorico el grupo de tamafio inicial asignado (P, M y
G).

Se llevd a cabo una exploracion de datos a partir de los siguientes gréaficos: (i) de puntos
tipo (“Cleveland dotplots™) para identificar datos extremos; (ii) histogramas y graficos
de quantiles (*“Q-Q plots™) para cerciorarse de la distribucion normal; (iii) gréaficos X-Y
(“Scatterplots™) para asegurar una relacion lineal; (iv) graficos X-Y entre todas las
variables explicativas para detectar co-linealidad (Zuur et al., 2007). La regresion lineal
fue ajustada con GLS (General Least Square) mediante REML (Restricted Maximun
Likelihood) con método que permite comparar modelos con distintas estructuras de
varianzas (EV). El modelo con la EV o&ptima fue seleccionado tomando en

consideracion el valor de AIC (Akaike Information Criteria).

Mediante pruebas de hipdtesis (F y L ratio (verosimilitud)), las pendientes de los
diferentes grupos se evaluaron a partir del término de la interaccion (*Pis x factor
tamafio inicial”), mientras que los interceptos se evaluaron a partir del factor categérico
en el modelo (Sokal y Rholf, 1995). Los residuales fueron analizados por inspeccion
visual (Montgomery y Peck, 1992; Draper y Smith, 1998), mediante la elaboracion de
los siguientes graficos: (i) residuales estandarizados versus los valores predichos por la
ecuacion (“fitted values™) y versus P15, con una funcion suavizadora (“smoother’) para
detectar potenciales patrones en los residuales; (ii) residuales estandarizados versus cada
nivel del factor categorico, (iii) residuales estandarizados versus P15 para cada nivel del

factor (“Coplots™).

2.4.2 Segundo analisis: Modelo exponencial de crecimiento

Dadas las caracteristicas del andlisis aplicado a la segunda poblacion de O. maya, se
model6 la fase temprana (exponencial) del crecimiento, es decir, durante los primeros
105 dias de edad. Los datos fueron explorados mediante inspeccion visual utilizando los

siguientes graficos: de puntos tipo (“Cleveland dotplots™) para identificar datos

! AIC es un criterio estadistico derivado de la teoria de la informacién que sirve como herramienta para escoger el mejor modelo.
Representa una medida de la bondad de ajuste, a la vez penaliza por el nimero de pardmetros en el modelo. El AIC puede ser
calculado para cada combinacion de variables explicativas incluidas en un modelo, y el modelo con el menor valor de AIC se
considera el 6ptimo. Su férmula es: AIC = n log (SS residual) + 2 (p+1) — n log (n) (Akaike, 1974).
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extremos; histogramas y graficos de quantiles (“Q-Q plots™) para cerciorarse de la
distribucion normal; graficos X-Y (’Scatterplots’) para identificar la naturaleza de la
relacién entre el peso y el tiempo (Zuur et al., 2007). A partir de la informacion obtenida
en la exploracion de datos se procedié a aplicar una ajuste con GLS mediante REML
que permitiera modelar linealmente la relacion entre el logaritmo natural del peso
(transformado) en funcion del tiempo, incorporando estructuras de correlacion y de
varianza (GLMM) para asegurar el cumplimiento de los requisitos de la regresion lineal
(normalidad, homogeneidad de varianzas e independencia). EI modelo con las
estructuras Optimas de correlacion y varianza fue seleccionado tomando en
consideracion el valor de AIC. Una vez comprobada la significancia de los parametros
de la regresion (mediante pruebas de F y t), se llevo a cabo la validacion del modelo
mediante la inspeccién visual de los residuales estandarizados versus tiempo y los
residuales estandarizados versus los valores predichos por el modelo (“fitted values™)
(Montgomery y Peck, 1992; Draper y Smith, 1998). La tendencia de las varianzas de
pesos en el tiempo fue cuantificada y derivada de la aplicacion de la mejor estructura de
varianza (menor AIC) que permitiera cumplir con la homogeneidad de las varianzas del

modelo lineal.
Todos los andlisis estadisticos y los modelos fueron realizados con el software libre “R

— Project”, en tanto que las graficas fueron obtenidas con Brodgar 2.5.7 (Highland
Statistics, Ltd.).
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. RESULTADOS

3.1  Evaluacion del peso de eclosion

La siguiente grafica muestra los P1 en funcion de los dias de eclosion del E2. El
promedio de P; mas bajo se obtuvo en el dia 5 (0.103g, n = 6) y el mas alto en el dia 6
(0.121g, n=7). Dado que el mayor nimero de juveniles eclosionaron los dias 1
(26.90%), 2 (19.80%), 3 (9.64%), 4 (18.27%), y 8 (15.23%), el ANOVA se aplico
Unicamente para esos datos. Los resultados mostraron la ausencia de diferencias
significativas entre los P; correspondientes a los pulsos méaximos de eclosion (F =
1.927; p = 0.108).
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Figura 3: Peso medio (+ desviacion estandar) de juveniles de O. maya 24 h después de eclosionar (P;) para cada uno
de los dias que durd la eclosidon de la camada en condiciones de ambiente controlado (n= numero de individuos; +
desviacion estandar).

3.2 Supervivencia

Las supervivencias de ambos experimentos se presentan en la Figura 4. En el E1 la
mortalidad fue baja hasta los 50 dias en los tres tratamientos, incrementando
fuertemente entre los 65 y los 70 dias, dando como resultado el término del experimento
a los 75 dias con 100% de mortalidad. El E2 tuvo una duracion mayor que se extendio
desde 24 horas post-eclosion (dia 1) hasta los 105 dias de edad. Durante este

experimento se presentaron dos periodos de alta mortalidad: entre los 7 y 32 dias de
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edad y entre los 88 y 95 dias de edad. Los individuos pertenecientes a G presentaron
una supervivencia estable a partir del dia 33 de edad finalizando con un 64.52%, no asi

Py M que finalizaron ambos con un 50% de la poblacion.

% supervivencia
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Figura 4: Supervivencia de juveniles de O. maya mantenidos individualizados y categorizados en funcién
del peso a los 15 dias de edad: “pequefios” (P), “medianos” (M) y “grandes” (G) en E1 () y E2 (b). En
E1 los juveniles fueron alimentados con pasta de jaiba y mantenidos a 27.5 (+ 1°C), y en el E2 se
aliment6 con dietas vivas hasta los 15 dias y trozos de jaiba hasta los 105 dias de edad a 27.2 (+ 1°C).

3.3 Analisis del crecimiento
3.3.1 Primer andlisis: Relacion entre P15y Ps

Los modelos lineales que mejor se ajustaron a los datos de ambos experimentos fueron

aquellos donde P75 s6lo depende significativamente de Pys (F = 84.25y F = 23.62; p <
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0.001, respectivamente). La siguiente tabla muestra los ANOVAs secuenciales para la

variable explicatoria en estructura fija (Tabla 2).

Tabla 2: ANOVA secuencial para evaluar la significancia de la interaccion en los modelos

lineales.

Experimentos | Modelo lineal gl F Valor-p
Peso inicial (A) 1 87.03 <0.001

El Tratamiento (B) 2 1.30 0.30

Interaccion (AxB) 2 1.54 0.23
Peso inicial (A) 1 22.96 <0.001

E2 Tratamiento (B) 2 0.14 0.87

Interaccion (AxB) 2 0.95 0.40

El ANCOVAR determind que no existen diferencias significativas en las pendientes de
los modelos lineales de cada tratamiento para ambos experimentos, indicando que las
diferencias en peso a través del tiempo fueron similares para las tres categorias de peso
inicial en las que fueron clasificados los organismos de cada poblacion. Ambas
poblaciones presentaron interceptos estadisticamente similares a 0 (Tabla 3), indicando
que los pulpos de ambas poblaciones incrementaron su peso inicial en la misma
magnitud. Dado que tanto el E1 y E2 tuvieron una duracion de 60 dias, estos resultados
indican que los pulpos de ambas poblaciones presentaron tasas de crecimiento similares.
La primera poblacion present6 una pendiente ligeramente menor (B~ 3) en comparacion
a la segunda (B~ 5.5), indicando que durante los 60 dias que duraron ambos
experimentos, la diferencia entre el peso inicial (P1s) de dos individuos fue amplificado
5 veces en la segunda, en tanto que lo hizo s6lo 3 veces en la primera. Las pendientes de

ambos modelos, sin embargo, no fueron comparadas estadisticamente.

Para cumplir con el requisito de homogeneidad de las varianzas, ambos modelos fueron
inicialmente ajustados utilizando diversas estructuras de varianza. De todas las

estructuras utilizadas, los modelos con los valores minimos de AIC fueron los que

utilizaron una estructura de varianza del tipo &~ N(O,[azoPlsb (AIC=-67.31 y

AIC=113.80) para E1 y E2, respectivamente (ver residuales en Anexo 1). En ambos
casos, la validacion final de los modelos mostré la ausencia de patrones en los

residuales, conformandose asi a los requisitos del analisis por regresion. Los modelos
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finales, con los valores observados y predichos son presentados en la Figura 4.

Tabla 3: Coeficientes de las regresiones lineales derivadas de la relacion P15 y P75 para el analisis de crecimiento de
juveniles individualizados de O. maya obtenidos en condiciones de ambiente controlado (o =intercepto; f =pendiente;
o= varianza; EE=error estandar).

Experimentos | Coeficientes Valor EE Valor-t p
o -0.023 0.056 -0.42 0.68
El B 3.010 0.328 9.18 <0.001
c 0.268
o 0.327 0.193 1.70 0.09
E2 B 5.523 1.136 4.86 <0.001
c 1.312
@
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Figura 4: Relacion lineal entre el peso a los 15 dias (P3s) y a los 75 dias (P7s) de edad en juveniles de O. maya individualizados
pertenecientes a las categorias de tamafio inicial de. E1: “pequefios” (P), Pis < 0.14g (n=28); (ii) “medianos” (M), 0.16g > P;s <
0.19g (n=28); (iii) “grandes” (G), 0.21g > P;5 (n=28). E2 (b) P: P15 <0.10 g; (n=30); M: 0.11g > P4s< 0.12g; (n=45); G: P;5i > 0.13g;
n=30. Todos los puntos pertenecen a la misma recta, cuya ecuacion es: (a) P75=3.010(P3s)- 0.0023; (b) P75=3.523(P1s5)+ 0.327.
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3.3.2 Segundo analisis: Modelo exponencial de crecimiento (E2)

La relacién exponencial entre el peso y el tiempo fue modelada utilizando datos
previamente transformados (logaritmo natural del peso) con la finalidad de linealizar
dicha relacion (ver Figura 5). La falta de independencia temporal (el peso fue registrado
repetidamente para los mismos individuos a lo largo del tiempo) resultd en la presencia
de un patrén ciclico en los residuales. Por lo anterior, se procedid a incorporar una
estructura de correlacion en la fraccion aleatoria del modelo (g;). Los valores AIC,
dieron como resultado el uso de una estructura de correlacion espacial esférica (AlIC=
319.45). Siguiendo lo estipulado por Pinheiro y Bates (2000) se decidi6 incluir la
estructura espacial esférica debido a que: (i) los valores de AIC mostraron una mejoria
en el modelo que incluia dicha estructura y (ii) la validacion gréfica de los residuales
mostré que el patron observado anteriormente desaparecia con este tratamiento (Anexo
1).

La heterogeneidad de la varianza fue identificada a partir del incremento en la variacion
del peso en el tiempo conforme se incrementa el tiempo, siendo modelada mediante la
inclusion de una estructura de varianza del tipo (ei ~ N (0, o° [tiempo i]%), lo cual
mejoro aun mas el valor de AIC (AIC = 251.4). Dicha mejora fue significativa (L. ratio
=70.00; p < 0.001). Finalmente, la inspeccion gréfica de los residuales demostré una
distribucion de la dispersion residual uniforme y sin ningln patron (ver Anexo 1c). Los

coeficientes del modelo de crecimiento exponencial son presentados en la Tabla 4.

Tabla 4: Coeficientes del modelo exponencial de crecimiento de juveniles individualizados de O. maya a 27 °C (+ 1°)
(o =intercepto; B =pendiente; EE=error estandar).

Coeficientes Valor EE Valor-t P
o -2.182 0.022 -100.92 <0.001
0.030 0.001 48.60 <0.001
6 0.209

Los pesos individuales observados y predichos por el modelo en funcion del tiempo (F
= 2361.85; p < 0.001). Se observa en esta grafica un aumento de la dispersion de los
pesos de los individuos al aumentar la edad de éstos, lo cual fue cuantificado mediante

la estructura de varianza utilizada, misma que define una amplificacion de la varianza

41




por el incremento en tiempo y elevado a un coeficiente delta (6 = 0.2042).
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Figura 5: Relacion entre el peso y la edad en juveniles tempranos de O. maya mantenidos individualizados a 27°C (+
1). Los puntos representan los datos individuales del peso y la linea segmentada (azul) la curva de ajuste exponencial

(Peso = 0.113e%%"¢%%) | 5 gplicacién de una estructura de varianza [¢i ~ N (0, o) [tiempo i]%, donde §=0,204
permitié modelar la varianza del peso en funcién del tiempo.
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IV.  DISCUSION

4.1  Evaluacion del peso de eclosion

La gran variabilidad asociada al tamafio en el momento de la eclosion ha sido reportada
en varias especies cefalépodos bajo condiciones de ambiente controlado (VanHeukelem,
1976; Forsythe, 1984; DeRusha et al., 1987; Forsythe & Hanlon, 1988; Villanueva,
1995; Domingues et al., 2002; Segawa & Namoto, 2002; Ortiz et al., 2006; Leporati et
al., 2007). En el caso de O. maya, la eclosion ocurre a lo largo de un periodo entre 5-8
dias, periodo lo suficientemente largo para considerar al tiempo como responsable de al
menos una parte de dicha variacion. Aungue el dia de eclosion pudiera constituir un
factor de influencia sobre el crecimiento posterior, los resultados del presente estudio
muestran la ausencia de diferencias significativas entre el P; y el dia de eclosion. La
influencia del dia de eclosion en la variacion de tamafios iniciales ha sido escasamente
reportada en cefaldpodos (Choe, 1963; Ikeda et al., 1999; Steer et al., 2003). Mientras
que Minton (2004) reporta resultados similares para Sepia pharaonis, Ikeda et al.,
(1999) muestran que longitud del manto de paralarvas de Sepioteuthis lessoniana
provenientes de una misma hembra e incubadas a 25°C presentaron una directa relacion
con el periodo en que eclosionaron, y consideraron la posicion del huevo en la puesta
como el mecanismo explicando dicha relacion. Por otra parte, la directa relacion entre el
desarrollo embrionario y la temperatura ambiental ha sido ampliamente reportada en
cefaldpodos (Boletzky 1987; Boletzky 1997; Oosthuizen et al., 2002), siendo el tiempo
de depositacion de los huevos un factor que podria producir una baja sincronizacion de
la eclosion entre individuos de una misma puesta. EI fendmeno ha sido reportado
recientemente en algunas peces marinos benténicos (e.g Amphiprion melanopus Green
et al., 2006), pudiendo ser validado en futuras investigaciones en O. maya dado el gran

tamano de los huevos (Van Heukelem, 1977).

4.2  Relacion entre P15y Prs

A partir de los modelos lineales que relacionan P15y P75 se establecio que los individuos
de ambas poblaciones de juveniles de O. maya presentan la misma proporcion en la
diferencia entre pesos en un tiempo anterior y uno posterior (pendientes similares)
independientemente de la categoria de tamafio en el que fueron clasificados
inicialmente. De la misma manera, los juveniles de pesos iniciales similares

incrementaron su peso en la misma magnitud en el mismo intervalo de tiempo,
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indicando tasas de crecimiento estadisticamente similares tanto para P como My G. Asi,
los pesos adquiridos en el tiempo fueron condicionados por el adquirido al inicio de su
ciclo de vida. Si consideramos las diferencias de peso en el tiempo como una capacidad
de transformar biomasa, y ésta, como una tasa de crecimiento, podemos sefialar que los
juveniles de esta especie crecen de la misma forma aunque dependiente del peso inicial.
Esto pudo ser validado en dos poblaciones de hermanos provenientes de dos hembras
distintas, ambas poblaciones siendo obtenidos en condiciones de cultivo (origen
conocido) y mantenidas a temperatura estable y alimentacion controlada. Dadas estas
caracteristicas experimentales, el estudio valida empiricamente el supuesto de Pecl et
al., (2004), y corrobora la hip6tesis de que los juveniles de O. maya crecen de la misma

forma independiente de su tamafio inicial.

Las diferencias entre las pendientes de ambas poblaciones indican un efecto particular
del peso inicial sobre el peso final. Los individuos de la poblacion 1 presentaron una
pendiente mas baja (f~3) en comparacion a la poblacion 2 (B~5.5), indicando que los
individuos de esta Ultima tiene la capacidad de amplificar las diferencias en el tamafio
inicial en una magnitud mayor en el tiempo, dando como resultado mayores pesos
finales. Esto quiere decir que un mismo intervalo de peso inicial, o pequefias diferencias
de éste, generaran pesos en el tiempo superiores en la poblacion 2 en comparacion a la
1, siendo amplificada por 5.5 en la segunda y por 3 en la primera. Esto quiere decir que
el efecto del tamafio inicial es particular de cada poblacion y por tanto, las fuentes que
generan las diferencias estan mas bien ligadas al origen de los organismos, el cual al

final determina la capacidad de aumentar el peso en el tiempo.

Las fuentes asociadas a la variacion del tamafio de eclosion de paralarvas han sido
clasificadas en tres efectos (Pecl et al., 2004): (i) efecto ambiental de gran escala, (ii)
efecto de pequefia escala asociado al microambiente del huevo vy (iii) el efecto maternal.
En este estudio la temperatura de incubacion y de cultivo de los juveniles fue estable y
no similar entre ambos experimentos, siendo posible descartar el “efecto Forsythe” de
esta discusion. El efecto del microambiente del huevo esta asociado directamente a la
configuracion de las puestas en algunas especies de cefalopodos (Steer et al., 2003) y en
peces bentonicos (Green et al., 2006), y por ende, en la sincronizacion en el desarrollo
embrionario entre hermanos. El tamafio de larvas provenientes de huevos bent6nicos

pueden estar directamente relacionados con la ubicacién que le da la hembra a sus
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huevos, modificandose la interaccion del embrion con el ambiente (Bernardo, 1996). En
relacién al periodo de eclosion, las hembras del género Octopus se caracterizan por
realizar la postura de los huevos de forma secuencial, siendo estos colocados en
filamentos que convergen en peddnculos que son los que le dan estabilidad a la puesta.
Diferencias en los tiempos de depositacion podrian determinar un tamafio de embrion
particular, generandose diferencias a las primeras horas al contacto con su ambiente. Al
respecto, Green et al. (2006) encontraron diferencias entre los tamarfios de los embriones
puestos en la periferia y en el centro de posturas del pez bentonico A. melanopus. Estas
diferencias estan asociadas a la posicion dentro de la puesta derivada del dia de
depositacion, siendo los embriones del centro méas grandes que los de la periferia. En S.
sepioidea, LaRoe (1971) report6 eclosiones mas réapidas en huevos ubicados en la zona
distal del racimo que en la zona basal, sugiriendo que las condiciones del
microambiente que rodean a cada embrion podrian estar modulando las condiciones
particulares de cada uno de estos, y por lo tanto, sus caracteristicas al nacer. Entre los
factores relacionados con la posicion del huevo y la fisiologia del embrion se
encuentran las observaciones realizadas en la cantidad de fluido perivitelino en
embriones que se encuentran en distinta posicion. Estudios realizados en calamares han
demostrado que en este fluido se encuentra un tranquilizante natural que evita la
eclosion prematura de los embriones (Marthy et al., 1976). Debido a que la cantidad de
fluido cambia con la posicion del embrion es de esperar que diferentes posiciones
afecten el momento preciso en que los embriones eclosionan y por tanto el tamafio al
nacer. Complementariamente, huevos dentro de puestas mas pequefias se desarrollan
mas rapido que huevos dentro de puestas mas grandes y huevos ubicados en la zona
distal de las cépsulas se desarrollan mas rapido en Eupryma tasmanica (Steer et al.,
2004). Las concentraciones de oxigeno pueden condicionar el tamafio del embrién y la
tasa de crecimiento de éste, asociandose éste a la ubicacién de los huevos en las puesta

de A. melanopus (Green et al., 2006).

La condicién nutricional de la hembra y/o a los antecedentes genéticos son antecedentes
que pueden determinar las caracteristicas de la descendencia. Si bien ambas hembras
usadas fueron sometidas a la misma dieta para la induccién al desove, es posible que
existan diferencias en el “historial de alimentacion” de las hembras previo al
acondicionamiento. Steer et al., (2004) sefialan una directa relacion entre el tamafio de

la paralarvas y el status nutricional de las hembras de E. tasmanica, siendo menor el
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tamafio de las paralarvas en hembras estresadas con alimentacion de baja calidad de
lipidos. En relacion al tamafio de la hembra y su influencia en su descendencia no existe
un patron en cefalépodos: mientras que Sakaguchi et al 2002 modelé el tamafio de
paralarvas de O. vulgaris en funcién del peso de las hembras, Steer et al., (2004) no
encontré una correlacion entre el peso de hembras y el peso promedio de paralarvas de

E. tasmanica.

4.3  Modelo exponencial de crecimiento

El modelo exponencial generado en el presente estudio integra al analisis la variabilidad
del peso en la medida que se incrementa la edad, variabilidad no considerada dentro de
los modelos existentes hasta la fecha (Tabla 5). La variacion en las tasas de crecimiento
exponencial estimadas para otras especies de octopodos permite resaltar diferencias
importantes no so6lo entre especies sino entre distintos estudios sobre la misma especie.
Por ejemplo, la tasa de crecimiento exponencial determinada en este estudio fue inferior

a lo reportado por Van Heukelem (1976) para O. maya.

En tanto que diferencias en el crecimiento exponencial a nivel intra e interespecifico
pueden estar determinadas por factores abidticos y bioticos (Forsythe y Van Heukelem,
1987; Semmens et al., 2004), la alta dispersion del peso conforme aumenta el tiempo
contribuye de manera marcada a la baja precision en la estimativa de los coeficientes del
modelo. Es interesante hacer notar que las mayores tasas de crecimiento fueron
obtenidas en estudios donde los organismos no fueron individualizados, sugiriendo que
el crecimiento pudo ser afectado tanto por las condiciones particulares de cada tipo de
cultivo (e.g canibalismo), como por las diferencias de temperatura, dietas, etc., que
determinan la tasa de crecimiento en estos organismos (Forsythe y Van Heukelem,
1987; Semmens et al., 2004; André et al., 2008). Por ejemplo, mientras que Van
Heukelem (1976) alimentd a los juveniles de O. maya s6lo con alimento vivo, en éste y
otros estudios (Rosas et al., 2008) los animales fueron alimentados con pasta o0 con
fragmentos de jaiba fresca. Utilizando también pasta o fragmentos de jaiba fresca en el
Laboratorio Experimental de Cultivo de Pulpo de la UNAM en Sisal se cultivaron
juveniles de O. maya desde la eclosiéon y hasta los 30g de peso vivo. Los animales
recién eclosionados fueron mantenidos en ambiente controlado en tanques de 8m?, en
una densidad de 125 pulpos m? hasta alcanzar un peso de 2g. Posteriormente los pulpos

fueron trasladados a tanques exteriores de 3m de didmetro en donde se mantuvieron en
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densidades de 7 pulpos m?. Este ejercicio se llevé a cabo 9 veces durante el afio 2008,
durante los cuales se obtuvo la relacion entre peso y edad de 1628 animales medidos
durante 129 dias de cultivo (Rosas com. pers). Al modelar el crecimiento con GLMM

de estos datos, coeficientes relativamente similares fueron identificados.

Tabla 5: Tasa de crecimiento exponencial (TEC) (post-eclosion) y su duracion (dias) en especies del
género Octopus a diferentes temperaturas (T °C) obtenidas en condiciones de laboratorio (R*=coeficiente
de determinacion).

Especie (T°) Pi (g) TCE R’ Tiempo (dias) T(°C) Referencias
O. digueti (25°C)** 0.040 0.065 0.999 70 25 DeRusha et al., 1987
O. vulgaris** (P) 0.0014 0.081 0.985 60 21.2 Villanueva, 1995
O. joubini 0.045 0.066 0.992 28 25 Forsythe y Hanlon, 1981
O. briareus 0.065 0.048 0.970 140 25 Hanlon, 1987
O. ocellatus™ 0.189 0.046 0.916 80 20 Segawa y Namoto, 2002
O. ocellatus™ 0.179 0.059 0.944 60 25 Segawa y Namoto, 2002
O. pallidus * 0.245 0.014 0.784 114 14 — 18 Leporati et al., 2007
O. pallidus* 0.276 0.018 0.896 114 18 —14 Leporati et al., 2007
0. maya** 0.100 0.061 0.999 105 25 Van Heukelem, 1976
O. maya** 0.100 0.040 0.810 129 28 Rosas, 2009 (com. pers.)
O. maya* 0.110 0.030 0.889 105 27 Presente estudio

*individualizados; **no individualizados; (P) paralarvas.

Mientras que la tasa de crecimiento durante la fase exponencial puede depender de
muchos factores (Forsythe y Van Heukelem, 1987; Semmens et al., 2004;
Moltschaniwskyj, 2004), la duracién de dicha fase de muchas especies de octopodos
estd asociada principalmente a la temperatura (e.g O. bimaculoides Forsythe y Hanlon,
1988). Para el caso de este estudio, los pulpos fueron mantenidos a temperatura
constante de 27°C y la duracion de la fase exponencial fue la misma que la reportada en
O. maya por Van Heukelem (1976). Datos no reportados y correspondientes al peso de
los mismos juveniles a los 165 dias indican que a esta edad la especie comienza a
desacelerar su crecimiento, probablemente como consecuencia del final de la fase
exponencial y el inicio de la fase potencial del crecimiento. Si bien se llego a este
resultado explorando el patron de los residuales en funcion de la edad, se hace
necesario validar dicha edad como el umbral de cambio de fase, tal como ha sido

validado en otros octépodos (Semmens et al., 2004).
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Si este fuera el caso algunas observaciones pueden ser planteadas. Los pesos maximos
alcanzados a los 165 dias (10 g) fueron muy inferiores a los pesos promedios (766 )
reportados por Van Heukelem (1976), comenzando ambos modelos con juveniles de 0.1
g. Si bien los origenes de dichas diferencias pueden estar asociados multiples factores
experimentales y bidticos, es posible que la reduccién de pesos asociados al cambio de
fase estén indicando un estado prematuro de maduracion sexual, siendo este proceso
uno de los principales factores que incide en el cambio de fase de octopodos (Semmens
et al, 2004). El fendmeno de precocidad en machos de O. maya bajo condiciones
similares ha sido reportado por Avila-Poveda et al (2009) en individuos de pesos
similares (~ 10g), asi como también se ha observado la reduccién de tamafios en
Eledone cirrhosa sexualmente maduros cuando han estado sometidos a altas

temperaturas y escaso alimento (Boyle & Knobloch, 1984).

Todos los modelos de crecimiento exponencial reportados en la literatura utilizan al
coeficiente de determinacién (r?) como un indicador indirecto del grado de variabilidad
entre el peso y la edad, asumiendo un buen ajuste entre ambas variables al obtener
valores altos. En estos términos, el presente estudio entrega estimativas confiables de la
media del peso para cada edad, debido a que se modeld la variabilidad asociada a los
valores predichos y se estim6 la magnitud (6=0.204) y forma de como ésta se
incrementa conforme la edad avanza. Considerando esto, el modelo de crecimiento de
O. maya aqui generado tiene mayor precision en cuanto a la preedicion del peso en
funcion de la edad. Una representacion teorica de la secuencia logica del analisis y las
implicanciones en el comportamiento del peso de un juvenil de O. maya en funcion de

la edad se presentan en la Figura 6.

El aumento de la variacion del tamafio en funcién del tiempo de individuos se ha
denominado “growth depensation” (Ricker, 1958; Pfister & Stevens 2002) y ha sido
ampliamente reportado en cohortes de peces (Umino et al., 1997; Stefansson et al.,
2000; Smith y Fuiman, 2003) y en otras taxas (ver Pfister & Stevens 2002). Se puede
sugerir que una parte de la variacion de estos datos no esta siendo explicada por la
variabilidad intrinseca del peso inicial, 6 bien, que las pequefias variaciones observadas
en el peso inicial adquieren significados mayores en la medida en que los organismos
crecen, como resultado de procesos bioldgicos responsables de dicha amplificacion y

que no fueron considerados en el modelo. Una vez que se cuenta con un procedimiento
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confiable para estimar la magnitud en la que la variacion residual del peso se incrementa
con la edad, resulta metodoldgicamente méas sencillo investigar los factores que

contribuyen al aumento de la variacion del tamarfio en una edad determinada.

Crecimiento exponencial: analisis de la variabilidad del
A peso en funcion de la edad

/\
- T~

Crecimiento relativo: analisis de las diferencias entre pesos -
iniciales y finales entre individuos P B

Peso (g) ~ A ~

Ho:p(P)= B (M) =B (G)

B=APp APp>APy

i ~ N (0, 62 [ tiempo;] 2

t t, ts t ts ts
Edad (dias)

Figura 5: Diagrama representativo del andlisis de crecimiento durante la fase temprana de de O. maya realizado en
este estudio. EI modelo lineal de la relacion peso inicial y peso en el tiempo permite analizar la forma como se
comportan las diferencias en el peso, en una cierta cantidad de tiempo transcurrido, para todos los individuos de una
misma poblacion, siendo su peso final condicionado por el peso inicial. Estas diferencias en los pesos en el tiempo,
son amplificadas de una manera particular derivado de una serie de factores biolégicos que condicionan el
crecimiento en estos animales. De esta forma, pequefias diferencias en los tamafios iniciales se amplifican en el
tiempo de una forma definida, identificada en este estudio como i) la estructura de varianza en el modelo de
crecimiento exponencial, y ii) la magnitud de la pendiente en el modelo derivado de la relacion entre el peso final e
inicial. La cuantificacion del patrén de variacion de los pesos de individuos de una misma puesta es importante para
la prediccion de pesos en el tiempo, lo cual es imposible de obtener de la mayoria de los estudios que han modelado
el crecimiento en octépodos. En términos probabilisticos, al integrar el parametro delta en el modelo exponencial es
posible predecir con un nivel de confianza que los pesos ajustados tienen una alta probabilidad que los valores
medios sean justamente los representativos de la poblacion.

En individuos provenientes de una misma madre, las diferencias genéticas entre
individuos provenientes de padres diferentes han sido planteadas, sobretodo al ser la

paternidad multiple un fenémeno reportado en varias especies de cefalopodos (Shaw y
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Boyle, 1997; Shaw y Sauer, 2004; Naud et al., 2005; Voight y Feldheim 2009). Aunque
no se ha determinado con precision si la paternidad multiple esta asociada al proceso de
seleccion sexual en cefalépodos (i.e competencia espermatica y/o “criptic female
choice”), la participacion de dos o0 mas tipos de espermas en una sola hembra podria ser
la explicacién de la variabilidad observada en individuos-hermanos mantenidos a
temperatura constante (Leporati et al. 2007).

Una de las consecuencias de las diferencias genéticas podria estar en la forma como
cada individuo hereda de sus padres ciertas caracteristicas que lo hacen crecer mas o
menos rapidamente, siendo la alimentacion y la eficiencia con la que usan los nutrientes
del alimento un atributo interesante de analizar. Las diferencias en las tasas de
alimentacion y conversion alimenticia pueden generar heterogeneidad en el crecimiento
individual ya que estas afectan la forma en que cada organismo canaliza los nutrientes
para crecer (Koueta y Boucaud-Comou, 1999; Semmens et al., 2004; André et al.,
2008). Otra fuente de variacion podria estar asociada a la particular dindmica de fibras
musculares caracterizada por la hiperplasia y hipertrofia (en extenso en
Moltschaniwskyj, 2004). La inversion de energia asociada a ambos procesos no es
directamente proporcional a la ganancia en peso de un individuo: mientras que durante
la hiperplasia la creacion de nuevas fibras y estructura esta asociada a un mayor gasto
energético y a una baja ganancia de peso, la hipertréfia es mas eficiente en términos de
energia ya que el aumento de las fibras musculares puede ser alcanzada por el
incremento del fluido intracelular, repercutiendo en una mayor ganancia de peso (André
et al., 2008). Futuros estudios que permitan correlacionar el crecimiento muscular con
tamafios y tasa de ingestion se hacen necesarios para validar empiricamente estas

hipotesis.

Ya sea por un factor genético asociado con la forma individual de desarrollar la
dindmica muscular, o por la via del aprovechamiento de los nutrientes del alimento para
crecer, se ha sugerido que los cefalépodos cuentan con mecanismos adaptativos
complejos que garantizan una reproduccion permanente en las comunidades donde
habita (Nesis, 2002; Rocha et al., 2003. La posibilidad de que juveniles provenientes de
la misma madre puedan llegar a la edad reproductora en distinto tiempo puede ser una
ventaja para la dispersion de la poblacién, y por tanto, de la progenie que nacio toda
dentro de un mismo periodo de eclosion. Esto ademas abre la posibilidad de evitar la

consaguinidad, ya que el entrecruzamiento entre hermanos se reduce al presentarse una
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maduracion diferencial asociada con las diferencias de tamafo. Estudios realizados en el
cangrejo Neohelice granulata han demostrado la existencia de estrategias poblacionales
asociadas con las caracteristicas particulares del entorno ecoldgico en el cual son
liberadas las larvas, poniendo en evidencia que entre los invertebrados las adaptaciones
fisiologicas son consecuencia de la amplia plasticidad genética para responder a las

variaciones ambientales de la zona costera (Bas et al., 2008).

El sexo ha sido identificado como un factor que condiciona el crecimiento en
cefalépodos, determinando los destinos de la energia ingerida y la acumulacion de
biomasa (Forsythe y VanHeukelem, 1987; Semmens et al., 2004). Aunque en los
cefaldpodos la reproduccién no detiene el crecimiento, existe un proceso diferencial
asociado al sexo (Semmens et al., 2004). La identificacion temprana del sexo en
individuos de pesos inferiores a 10 gramos en O. maya (Avila-Poveda et al., 2009) en
un interesante precedente. Aunque no se conocen los efectos que el desarrollo sexual
temprano tiene sobre el peso de los animales al nacer, es posible que éste, junto con
otras caracteristicas bioldgicas, sean los factores que determinan las complejas

adaptaciones que estos organismos han desarrollado.

La variabilidad en el crecimiento de los cefalopodos y en particular de O. maya no
constituye una fuente de error en la medicion del crecimiento, sino una adaptacion
plastica que no hemos acabado de comprender (Semmens et al. 2004). La
multidimensional interaccién entre variables que determinan esta variabilidad debe de
ser estudiada desde distintas opticas en aras de entender mejor la dindmica de las
poblaciones tanto por su valor de conservacion, como por su valor pesquero y de cultivo
(Dominguez et al., 2007; Rosas et al., 2007; Rosas et al., 2008).
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CAPITULO 3

MARCADOS MOLECULARES ASOCIADOS
AL CRECIMIENTO DE

Octopus maya

Yo me multiplico incansablemente.
Estreno manos y bocas todos los dias,
cambio de piel, de ojos y de lengua,
y me pongo un alma cada vez

gue es preciso.

En el saco de mi corazén

Jaime Sabines
(1926 — 1999)

61



RESUMEN

La expresion de transcritos (ET) asociadas al efecto del tamafio inicial (Analisis ET,, AET1) y
variacion del crecimiento (VC) (AET,) en juveniles hermanos de Octopus maya mantenidos
en condiciones de ambiente controlado fue obtenida usando la técnica de Despligue
Diferencial (DD). En el AET; los animales fueron categorizados en “pequefios” (P) y
“grandes” (G) a los 15 dias de edad (P15 y Gis) (Capitulo 2), siendo evaluadas ambas
categorias también a los 70 dias de edad (P70 y Gro). Para el AET; se utilizaron individuos de
igual P15 pero con crecimientos maximos (méax.) y minimos (min.) a los 165 dias de edad
(Ciesmax Y Ciesmin). Bandas diferenciales (BD) inducidas (+), reprimidas (-) y sobreexpresadas
(++) fueron evaluadas en ambos analisis utilizando dos juegos de cebadores (P1T1y P6T7).
En el AET; no se observaron BD entre P15y Gis, ni entre P7o y Gro, indentificandose BD (+),
(-) y (++) en ambas categorias en funcion de la edad (ejemplo: (+) Pisy (+) Gisvs (<) P70y (-
) G70). Para el AET, no se encontré un patron asociado a la VVC, identificandose BD (+) y
(++) para Cigsmax Y Ciesmin. LOS resultados del AET1lindican que, bajo estas condiciones
experimentales, el peso inicial (P15) no condiciona la ET, sino més bien la edad. En el AET2
no se obtuvieron BD que indiquen una condicion diferencial entre aquellas ambas categorias
de crecimiento. Un total de 13 secuencias fueron obtenidas a partir de la seleccion de BD de
ambos analisis. Estas presentaron altos niveles de homologacion con: marcadores
moleculares de otras especies de cefalépodos, mensajeros de enzimas metabdlicas,
promotores de crecimiento, proteinas musculares y mensajeros asociados a respuestas de
estrés en otras taxas, siendo discutida su interpretacion en O. maya. Este es el primer estudio
en donde se explora el transcriptoma para la especie, siendo las secuencias presentadas un
referente para futuras investigaciones para la exploracion de genes asociados al crecimiento

en cultivo.
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. INTRODUCCION

Los cefalopodos son animales con acelerado crecimiento, siendo las condiciones bidticas y
abioticas las que pueden influir en una respuesta diferencial en sus diferentes niveles de
organizacion (tamafio corporal, érganos, tejidos y células) (Moltschaniwskyj, 2004). La
variacion del crecimiento (VC), conocido a nivel intraespecifico (cohortes, microchortes y
poblaciones de cultivo) como crecimiento heterogéneo (CH), es una de las caracteristicas mas
interesantes del crecimiento en este grupo (Semmens et al., 2004). Variaciones ambientales
durante el periodo de eclosion y fases tempranas pueden generar CH entre individuos de
edades similares (por ejemplo el efecto de la temperatura, denominado “efecto Forsythe”,
Forsythe 1993 y 2004), al igual que la alimentacion (Koueta N. y E. Boucaud-Camou, 1999;
André et al., 2008), la maduracion sexual y el sexo (Semmens et al., 2004). Sin embargo, el
efecto genético puede contribuir a la VC en algunas especies de cefalopodos a nivel

poblacional (Sepioteuthis australis, Triantafillos et al., (2004).

El tamanio inicial (T1) ha sido propuesto como un factor que contribuye en la VC (Pecl et al.,
2004), sobretodo cuando las variaciones ambientales son reducidas (temperatura y
alimentacion controlada, por ejemplo) (Leporati et al., 2007). Altos coeficientes de variacion
de TI son frecuencias en condiciones de cultivo (ver Introduccién, Capitulo 2), siendo
necesaria una caracterizacion en términos genéticos para evaluar su potencial influencia en la
generacion CH dado su desconocimiento en comparacion a los peces (ejemplo: Carassius
langsdorfii, Umino et al., 1997). La relacion entre la VC y la variacion genética ha sido de
interés para la investigacion de especie acuicolas, tanto para peces (Gjerde et al., 2004;
Gjedrem, 1984), moluscos (Gjedrem, 1984; Brichette et al., 2001) y crustaceos (Gjedrem,
1984; Lutz y Wolters, 1989). La importancia de obtener altas tasas de crecimiento en
acuacultura radica en la necesidad de obtener méximos tamafios de cosecha que permiten una
mayor rentabilidad (Gjedrem, 1984), siendo el CH una condicién negativa que limita la
obtencion de tamafios homogéneos. Complementariamente, la heredabilidad del crecimiento
y su seleccion genética ha sido foco de interés para el desarrollo de varios cultivos (Gjedrem,
1984), proponiéndose como futuras lineas de investigacién en el cultivo de pulpo para

alcanzar un escalamiento productivo de la actividad (lglesias et al., 2007).
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Los avances tecnoldgicos de las herramientas de biologia molecular permiten estudiar los
patrones de expresion génica en situaciones particulares haciendo posible la identificacion de
genes que pueden ser asociados con procesos del desarrollo o del establecimiento de
actividades metabolicas. Las herramientas moleculares para analizar la expresion genica han
tenido un gran avance en los ultimos afios. En este sentido la técnica de despliegue diferencial
(DD) (Lian y Pardee, 1992; Liang y Pardee, 1993) permite visualizar y comparar el patron de
expresion de genes entre dos 0 mas muestras a partir de poblaciones de RNAm desconocidos.
Brevemente, el DD amplifica la region 3’(-OH) terminal de poli-A de los RNA mensajeros
(RNAm), seguida por el fraccionamiento de los segmentos amplificados en un gel de
secuenciacion. La técnica se caracteriza por su baja complejidad, bajo costo y alta capacidad
de andlisis de muestras simultaneas, siendo su principal limitante los numerosos falsos
positivos que presentan (Stein y Lian 2002). Una de las aplicaciones del DD es que permite
detectar genes que se reprimen, se inducen o simplemente modifican los niveles de expresion
como respuesta a los factores de estudio (por ejemplo: estado de desarrollo, actividad
metabdlica e induccion a estrés). Los segmentos diferenciales pueden recuperarse y ser
secuenciados, para su posterior analisis bioinformatico y potencialmente utilizados para la
generacion de sondas especificas, siendo Utiles para escrutinar bancos de cDNA y para
monitorear niveles de transcritos. La obtencion de marcadores moculares es factible al

desarrollar esta técnica.

El presente capitulo es complementario al estudio de modelacion de crecimiento expuesto en
el capitulo anterior (Capitulo 2) y aporta nuevos antecedentes sobre las respuestas genéticas
asociadas a la VC en el cultivo de Octopus maya, concentrandose en la fase exponencial de
crecimiento (FEC). Debido a que la especie no ha sido molecularmente estudiada y no se
cuenta aln con su genoma, la siguiente investigacién se concentré en el trascriptoma
(poblacion de RNAm) de juveniles tempranos. El efecto del peso inicial (Pi) y la VC sobre la
expresion de transcritos (ET) fueron analizados al aplicar la técnica de DD en muestras
provenientes de juveniles categorizados en funcion de su Pi y mantenidos en condiciones
ambientalmente estables (temperatura y alimentacion). Dos preguntas orientaron este estudio:
¢es posible asociar niveles de expresion diferencial de transcritos en funcion del peso inicial?;

¢la' VC en funcién del tiempo esta dada una respuesta genética diferencial entre hermanos?.

Los objetivos de este estudio fueron los siguientes: (i) aportar al conocimiento del
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transcriptoma de la especie bajo condiciones de ambiente controlado; (ii) determinar si

existen transcriptos expresados en relacion a la variacion de pesos al inicio y durante la FEC.

Il. MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-Sisal, UNAM). Las muestras
analizadas provinieron de las poblaciones descritas el capitulo anterior. El término
“hermanos” fue utilizado para definir aquellos “juveniles proveniente de una misma hembra,
compartiendo un 50% de los genes”, no integrandose a la definicion el nUmero de machos

que participo en la fertilizacion de los huevos.

2.1 Analisis de Expresion de Transcritos (AET)

2.1.1 AET;: ET asociada al peso inicial a los 15y 70 dias de edad

La influencia del peso incial (Pi) en la expresion de transcritos (ET) fue evaluada,utilizando
para ell individuos pertenecientes a las categorias de peso inicial “pequefios” (P) y “grandes”
(G) del Experimento 1 del Capitulo 2 (punto 2.2.1) , a las edades de 15 (P15 Y Gi5) y 70 (P70 y
Go) dias. Comparaciones dentro las categorias y entre las edades fueron realizadas: P15 vs

Gis; P70 VS G7o; P15 VS Pro; Gis s Gryo.

2.1.2 AET2: ET asociada a la varacion del crecimiento (VC) a los 165 dias de edad

Para este andlisis se trabajé con la segunda poblacion (Experimento 2) detallada en el punto
2.2.2 (Capitulo 2). Se evalu6 la ET asociada a la VC entre individuos de la categoria
“medianos” de Pi = 0.12g a los 165 dias de edad. Para ello se utilizaron 4 individuos con

pesos maximos (8.399g + 2.869) (Cigsmax.) Y 4 con pesos minimos (1.72g + 0.259g) (Cie5min.)-

Los individuos utilizados para ambos anélisis fueron sedados utilizando un bafio de agua fria
(aprox. 10°C). Luego se procedio a pesarlos (+0.01g) y congelarlos rapidamente en nitrégeno
liquido (-196°C) para después ser mantenidos en un congelador a -80°C hasta la extraccion
del RNA.

2.2 Despliegue Diferencial (DD)

Las etapas del DD fueron realizadas simultdneamente en los individuos respectivos para
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ambos analisis con la finalidad de reducir los errores asociados a la técnica. Como control
para ambos analisis se utilizo tejido muscular proveniente de un ejemplar silvestre (adulto) de
la especie. Un diagrama de las etapas de esta técnica es presentada graficamente en la Figura
1.

2.2.1 Preparacion de material y reactivos

Uno de los principales puntos criticos para una correcta extraccion de RNA es evitar las
RNAsas (enzimas muy estables que no requieren co-factores para su funcionamiento). Para
ello se tratd el material utilizado (material de vidrio y de plastico, mortero y pistilo) con
hidréxido de sodio (NaOH) al 5% por 1 horas, siendo luego enjuagadas con agua tratada con
DEPC (Dietilpirocarbonato, anexo 1) (0.1% v/v, esterilizada). Posteriormente los materiales
fueron mufleados a 500°C por 4 horas. Todas las soluciones fueron preparadas usando agua
tratada con DEPC. Los reactivos utilizados en la extraccion de RNA son especificados en el

Anexo 1.

2.2.2 Extraccion de tejido

El tejido seleccionado para el DD fue musculo proveniente de la zona intermedia entre la
corona branquial y brazos (ver figura 1), debido que ambas zonas presentan mayor
crecimiento (Semmens et al., 2004). La cantidad de musculo extraido en promedio fue de 5
Mg. El tejido fue cortado y manipulado répidamente con un bisturi para no deteriorar la
calidad del RNA.

2.2.3 Extraccién de RNAYy evaluacion de su calidad

La extraccion del RNA fue realizada de forma individual utilizdndose el protocolo de
Valenzuela et al (2005). La calidad de RNA fue verificada mediante electroforesis en geles de
agarosa ultrapura al 1% (0.3 g agarosa / 30 ml TAE) con buffer TAE 1x. El gel fue corrido
con 1.5 pl de RNA de cada muestray 2 ul buffer de carga (0.25% azul de bromofenol, 0.25%
bromuro de etidio y 30% glicerol en agua con DEPC) y corrido a 100 volts (45 minutos). El
fraccionamiento del RNA fue evaluado en un transiluminador de luz ultravioleta. Las

soluciones utilizadas son especificadas en el Anexo 1.
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Figura 1: Etapas del despligue diferencial (DD) aplicado muestras provenientes de juveniles hermanos de
Octopus maya. Dos andlisis de expresion diferencial (AED) fueron realizados: El primero (AED1) para evaluar
el efecto del peso inicial (Pi) sobre la ET de individuos categorizados en funcion de su peso inicial (“pequefios y
grandes”) a los 15 y 70 dias de edad. El segundo (AED2) consistidé en evaluar la ET en la variacion de
crecimiento (VC) observada en individuos de un mismo Pi pero con pesos extremos (crecimiento maximo y
minimo) a los 165 dias de edad. Los individuos utilizados en ambos analisis fueron mantenidos individualizados
y bajo temperatura y alimentacion controlada. EIl RNAm de muestras de tejido muscular fue utilizado para el
DD. La obtencién de cDNA fue realizado con usando la enzima transcriptasa reversa en PCR (PCR-RT). Un gel
de gel de policridamida-urea (PAGE) al 6% fue corrido a alto voltaje; siendo las bandas diferenciales observadas
posterior al revelado del gel. EI cDNA es recuperable por elusion y reamplificado por PCR. La calidad de éste es
evaluada en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Para este estudio la secuencia fueron obtenidas en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca.
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2.2.4 Pools de muestras

Las muestras fueron puleadas con el fin de eliminar la variabilidad individual. Se
homogenizaron los RNA’s totales de los individuos para obtener 1ng/pl de muestra. Para el
AET; se formaron los siguientes pools: P15 (N=2), G5 (n=3), Pz (n=4) y Gy (n=4). Para el
AET?2 los pools fueron: Cigsmax. (N=3) Y Ci65 min. (N=4).

2.2.5 Amplificacion de DNAc por RT-PCR

Los cDNA’s de cadena sencilla fueron obtenidos a partir de los mRNA’s mediante la
transcriptasa reversa (RT) (Super script™ Ill-one step), siguiendose el protocolo de
Invitrogen Cat.N°1254-026. Dos pares de juego de cebadores fueron utilizados: 2 arbitrarios
P (P1y Ps) y 2 oligo-DT de anclaje T (T1 y T), siendo los juegos P1T; (A) y PsT7 (A’). Las

secuencias son especificadas a continuacion en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tabla 1: Secuencia de los cebadores utilizados (arbitrario, P; y Pg; oligo-DT de anclaje, T; y T7) con sus respectivas
concentraciones.

Identificacion Secuencia Concentracion (pM/pl)
P1 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA 28
P6 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG 27.30
T1 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA 25.2
T7 CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGA 28.59

Los cebadores P arbitrarios fueron disefiados por la empresa CLONTECH vy sintetizados por
el IBT-UNAM en Cuernavaca (Morelos); estos fueron basados en la secuencias nucleotidicas
de las regiones codificantes de los mMRNA'’s eucariontes. Los ciclos del PCR fueron: 1x (55°C
307,), 1x (94°C 5’, 40°C 5’, 68°C 5’), 2x (94°C 2’, 40°C 5’, 68°C 5”), 35x (94°C 1’, 60°C 1°,
68°C 27), 1x (10), 1x (4°C ).

2.2.6 Desnaturalizacion en gel de Policridamida (PAGE)

Los cDNA’s fueron desnaturalizados en un gel de policridamida-urea al 6% (70 ml),
compuesto por: 14 ml TBE (5x), 10.5 ml de acrilamida-bisacrilamida (38.9% — 1.1%), 29.4 g
de urea 7M, 300 pl de TEMED y 500 pl de persulfato de amonio (0.1%). La electroforesis se
realiz6 en una celda de secuenciacion Bio-Rad ®. El gel fue pre-corrido con TBE 1x (buffer)
a 5,000 volts (30 mA) por 20 minutos. Previo a la carga de los cDNA los pozos fueron

lavados minuciosamente con TBE (1x) para eliminar restos de acrilamida no polimerizada,
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posteriormente stos fueron cargados 5 pl de cDNA (pool) y 3 pl de marcador especificado en
el punto 2.2.2. El gel fue corrido siguiente el protocolo de Liang y Pardee, (1992) a 70 W por
3:15 horas. Dicho tiempo esté asociado al tamafio de los fragmentos esperados, porosidad de

la matriz, separacion de las bandas para escindirlas, tamafio del gel y el tipo de buffer.

2.2.7 Tinciény revelado de gel

Los pasos para la tincion y revelado del gel fueron los siguientes: (1) la fijacion del gel fue
realizada sumergiendo éste en una solucion de acido acético al 10%, siendo agitado
horizontalmente por 20 minutos. (2) Para el enjuague del gel se utiliz6 agua ultra pura,
realizandose 3 veces cada 2 minutos. (3) La tincion fue hecha con una solucion compuesta
por nitrato de plata (2 %) y de formaldehido al 37% (3 ml) en 2 litros de agua pura. El gel fue
agitado constantemente por 30 minutos. (4) Para el revelado del gel se utilizé una solucion de
carbonato de calcio, siendo agitado hasta la aparicién de las bandas. (5) Para detener el
relevado se aplico nuevamente el acido acético (ver 1) como solucién stop. Revelado el gel es
puesto en un transiluminador de luz blanca para la identificacion de las bandas diferenciales

de los cDNA’s. Las soluciones utilizadas en estos pasos son especificadas en el Anexo 2.

2.2.8 Criterios de seleccion de bandas diferenciales

Los siguientes criterios fueron utilizados para la indentificacion de bandas diferenciales (BD),
clasificadas como: inducidas (+), reprimidas (-), disminuidas (<+) y sobre inducidas (++) en
funcion de grupos referenciales. Para el caso del AET; se tom6 como grupo referencial a G
para ambas edades (Gis y Gvg), siendo comparado con P a las edades respectivas. Por
ejemplo: la presencia de bandas solo en Gis y no en P35 se denominara como BD (+) Gss; la
ausencia en Gis y presencia en Pis serd identificada como BD (-) Gis y BD (+) Pss; la
ausencia en ambos grupos a una edad determinada serd denominada solamente como BD (-)
Gis y/o BD (-) Gyo. Si existiera una mayor concentracion del cDNA en P35 en comparacion a
Gis, la nomenclatura a utilizar seria: Gis (<+) y P15 (++). Este mismo criterio fue utilizado

para el AET, siendo el grupo de referencia Ciesmax-

2.2.9 Elusion y Reamplificacion de DNA
La recuperacion de DNA de las bandas diferenciales fue realizado siguiendo el protocolo de
Promega (Wizard® SV Gel and PCR clean-up System) (especificado en el Anexo 3). Se

resuspendio el cDNA purificado en 20ul Agua Sigma por 15 minutos a 94°C, siendo esta
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suspension tomada como el paso de templado del PCR.

Los cDNA’s de las bandas fueron reamplificados con PCR utilizando el protocolo de
Promega. Para ello se utlizaron los siguientes componentes, todos ellos mezclado a
temperatura ambiente, para producir una reaccion de 25 pl/banda por duplicado (50 pl/banda)
2 (1) 10 pl de buffer 5X (Green Go Taq ® Flexi Buffer); (ii) 4 pl de solucion MgCly;(iii) 1 pl
de Mix nucleotidos para PCR; (iv) 0.5 pl de Primer P (sense primer); (v) 0.5 ul de Primer T
(anti-sense primer); (vi) 0.25 pl de enzima Go Tag ® Hot Start polymerasa; 5 pl de DNA
templado y 28.75 pl agua libre de nucleasas. La amplificacion fue realizada en los siguientes
ciclos: 1x (94°C 5%), 20x (94°C 1’, 60), 1x(68°C 10’). Se evaluo la calidad de los productos
del PCR en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, para ello se utilizaron 5 pl de

cDNA'y 2 pl de marcador sefialado en el punto 2.2.2.

2.2.10 Secuenciacion

Los productos de la PCR fueron secuenciados por el método Taq FS Dye Terminator Cycle
Sequencing Fuorescence-Based en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca,
Morelos). Las secuencias fueron analizadas mediante la busqueda de homologia en el sitio
Web del Centro Nacional para Informacion Biotecnologica (NCBI) usando herramientas de la

familia BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov), las cuales realizan una busqueda en la base de datos

del Gene Bank para obtener los valores de E y % de homologia. El estimador E corresponder
a un algoritmo que implica la homologia y qué probabilidad hay de que una secuencia se
pueda emparentar con otra; mientras mas pequefio sea éste, un valor mas significativo se

obtendra.
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I11.  RESULTADOS

3.1 DD

Los resultados obtenidos de la electroforésis del DD muestran diferencias en las poblaciones
de transcritos en ambos analisis de ET, siendo algunos ejemplos visualizados en la Figura 2.
Las caracteristicas de las BD seleccionadas para la secuenciacion son presentadas en la Tabla
2.
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Figura 2: Expresion de transcritos (ET) obtenidos en el DD para el andlisis del transcriptoma asociados a la variabilidad de
peso inicial (Pi) y del crecimiento (VC) edad de juveniles hermanos en O. maya mantenidos bajo condiciones de ambiente
controlado (temperatura y alimentacién). Bandas diferenciales (BD) inducidas (+), reprimidas (-) y sobre inducidas (++)
fueron identificadas en ambos anélisis. Gel de PAGE (6%) corrido a 70W por 3:15 horas segun Liang y Pardee (1992). (<
300 pb). (M = marcador molecular) Las siguientes secciones permiten visualizar las BD:

Seccién 1: (recuadro verde) Se observa la expresion de BD asociadas a los 70 dias para ambas categorias de Pi: BD (+) P,y
G0y BD, y (-) en Gy5; BD de peso molecular entre 1500 y 900 pb (cebadores P T,).

Seccidn 2: Se observa la expresion de BD asociadas a los 15 dias en Py G: BD (+) en G5y P15y BD (-) en Gyo. BD de
pesos moleculares de aproximandamente de 400 pb (cebadores P¢T5).

Seccion 3: Se observan BD (< +) en Cygsmax. Y (+) Cigsmin. (Cebadores P T;)

Seccidn 4: Se observan BD (+) en Cigsmax Y Ciesmin. (Cebadores P;T;)
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Tabla 2: Bandas seleccionadas para secuenciacion: inducidas (+), repridas (-), (<+) disminuidas y sobre inducidas (++).
Pooles provenientes de pequefios (P) y grandes (G) a los 15 y 70 dias de edad (AET,), y de individuos de crecimiento
mMAaximo (Cigsmax.) Y Minimo (Cgsmin) @ los 165 dias de edad (AET,).

AET (+) O] (<+) (++) N Bandas P.M (pb) Cebadores
1 GV P Gis Y Pss No No 3 1500 - 900 T1P1
1 GnY P GisyYPis No No 3 1500 - 900 T6P7
2 Ciesmax. Ciesmin. No No 3 400 - 600 T1P1
2 No No Cie5max. Ci65min. 1 422 - 615 T1P1
2 No No Cissmin. Cigsmax 1 485 - 650 T1P1

3.2 Anadlisis bioinforméatico

Un total de 13 secuencias fueron obtenidas a partir de las 11 bandas seleccionadas del DD,
siendo descritas en el Anexo 3. La siguiente tabla (Tabla 3) muestra los resultados de la
busqueda por Blast en las bases de datos de GeneBank, principalmente en aquellas secuencias
seleccionados en donde se obtuvieron altos niveles de homologacién y bajo valor-E, siendo

estas discutidas para su eventual interpretacion del crecimiento de Octopus maya.

Las secuencias S1y S2 fueron obtenidas de bandas inducidas tanto en P como en G a los 70
dias, siendo reprimidas en ambas categorias a los 15 dias de edad. Estas secuencias
presentaron altos niveles de homologacion con los siguientes genes: (i) Precursores de
mensajeros relacionados con la oxidasa, la caseina, quinasa 1 y miosina de cadena pesada en
la orquidea (Dendrobium grex); (ii) mensajeros asociados a la resistencia de la enfermedad de
la hoja (“leaf blast”) en el arroz (Oryza sativa); (iii) mensajeros asociados al factor de
elongacion 2 del calamar Loligo peleai y al grosor de grasa en el porcino Sus scofra. (iv)

microsatélites del octopodos polar Graneledone boreopacifica (Moight y Feldheim, 2009).

Las secuencias S4, S6 y S7 corresponden al experimento 2 y provienen de bandas (+) en
animales de mayor crecimiento a los 165 dias de edad. Estas también se alinearon con
mensajeros de proteinas metabdlicas de Dendrobium grex y de resistencia de Oryza sativa.
La secuencia S5, obtenida a partir de una banda (++) de individuos de maximo peso los 165
dias, tuvo un alto grado de empalme con los microsatélites de G. boreopacifica. En
oposicién, la S8 de una banda (++) en el mismo grupo de animales se alinearon con el RNAmM
de resistencia en Oryza sativa y con el mensajero otgl4 asociados a genes de floracion en
Dendrobium grex. La S9, proveniente de bandas (+) en Py y Gyo tiene un nivel de
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homologacion alto con la fenilalanina amonialiasa en Dendrobium grex, con la proteina
ribosomal L-9 y L-14 en tilapia (Oreochromis niloticus) y genes expresados en condiciones
de sequia en Arachis hypogaea (cacahuate). Esta secuencia fue asociada también a las
proteinas metabolicas, estructurales y de resistencia de Dendrobium grex y Oryza sativa

respectivamente.

Las S10 y S11 fueron obtenidas con los juegos de cebadores T6P7 en bandas (+) asociadas a
los 65 dias de edad en ambas categorias de tamafio (P y G). Estas se alinearon con el
microsatélite 87 de G. boreopacifica y con genes asociados al metabolismo del pez plano P.
americanos (ATP asas), promotores de crecimiento, como el precursos de catepsina aislado
del parasito Ixodes ricirrus y genes asociados a la hormona de desarrollo gonadal (GTH) en

el esturién Acipenser gueldenstaedtii.
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Tabla 3: Principales nombres y funciones de secuencias (S) encontradas al aplicar el DD para analizar la expresién de genes diferenciales asociadas al tamafio inicial y a la edad de juveniles de
Octopus maya. Se especifica el origen de las secuencias, indicandose si estas fueron inducidas (+) y sobre inducidas (++).

Secuencia Cebadores Locus PPCH Valor -E | % Homologia Ta(r;g)no Origen
Dendrobium grex, mMRNA oxidasa (+)
s1 TIPL | AF1075011 | DS 0.019 100% 422 P10y Gro
Dendrobium grex, precursor de (+)
S1 T1P1 AF107587.1 MRNA (0tg6) 0.066 100% 432 P-oy Gro
Oryza sativa, mRNA de resistencia )
S1 T1P1 AF448491.1 a enfermedad en hoja 0.23 96% 615 Py Gro
Loligo pealei, mRNA del tipo (+)
S1 TiP1 AY702202.1 factor-2 de elongacién 0.81 96% 1015 Py Gro
Sus scrofa, marcador molecular (+)
Sl TiP1 AY626262.1 asociado al grosor de grasa 0.81 100% 413 Py Gro
Dendrobium grex, mRNA caseina (+)
s1 TIPL | AFLO7502.1 | et 4 0.81 100% 385 Py Gn
Dendrobium grex, mRNA miosina +)
S1 T1P1 AFL07585.1 | 4 cadena pesada (otg2) 0.81 100% 065 P20y Gro
Graneledone boreopacifica, +)
S2(*) T1P1 EUBB7435.1 | \1icrosatélite Grago 2e-09 76% 650 Py Gno
Graneledone boreopacifica, 485 (+)
S2 (%) T1P1 EU687441.1 microsatélite Gral4 1e-07 3% P70y Goo
Graneledone boreopacifica, 469 (+)
S2 T1P1 EUBB7447.1 | microsatslite Grag? 0.002 70% P1oy Gro
+
sS4 T1P1 AF107591.1 | Dendrobium grex , mRNA otg14 0.067 100% 422 cl(GSn)m
Dendrobium grex, precursor de 432 *)
S4 T1P1 AF107587.1 | |'eNA (otg6) 0.067 100% Caesméx.
Oryza sativa, mMRNA de resistencia 615 (+)
S4 T1P1 AF448491.1 a enfermedad en hoja 0.23 100% Ciesmix
Dendrobium grex, mRNA caseina 385 (+)
S4 T1P1 AF107592.1 quinasa | (otg16) 0.82 100% Cie5max
Graneledone boreopacifica, ) 650 (++)
S5 (%) TiP1 EU687435.1 microsatélite Gra69 2¢-09 6% Cassmin.




T1P1

Graneledone boreopacifica,

1e-07

73%

485

(*++)

*
S5 (%) EU687441.1 microsatélite Gral4 Cassmin.
+
S6 T1P1 AF107591.1 | Dendrobium grex, mRNA (otg14) 0.092 100% 422 Cl(%r)né
X
Oryza sativa, mRNA de resistencia 1 +)
S6 T1P1 AF448491.1 a enfermedad en hoja 0.32 100% 015 Casmax
+
S8 T1P1 AF107591.1 | Dendrobium grex, mRNA (otg14) 0.086 100% 422 C1(65) ,
max
Oryza sativa, mMRNA de resistencia 615 (+)
S8 TiP1 AF448491.1 a enfermedad en hoja b 100 Cagsmax
. Dendrobium grex, mRNA 402 (+)
S9 (%) P6T7 AF100336.1 fenilalanina amonia-liasa (ovg43) 7e-05 96% P70y Goo
. Oreochromis  niloticus, MRNA 372 +)
S9 (%) P6T7 EU848300.1 proteina ribosomal L-9 3e-04 100% P7o Y G
S9 (%) P6T7 DOQ812977.1 | Arachis hypogaea, mRNA clon | 5, oy 100% 147 )
PTDI Py Gro
Oreochromis  niloticus, MRNA 2 (+)
S9 PETY EUB48299.1 proteina ribosomal L-14 0.011 100% o0 Py Gano
Oryza sativa, mMRNA de resistencia 1 (+)
S9 PeTY AF448491.1 a enfermedad en hoja 0.081 93% 615 Py Gro
Dendrobium grex, mMRNA caseina 385 +)
S9 PETY AF107592.1 quinase | (otgl16) 0.081 100% Py Gro
Dendrobium grex, mRNA miosina 665 +)
S9 P6T7 AF107585.1 de cadena pesada (otg2) 0.081 100% Py Gro
. Graneledone boreopacifica, 469 (+)
S107 (%) P6T7 EU687447.1 microsatélite Grag87 2e-08 1% P70 Y Gro
s Dendrobium grex, mRNA 402 +)
$107 (%) P6T7 AF100336.1 fenilalanina amonia-liasa (ovg43) 1e-06 100% P20y Goo
o Oreochromis  niloticus, MRNA 372 +)
S10° (%) P6T7 EUBA48300.1 | 1\ teina ribosomal L-9 Se-04 100% P7o Y G
S10° (%) P6T7 DOQ812980.1 | Arachis hypogaea, mRNA clon | g, oy 100% 114 )
PTDS-1 P20y Goo
s Dendrobium grex, mRNA caseina (+)
S10° (%) P6T7 AF107592.1 quinase | (otg16) 5e-04 100% 3 P20 Y G1o
< -
S11(*) PET7 DO812977 1 | Arachis hypogaea, mRNA clon 1e-04 100% 147 ()
DQ812977.1 | pyp, Py G
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S11(*) P6T7 EU848300.1 gﬁg?:£$$§30£;'loﬁifgus' MRNA | 1604 100% 372 P7o(;)G7o
10 P6T7 AF100336.1 fiiﬂgg:ﬁ;n amon?ar-el)i(ésa (O\ZI;E?I:;A le-04 100% 102 P70(;)G70
or7 | amisoioos | Dot e nRVA| oo | e | um |, (R
o7 | Euszersnz | Pole o VAT | ooy | apy | 18| gy,
T | oo | e | g | oo | e | W | G

(*) Secuencias con valor-E mas bajo (< 1 e-04)
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IV. DISCUSION

Mediante la aplicacion de la técnica de DD se pudo explorar el transcriptoma de juveniles
hermanos de Octopus maya durante la fase exponencial de crecimiento, siendo el primer
estudio para la especie. EI DD ha sido ampliamente utilizado para analizar los transcriptomas
en diferentes taxas, sobretodo en situaciones extremas o de estrés (Chia et al., 2001; Magbool
et al., 2008) y en respuestas asociadas a cambios de dieta (ejemplo: Litopeneaus vannamei
Chavez, 2009), siendo validada en esta especie y bajo estas condiciones experimentales. A
continuacion se discuten los resultados obtenidos en ambos analisis de expresion de

transcritos.

La ausencia de bandas diferenciales entre las categorias de peso inicial (Pl) para ambas
edades complementa los resultados obtenidos en el Capitulo 2, demostrando la independencia
del crecimiento en edades posteriores (70 dias) ante el peso inicial. La presencia de un patron
de bandeo asociados a las edades, igualmente expresada en ambas categorias de PI, nos
permite inferir que existen respuestas genéticas asociadas con la edad de los individuos. Los
mensajeros homologables a las secuencias derivadas del andlisis de variacion de crecimiento
fueron las mismas que las identifcadas para el analisis del efecto del tamafio inicial, siendo

incorporadas ambas en una misma discusion.

Secuencias (S) asociadas a los 70 dias de edad fueron homologables a codificantes para
proteinas asociadas al metabolismo, crecimiento y proteinas estructurales durante la floracion
de D. grex (Yuy Goh, 2000). Clones de mensajeros para la oxidasa (otg14), caseina quinasa |
(otgl6), fenilalanina-amonioliasa (ovg43), precursor de RNAm (otg6) y de miosiona de
cadena pesada (MCP) (otg2) presentaron alta homologacion y bajo valor-E. Los clones otg
(orchid transitional growth) y ovg (orchid vegetative growth) fueron obtenidos durante la
caracterizacion de la transicion floral de D. grex por Yuy Goh (2000). Si bien estas proteinas
estan asociadas a plantas y la busqueda de interpretacion puede ser obviada (Chavez, 2009), la
compatibilidad de las secuencias con estos mensajeros nos permiten hacer algunas

exploraciones e inferencias sobre el crecimiento somatico de O. maya.

Por ejemplo, la caseina quinasa | es una enzimas selectiva de serina/treonina que participa
como regulador de rutas de sefiales de traduccion en la mayoria de las células en eucariontes.

Esta enzima ha sido también asociada con las quinasas del neurofilamento en el axoplasma de



calamares (Floyd et al., 1991), pudiendo ser un futuro referente sobre transcritos asociados al
sistema nervioso de O. maya durante su ontogenia. La presencia de esta enzima puede estar
relacionada por el tipo de tejido utilizado para el DD, el cual correspondidé a la corona
branquial (cefalopodio) que es una de las zonas de mayor crecimiento en cefalépodos junto
con los brazos (Semmens et al., 2004), siendo también una de las principales vias sensoriales
en cefalopodos (Hanlon y Messenger, 1996). Futuras investigaciones en esta area podrian
utilizar como marcadores moleculares las secuencias encontradas dado su alto nivel de

empalme dentro de los locus identificados (por ejemplo: S10, valor-E = 5x10™).

La homologacion con mensajeros de MCP a los 70 dias de edad nos permite hacer ciertas
extrapolaciones sobre dindmica muscular de los juveniles. La MCP es una proteina miofibrilar
que esta presente en la musculatura en vertebrados e invertebrados (Hoper y Thuma, 2005),
incluyendo a los cefalopodos (Matulef et al., 1998). Su presencia también ha sido identificada
durante la hidrolisis de células musculares de brazos de O. vulgaris, siendo esta parte del
cuerpo una de mayor nivel de actividad hidrolitica (entre 40 y 500 veces mas que peces)

(Hurtado et al., 1999), no descartandose un estado de hidrolisis en las muestras procesadas.

En peces teledsteos la presencia de MCP esta asociada a la hiperplasia (Rescan, 2005),
proceso de formacion de nuevas fibras que ocurre principalmente en las etapas mas tempranas
en vertebrados y algunos invertebrados, no siendo este el caso de los cefalopodos. La
dinamica muscular en cefalépodos estd dada por la combinacion de hipertrofia (aumento
celular) e hipertrofia (Moltschaniwsky, 2004), independiente de la edad y el tamafio (Martinez
y Moltschaniwsky, 1999). Ambos procesos presentan una inversién de energia diferencial que
no estd asociada directamente a la ganancia en peso de un individuo (André et al., 2008):
mientras que la hiperplasia estd asociada a un mayor gasto energético y a una baja ganancia
de peso, la hipertréfia a su vez es mas eficiente en términos de energia ya que el aumento de
las fibras musculares puede ser alcanzada por el incremento del fluido intracelular
repercutiendo en una mayor ganancia de peso (André et al., 2008). Se propone el uso de esta
secuencia como marcador molecular para la indentificacion del estado de hiperplasia en la

especie.

Ls procesos de dinamica celular son controlados por factores endrocrinos especificos
presentes en la sangre y por factores de crecimiento en peces (Rescan, 2005). La presencia de

MCP es complementada con la homologacién (S11) con un mensajero del gen que participa
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en la transcripcion de la sub-unidad B-LH de la gonadotrofina (GhTII), sub unidad que es
responsable del desarrollo gonadal durante los estados inmaduros de peces teledsteos (Hurvitz
et al., 2005). Si bien el sistema endocrino de O. maya no ha sido caracterizado y la asociacién
con este mensajero debe ser especulativa, un reciente estudio en la especie puede ser tomado
como precedente al evidenciar histolégicamente la maduracion precoz en machos (< 10
gramos) en condiciones de cautiverio. Ciertas condiciones de cautiverio podrian forzar la
maduracion sexual anticipada en algunas especies de octopodos bajo régimenes de alta
temperatura y escazo alimento (Boyle y Knobloch, 1984), ampliando nuevos antecedentes
sobre los factores bioticos que generan variabilidad en el crecimiento de muchas especies de

cefalopodos, como es el caso del sexo (Semmens et al., 2004; Triantafillos et al., 2004)

La homologacién con enzimas asociados a respuestas de estrés en plantas es aventurada
debido al desconocimiento de las enzimas metabdlicas de O. maya, sin embargo algunos
antecedentes pueden servir como precedentes. La fenilalanina-amonioliasa (FAL) es una
enzima reguladora de la sintesis y acumulacion de fenilpropanoides en diferentes tejidos y
especies de plantas, demostrando su presencia un estado de estrés (Unitani y Asahi, 1980). El
locus AF448491.1 correspondiente al gen de resistencia de la enfermedad de la hoja en Oryza
sativa fue homologo a la S9. Ademas se obtuvo homologias con transcriptos asociados a
condiciones de sequia en el cacahuate Arachis hypogaea. La presencia de los tres mensajeros
podria demostrar una respuesta de los juveniles de O. maya ante las condiciones
mantenimiento. Esta aventurada observacion puede ser complementada la alta mortalidad
obtenida en la poblacion 1 de la cual se obtuvieron los juveniles (ver Figura 4, punto 3.2,
Capitulo 2).

La presencia de bandas diferenciales en funcion de la edad puede estar asociada a una serie de
cambios que experimenta O. maya al pasar de una alimentacion enddgena (vitelo) a exdgena
durante los 10 primeros dias de vida (Moguel et al., en prensa). Se plantea la posibilidad de
que algunos mensajeros estén codificando genes asociados al metabolismo durante la
ontogenia de la especie. Esta aseveracion es respaldad al obtener homologia de la S11 con la
subunidad-p de la bomba H+/K+ (ATPasa) aisladas del estomago del pez plano Pleuronectes
americanus durante su estadio larval (Douglas et al., 1999). Estos mensajeros también se
alinearon con RNAs que codifican una catepsina aislada del estomago de la garrapata Ixodes
ricinus (Sojka et al., 2008). La catepsina es una enzima proteolitica que se encuentra en

tejidos animales y que cataliza la hidrdlisis de proteinas a polipéptidos, siendo su actividad
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identificada como un promotor de crecimiento.

Uno de los principales resultados obtenidos en esta investigacion fue la elevada homologia
que presentaron las secuencias S2, S5y S10 con los microsatélites (Grl4, Gr69 y Gr87) del
andlisis de paternidad maltiple en el octopodo bentonico Graneledone boreopacifica (Voight
y Feldheim, 2009). Su importancia radica en que actualmente no se dispone de secuencias de
regiones microsatelites para O. maya, pudiendo ser éstas usadas para el disefio de nuevos
microsatélites y que permitan complementar el reciente estudio realizado en el anélisis

poblacional de diferentes localidades de la Peninsula de Yucatan (Juérez, 2009).

Los microsatelites son pequefias secuencias formadas por pocos nucléotidos, generalmente
entre 2 a 4, los cuales se repiten de forma continua en una locacion particular de los
cromosomas (Leclercq et al., 2007). Ellos estan presentes en todos los organismos
eucariontes, principalmente en regiones intergénicas. El interés de los microsatélites se debe:
(i) a que algunos estan involucrados en funciones moleculares, como la recombinacion o
regulacion de factores de transcripcion; (ii) y a su aplicacion como marcadores moleculares en
biologia poblacional. Las altas tasas de mutacion son el resultado de un extenso polimorfismo
dentro de las poblaciones, siendo la mayoria de los microsatélites selectivamente neutrales
(Leclercq et al., 2007).

La aplicacion de la herramienta molecular del DD impacta desde multiples aristas el
conocimiento de Octopus maya al ser esta una técnica que permite la exploracion de genes.
La exploracién del transcriptoma aqui realizado, de igual modo, orientard futuras
investigaciones que requieran de una mayor resolucion de los genes que se inducen o
reprimen bajo ciertas condiciones ambientales y metabdlicas con miras a la optimizacion de la
engorda. Para ello, de igual modo, se prevee la necesidad de abrir nuevas investigaciones en
genética aplicada al cultivo intensivo de pulpo ya sea evaluando la heredabilidad del
crecimiento por la constitucion de “familias” que permitan alcanzar un crecimiento

homogéneo y maximizado, necesario para el escalamiento de la actividad.
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ANEXO 1
REACTIVOS Y SOLUCIONES EMPLEADAS PARAEL DD

Dietilpirocarbonato (DEPC) (0.1% v/v, esterilizada): con la finalidad de inactivar las
ribonucleasas por modificacion covalente, el DEPC es un agente alquilante muy activo con
capacidad para alquilar los aminoacidos de las proteinas, alterando su estructura y en
consecuencia su actividad bioldgica, produce una etoxiformacion de los residuos de histidina

de las RNAsas, destruyendo su actividad hidrolitica.

Reactivos para la extraccion de RNA:

Trizol: Su accion permite la lisis de la membrana plasmatica de la célula; es un agente
caotropico para la desnaturalizacion de proteinas y solubilizacion del tejido. (Tiocianato de
Guanidina 0.8M, Tiocianato de Amonio 0.4M, Acetato de Sodio 0.1M pH 5.0, Glicerol 5% y

Rojo de Fenol 0.1%).

Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1): Permite separar carbohidratos, lipidos y proteinas, al

igual que los compuestos fendlicos; su uso permite precipitar los acidos nucléicos.

Isopropanol: Permite precipitar el RNA total.

Citrato de sodio 0.8 M/Cloruro de Sodio 1M: Otorga al RNA total una mayor densidad

permitiendo ser separado del DNA genémico.

(111) Buffers de carga: 50mM Tris, 1mM Acido acético, 2mM EDTA pH8.5.

(Iv)

1.

Soluciones para el DD
Preparacion placas: Blinder (1 ml): 5 pl de blind (marca) en 1 ml de etanol; se incorpora

después 30 ul de solucion de acido acético:agua sigma (1:10).

Revelado del gel: (2.1) Solucion de fijacion: Se utilizd acido acético glaceado, el cual fue
compuesto por 200 ml de &cido acético glaceado en 1,800 ml de agua ultra pura. La solucién
debe ser utilizada s6lo una vez. (2.2) Solucidn de tincion: 2 g de nitrato de plata y 3 ml de
formaldehido al 37% en 2 litros de agua pura. (2.3) Solucién de revelado: Se disolvié 60 g (1
paquete) de carbonato de sodio (Na,COs3) en 2 L de agua ultrapura. Esta fue mantenida en
refrigeracion (10°C) previo a su uso. Inmediamente antes de ser utilizada, se adicioné 3 ml de

formalina al 37% y una alicuota de 400 pl tiosulfato de sodio (10 mg/ml) para completar la
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solucion.

ANEXO 2
PROTOCOLO DE PROMEGA (Wizard® SV Gel and PCR clean-up System)
PARA RECUPERACION DE cDNA.

I. Disolucion del fragmento de gel: Cada fragmento de gel fue puesto en un tubo de
centrifugacion, adicionandose 10 pl de una solucion de membrane solutions por cada 10 mg de
fragmento de gel. Cada tubo fue homogenizado e incubado entre 50 y 65°C hasta que los

fragmentos estuvieran completamente disueltos.

Il. Binding DNA: Los fragmentos de gel disueltos fueron colocados en una mini columna
compuesto por un filtro para la purificacion del DNA. Cada mini columna fue colocada en un
tubo nuevo de recoleccion (1.5 ml) para luego ser centrifugadas a 13,000 rpm por 1 minuto. Los

filtros con DNA fueron nuevamente colocados en otro tubo de recoleccién nuevo.

I11. Lavado: Se adiciond 700 pl de la solucién de lavado Membrane Wash Solutions (con etanol

afiadido) a los filtros con el DNA. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm
por 1 minuto. Luego se extrajeron los filtros, adiciondndose en cada uno de ellos 500 pl de
solucidn de lavado. Se centrifugé nuevamente a 13,000 rpm por 5 minutos. Nuevamente el filtro
fue extraido y colocado en un tubo de coleccién nuevo; ambos fueron centrifugados sin taparse

para permitir la evaporacion del etanol.
IV. Elucién: La microcoluma con filtro fue cuidadosamente en un tubo de 1.5 ml, adicionandose a

ésta 20 pl de agua libre de nucleasas. Luego fueron incubadas a temperatura ambiente por 1

minuto y centrifugadas posteriormente a 13,000 rpm por 1 minuto.

87



ANEXO 3
SECUENCIAS (S)

S1(T1labl)
GCAACTTGTTCTCGATTATTGACATTCCTTGGGCGCTTGTTAAGGATTGACCGCTGG
TTAGCGGCTTGAGGCAACCGCTGATACAGCCATTGGTGCGCTAGTATTTCTTCTTCA
TTTACTGTACTGTAAACAGTTTTTCTTGTACCCGTTTTGACTGATAAGCAAGACTAA
ATTGAATGCCTATTATAACAGAAAATGTTATTGGATCTAGCATTGCAGATATTTCATT
CCCCAGCATTTAGTGAGGGTTAATAAAAAAGA.

S2(T1labl)
TAGAGCTGTATTTGACCGGCCTCCTTCTTAGTAGCAGGGTTATGAAAGTAAGCACA
TTGTTTTGTTGATCATCCTTTAAATCTTTAGGTTTCACAGATTTTGTAGTTCCAGAAA
TAGTGACAGTTTGTAGTGTATGAATCAAGGATTTTCAAAACTGTTATCAACATTCCA
TGGATGTTCACCTTGTCTTGTATTTTTCAAACCACATTGGTGACCGGTGGGCAGCT
GATTTCCACAACAGAACATATCTTTTCATTGTAGTCCCCAGCATTTAGTGAGGGTTA
AATAAAAACCCTCACTTACTGCTGGGTGTTAAAAAAAAAAATATCCCTCACCATAG
GGGA

S3 (Tlabl)
GCCTTACATATATAGCGGAGACGTAGGAATTAGCAGCAATGCTCCGCGACTCGTAG
AAGATCTGTCATCTGATATCTTGTACAATTAGGTCGTGTCACTGTAAGTTACAGCTT
CGAAGTGCGACTCATGCTTGCTTACAGATTCGCGCAATCGTACATCGATCAGGCTC
AGTAGCATTGCATGACAGTATAGTCAGCTTAAAAGAATCCTCCCATTG

S4 (T1abl)
CACGTACAATAAGGCTGTTTAACGGAGTTGAGCTGTTATTAGTTACCATAGCAACA
GGCTGGTAGTGGAGGTGATAGTGGGTTGGGGCAGGGGAGAGTTAGAACAAATTCC
AAGACTGGAACAAAAGCCAATCTTAAGGAATTTATCCTAAAACAGTGAAATCATAG
GGGGAAGGGTCATTGTCCAGTTAATGAACACATTAAAGTCTCCTCGACGAGTGCG
ACTCAATTAGAATCCCCAGCATTTAGTGAGGGTTAATAAA

S5 (T1abl)
ACGAGCTCTTTTTGAGCGTTACTCCTTCTTAGTAGCAGGGTTATGAAAGTAAGCAC
ATTGTTTTGTTGATCATCCTTTAAATCTTTAGGTTTCACAGATTTTGTAGTTCCAGAA
ATAGTGACAGTTTGTAGTGTATGAATCAAGGATTTTCAAAACTGTTATCAACATTCC
ATGGATGTTCACCTTGTCTTGTATTTTTCAAACCACATTGGTGACCGGTGGGCAGCT
GATTTCCACAACAGAACATATCTTTTCATTGTAGTCCCCAGCATTTAGTGAGGGTTA
ATTAAAAACCCTCACTTTCCCCCTGGGGGTTAAAAAAAAAATTTTCCCCTCCCACA
AAGGAGG

S6 (Tlabl)
AGTACAATTCGGTTGGATTTTAGTGGTTAGCTTTTATTGTTTATGCTTGTTTTTAATT
ACTTGTTTAGTTTATTATTATTATTATTATTATTTTCCTTTAAATAATGAAGGTTTCATT
TTTGCTTGTTCTTCCAGATAAGTTGGTTTTTTTTAGCGAAAATTACACAGAGCCCCC
TATTGTTAAGAGGAAAGGGGCTGTCACTGGTAATTTGCCTGGCCCCCAGCATTTAG
TGAAGGATTAAAAAAACCCCCCCCTGATGCTGAAAAAAAAAAAAAATCCCCCCCC
CTCCGGGGGGGGGG

S7 (Tlabl)
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ATTAACCCTCACTAAATGCTGTATG

S8 (T1labl)
CTGCTACTGCTGGGGTAGAATGACCGATCAGAGGTTGCTGAGAGTACGTGAATAGA
TTAAAGAAGAAATTAAGAGATTTGGTAACGTTAGTATTATGAAAGTCGGGCATTAC
TTCAGCAGCTAGGTTAACCATTTTTTCTCAATTTTGTAAAGGTGATGAAATATGTGA
AGCGATGGTTGCCCTTCTAACACTGCCTGAGCGTACTACCGGGACTGAAATATGTA
AAATTGCTGTGAACGATATCTCTTCTCGACAAATTGACATTTCAAAAGTACTATCCG
TCACAACAGATGGTGTCCCCAGCATTTAGTGAGGGTTAATAAAAA

S9 (P6abl):
GCTCATCTCCAGGCTGGGACCACATTCTATATGCTCCTACACAATTCAGGCTCACAA
TGCATAAATTCACTGAACACAATTTATTTTCCTCAACAAGCCCTGCTCTATTTAACA
TTATCCCAAACAAATCATAAAAAAAGATATCACTCAGCATAATGAATAC

S9’ (T7abl):
TTCTCTGGGTATCGTTAATAGAGCAGGGCTTGTTGAGGAAAATAAATTGTGTTTCA
GTGAATTTATGCCTTGTGAGCCTGAATTGTGTAGGGAGCATATAGAATGTGGTCCCA
GCCTTGGTTGATCTGAGCTGAGTGACCCAGCATTTAGTGAGGGTTAATCTGATACT
GTACACGTATACCTCAAAAAAAAAGATATCACTCAGCATAATGA

10 (T7abl):
ACAGTCATAGAGAGGAGGGTTAATCATACTTTACTGGAGTTTTGTTGGTGAGGGGG
AGCTTTTCGCTTTACACTTCCACCCTCCTTCCAACCACCGCATAGTGCCATACTTTA
ACACATATAAACACGATGAGCCGCAGGCGCCCCAACTTTTGTGGGAATACAAACA
CGGAGTGGTTTTAATACACAAAGCACTGTCAAAAAGAAGGACTCACTCCCTGAGA
GAAACACAGAACTTTTCTTTTCATTGACAAACCCAACAATGATTGAGGGTTAATAA
AAGTCTCGCGAGAGAAAGAGAAGGAGATGACCC

S10° (P6abl):
GGGAAAATTACCTCGCGTTCTCTCGCATAGGAGGGATACGCTGACACCGTCCCCCA
TCACTCGTGTGTGAACGACACCCTGAAGTCCATGGAATGTTGATAAAAGTTTTGAA
AATCCTTGATTCATACACTACAAACTGTCACTATTTCTGGAACTACAAAATCTGTGA
AACCTAAAGATTTAAAGGATGATCAACAAAAAAATGTGCTTACTTTCATAACCCTG
CTACTAAGAAGGTGGCCGGTCAAAGTTCACTCTAAATCAAAAAAAAAGATATCAC
TCAGCATAATGATAAA

S11(T7abl):
GACTCTATTCGATTGGGTTTGCTGCTTTAGCTTTTAATTGTTTTAATGCATTGTTTTTA
TTACTTGTTTAGTTTATTATTATTATTATTTTCCTTTAAATAATGAAGGTTTCATTTTTG
CTTGTCCTTCCAGATAAAATGGATTTTTTTATCAAAAAAAACTAAAAGCCCCCTATT
GATCAAAGCAAAGGAACTGTCACAAGCTATTTGACTGATCCCAATCAAAATGAATT
CCTTAAAAAAAAAAAAAATAACTCACTCAAAAGAAGGA

S11’ (P6abl):
CAATACGATCCCGCTCTGCTAATTTTATCTAACATAGGGGGCTCTGTGTAATTTTCGC
TAAAAAAAACCAACTTATCTGGAAGAACAAGCAAAAATGAAACCTTCATTATTTAA
AGGAAAATAATAATAATAATAAACTAAACAAGTAATTAAAAACAATGCATTAAAAC
AATTAAAAGCTAAAGCACCAAATAACAATCGAAATGAATTCCTTCAAAAAAAAAG
ATATCACTCAGCATAATGAAATA
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CAPITULO 4:

DEMANDA DE ENERGIA DURANTE LA LA FASE
EXPONENCIAL DE CRECIMIENTO EN Octopus maya:
EXPLORANDO EL EFECTO DEL TAMANO INICIALY LAEDAD

Te quiero en mi paraiso;
es decir, que en mi pais

la gente vive feliz

aungue no tenga permiso.

Te quiero
Mario Benedetti
(1920 - 2009)
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RESUMEN

Las demandas energéticas durante las etapas tempranas de los cefal6podos son practicamente
escazas, siendo dificilmente evaluadas por las limitaciones asociadas a su mantenimiento.
Especies holobneténicas como O. maya son interesantes modelos para plantear hipoétesis
sobre la relacion entre el tamafio inicial y el uso de la energia fisiologicamente atil (EFU). El
consumo de oxigeno y simulaciones de balance de energia fueron relaizados para un
poblacién de entre 15y 105 dias de edad con base a modelos obtenidos para la especie (Farias
et al., 2009); la asimilacion y la eficiencia bruta de asimilacion (EBA) energia de la
alimentacion (I) fueron estimadas en funcién del peso corporal. Los componentes (P, Ry U)
del balance de energia en funcidn de la edad indican que la especie invierte entre un 60 y 90%
de I alos 15y 105 dias respectivamente. La respiracion representa un gasto del 13% (15 dias)
al 5% (105 dias). El peso corporal condiciona el uso de la energia en los juveniles, siendo
altamente variable a los 15 dias (EBA=79.58% + 8.76; max.=89.01%; min. 57%) y estable a

partir de los 45 dias a un peso corporal de 1 gramos (> 90%).
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I INTRODUCCION

Por ser animales de crecimiento acelerado (Calow, 1987), las altas tasas de crecimiento en
cefalopodos son producto de elevadas tasas metabolicas (Portner & Zielinski, 1998;
Moltschaniwskyj, 2004), siendo las proteinas la principal moneda energética en estos
animales (Hanlon et al., 1991; Lee, 1994; Dominguez et al., 2007; Rosas et al., 2007). En
octopodos las proteinas son utilizadas en un alto porcentaje para el crecimiento (cerca de un
90% en Octopus vulgaris, Houlihan et al., 1999). Estas son incorporadas durante la
alimentacion, lo que provoca elevadas tasas de ingestion, en donde, como parte de las
proteinas, los amino &cidos juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis (Lee, 1994).

El crecimiento es el resultante de una serie de transformaciones energéticas que experimenta
el alimento ingerido y del balance entre los usos y los destinos de esa energia ingerida. Por
esa razon el conocimiento de los factores que modulan el uso de la energia permite estructurar
modelos de crecimiento (O’ Dor y Wells, 1987). Una forma de evaluar el presupuesto
energético de un organismos es utilizando los modelos emanados de la fisiologia energética
los cuales pueden cuantificar el intercambio y transformacion de la energia y materia entre los
organismos Vvivos y su medio ambiente (Lucas, 1993). Esta herramienta, cuando es aplicada
en estudios nutricionales permite comprender cdmo los nutrientes modulan los mecanismos
fisioldgicos relacionados con la transformacion de la energia del alimento en biomasa (Rosas
et al., 2007).

El balance energético (BE) es estimado a partir de la siguiente ecuacion (Lucas, 1993): 1 = H
+ U+ R +P; donde | es la energia ingerida, H es la energia perdida en heces, N es la energia
perdida por productos del metabolismo de las proteinas, R es la energia invertida en los
procesos metabdlicos y P es la energia invertida en la produccion de tejidos y gametos. Del
total de la energia ingerida hay una fraccion que se pierde durante los procesos digestivos y
gue es denominada energia absorbida (Ab). Esta fraccion de | puede ser calculada como Ab =
| — H. Una vez que la materia es absorbida las moléculas basicas (péptidos y amino acidos,
acidos grasos y carbohidratos simples) son aprovechados tanto como fuentes de moléculas y
de energia abasteciendo las necesidades propias para la construccion de nuevas moléculas.
Durante ese proceso, las proteinas, los péptidos y muchos amino &acidos son reducidos a

expresiones simples o utilizados como fuentes de energia lo que da lugar a la produccién de
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los desechos nitrogenados (U). En los organismos acuaticos estos desechos estan formados
principalmente de amonio (NHs), aunque también suelen producirse algunas otras moléculas
como la urea o las creatininas (Regnault, 1979; Regnault, 1981). La diferencia entre la energia
de | y la perdida en H y en U da como resultado la energia asimilada (As), la cual, de acuerdo
con Lucas (1993) puede definirse como. As = 1 — (H + U) o bien como As = R + P la cual
representa a la cantidad de energia fisiolégicamente util (EFU), tanto para el mantenimiento
de la homeostasis (R) como para el crecimiento (P) (Rosas et al., 2007). Una forma de estimar
cuanta de la energia del alimento es destinada a EFU puede ser obtenida a partir del calculo de
la eficiencia bruta de asimilacion (EBA = %As/1), la cual ha sido utilizada como un indice que
permite hacer comparaciones intra e interespecificos. Estudios previos han demostrado que
entre los cefalopodos los valores de EBA son cercanos al 90%, demostrando con esto que este
grupo de organismos marinos es altamente eficiente en transformar lo que ingieren en EFU
(Wells et al., 1983)

Los modelos bioenergéticos (MB) en cefalopodos son escasos (Rosas et al., 2007), y por lo
tanto la informacidn energética en este grupo se torna dificil de obtener (André et al., 2009).
Las investigaciones existentes pueden ser separadas en dos grupos: (1) aquellos estudios de
adaptacion ecoldgica (ecofisiologia), como los realizados en las especies O. maya (Van
Heukelem, 1976; Farias et al., 2009), O. vulgaris (O’Dor y Wells, 1987; Wells y Clarke,
1996; Katsanevaskis et al., 2005 a y b), Paraledone charcoti (Daly y Peck, 2000), E.
megalocyathus (Farias et al., 2009), Sepia apama (Grist y Jackson, 2004), O. pallidus y O.
ocellatus (André et al., 2009) y (2) en evaluaciones nutricionales orientadas a la elaboracién
de dietas artificiales para la acuacultura (O. vulgaris, Petza et al., 2006; E. megalocyathus,
Pérez et al., 2006; O. maya, Rosas et al., 2007 y 2008; Aguila et al., 2008). Otra caracteristica
de estos estudios es que muchos ellos han sido acotados a fases sub adultas y/o adultas, dadas
las facilidades de mantenimientos en comparacion a las fases tempranas, sobretodo en
aquellas especies en que el ciclo se inicia con un estado plancténico como es el caso de O.
vulgaris. Gracias a estudios realizados en las especies holobentonicas (incorporacion de un
juvenil al bentos después de la eclosion), como O. maya, E. megalocyathus, O. ocellatusy O.
pallidus, se han podido obtener modelos escalares que describen la relacién entre el tamafio
corporal y la tasa de ingestion de alimento, la tasa metabdlica y la tasa de excrecion de
amonio (Van Heukelem, 1976; Segawa y Hanlon, 1988; Segawa y Namoto, 2002; Farias et
al., 2009; André et al., 2009).
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Diversos autores han sefialado que el crecimiento en los cefalépodos tiene dos tipos de
comportamiento. Los juveniles tempranos crecen primero en forma exponencial y luego en
forma potencial (Van Heukelem, 1976; Hanlon y Wolterding, 1989; Villanueva, 1995;
Domingues et al., 2004; André et al., 2009). Estudios recientes han demostrado que, a partir
de MB es posible predecir el momento en el cual la energia del alimento ya no satisface las
demandas para el crecimiento exponencial, el cual entonces se desacelera para pasar a una
forma potencial, mds comdn entre los organismos marinos y en la que las exigencias
fisioldgicas de la produccion de biomasa es biologicamente posible (Grist y Jackson, 2004;
André et al., 2009). Umbrales de biomasa y edades de cambio simulados bajo diferentes
escenarios térmicos han demostrado también la forma en que las variaciones de temperatura
modulan el uso y destino de la energia coadyuvando a la comprensién de los efectos que este

parametro tiene en el ciclo de vida de los cefalépodos (André et al., 2009).

Los cefalopodos son animales que expresan una alta variabilidad de tamafios durante el
crecimiento adn proviniendo de una misma micro cohorte 0 poblaciones mantenidas bajo
condiciones controladas (Semmens et al., 2004). Aunque esta variacion no ha sido del todo
comprendida los estudios realizados en dos poblaciones de O. maya individualizados y
mantenidos bajo las mismas condiciones ambientales y nutricionales han permitido establecer
con precisién que las diferencias en peso al nacer no afectan la tasa de crecimiento, la cual es

hasta los 105 dias de vida expresada por un modelo exponencial (Capitulo 2).

Desde finales del siglo XI1X se sabe que el uso de EFU esta ligada con el peso, debido
principalmente a que las demandas de energia cambian con la biomasa corporal de los
organismos (Andrews et al., 1972; Storey y Storey, 1978; Clarke y Johnston, 1999; Gillooly et
al., 2001; Gillooly et al., 2002; Clarke, 2004; Clarke y Fraser, 2004; Portner et al., 2005);
Farias et al., 2009). Es decir, la tasa de transferencia de energia para realizar las funciones
bésicas y para el crecimiento responde a las demandas que de forma potencial, tienen los
tejidos y drganos que requieren de la energia y materia ingerida en el alimento. Si los
cefalépodos en sus primeros dias de vida tienen una tasa de crecimiento exponencial, es
posible que las demandas excedan la tasa de abasto de energia (EFU) que en forma potencial
se produce a partir de la energia ingerida. ¢Cuando las demandas exceden a la oferta de
energia en los juveniles tempranos de O. maya? ¢Las diferencias de peso corporal de los

organismos al nacer afectan la forma en que los individuos utilizan la energia ingerida?
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Con base en lo anterior el presente estudio ha sido disefiado para cubrir los siguientes
objetivos (1) establecer el modelo metabdlico general de la especie considerando tamafios
post-eclosion; (2) estimar el balance de energia basado en antecedentes bibliograficos de la
especie; (3) analizar la asimilacion y su eficiencia en relacion al peso corporal y para

diferentes edad.

La informacion generada a partir de estos resultados permitira establecer como las demandas
de energia al inicio del ciclo de vida de O. maya y durante la fase de crecimiento exponencial
son satisfechas a partir de la energia ingerida que en los cefalépodos, al igual que en la

mayoria de los organismos marinos, se expresa de forma potencial.
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1. MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio tiene dos componentes: uno experimental, en el cual se estimaron los
pardmetros del modelo que define la relacion del consumo de oxigeno y el peso corporal en
juveniles tempranos de las dos poblaciones previamente descritas en el capitulo 2; y una
simulacion del balance de energia mediante el uso de modelos energéticos descritos para la

especie en funcion del peso corporal.

2.1 Consumo de oxigeno disuelto (VO2) en funcion del peso corporal (Pc)

La relacion entre el VO, de un animal y su Pc es expresado por el modelo potencial (Zeuten,
1953): VO, = a Pc ®; en donde el exponente b de la ecuacién indica la magnitud de cambio del
consumo de oxigeno con respecto al peso corporal. Se evalto el consumo de oxigeno (VO,)
(mgOx/h/animal) en 42 juveniles de O. maya (0.25 a 4.0 gramos) provenientes de las
poblaciones 1 (eclosion en febrero del 2008) y 2 (eclosion en julio del 2008); el
mantenimiento de ambas poblaciones es especificado en el capitulo 2. EI VO, fue
determinado a los 45 (n=18) y 75 (n=6) dias edad en la poblacion 1, y a los 75 dias de edad
para la segunda poblacion (n=18); ambas corridas experimentales fueron realizadas a una
temperatura promedio de 25 °C. Se utilizé un respirometro de flujo continuo compuesto por
camaras respirometrias conectadas a un sistema de recirculacion (Rosas et al., 2007) (ver
Figura 1). Cada juvenil fue ubicado en una camara respirométrica de 125 ml (acrilico)
(Experimento 1) y 110 ml (vidrio) (Experimento 2) con un flujo aproximado de 0.1 litros/min.
Todos los individuos fueron aclimatados a las camaras durante 6 horas previas al inicio de las
corridas experimentales. En cada cdmara se coloc6 un refugio (concha de moluscos o PVC)
para minimizar el estrés asociado a estas condiciones. Las mediciones fueron realizadas en
horario nocturno (6 PM - 9AM). Se utiliz6 una cadmara sin pulpo (con refugio) como cdmara

control.
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Figura 1: (izquierda) Respirdmetro de circuito cerrado (sistema de recirculacion) conectado a un oximetro de 10 canales
(OXY-10 + 0.01 mg I'). (derecha) Camara respirométrica de acrilico de 125 ml con refugio.

2.2  Balance de energia (BE) durante la fase exponencial de crecimiento

El balance de energia (BE) durante la fase exponencial de crecimiento fue estimado
considerandola ecuacién (Lucas, 1993): | =R + P + U; el BE fue estimado a los 15, 45, 75y
105 dias de edad, todas ellas representativas de la fase exponencial de crecimiento de la
especie segun pudo ser validado en el capitulo 2. Para cada edad fue estimada una ganancia de
peso (peso final — peso inicial) (g) con base en los pesos de la poblacion de juveniles-
hermanos (Experimento 2, Capitulo 2). La respiracion fue obtenida al aplicar el modelo
metabdlico en funcion del peso derivado de la actividad anterior. La U fue estimada con el
modelo de excrecién de amonio en funcién del peso corporal (NHz= 0.75Pc>*%) desarrollado
por Farias et al., (2009) para la especie con animales de entre 0.5 a 1,350 peso humedo (ph)
alimentados con pasta de jaiba. Cada componente del BE fue expresado en kJ dia™ animal™.
El consumo de oxigeno fue transformado en R usando 14,3 Jmg™ (Lucas, 1993); la ganancia
de peso fue transformada en unidades de energia (P) utilizando 10,01 kJ/g peso seco obtenido
para el tejido de O. maya por Rosas et al., (2007). Se calcularon las proporciones %R/I, %P/I
y %U/I para cuantificar cuanta de la energia del alimento es invertida en cada componente del
BE.

2.3 Energia de asimilacion (As) y eficiencia gruesa de asimilacion (EGA) en funcion
del Pc y edad

La energia de asimilacion (As = R+P) o metabolizable incluye la energia canalizada en el
metabolismo respiratorio y aquella empleada para la produccion de biomasa y tejido
reproductivo (Rosas et al., 2007). La eficiencia gruesa de asimilacion (EGA) corresponde

fraccion de energia proveniente del alimento que va destinada a satisfacer los procesos
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fisioldgicos asociados a la asimilacion. Estos indicadores energéticos fueron relacionados con
el peso corporal (P¢) para ambas categorias de tamafios iniciales (“pequefios y grandes”) (P y

G) vy a las edades especificadas en el punto anterior.

2.4 Analisis estadistico

Los parametros del modelo metabdlico (a y b) en funcion del peso corporal para los
individuos de ambos experimentos fueron estimados a partir de la regresion lineal de minimos
cuadrados entre Log-VO, y Log-Pc. La probabilidad de correlacion entre ambas variables fue
estimada mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. Este analisis fue realizado con
el programa STATISTICA-6.

Para el analisis de la relacion entre As (% de I) y Pc a las diferentes edades fue realizado
previamente una inspeccion visual de residuales verificando la distribucién normal de éstos.
Se utiliz6 la transformacion de raiz cuadrada de As (STATISTICA-6). Posteriormente y
confirmado los requisitos para la regresion lineal, las pendientes y los interceptos de las
regresiones se compararon mediante un analisis de covarianza (ANCOVAR). Este analisis fue

realizado con el programa R versién 2.8.0.

98



I1l.  RESULTADOS

3.1. VO2en funciéon de Pc

La relacion entre el peso y el VO2 de los juveniles de ambas edades es presentada en la figura
2(a). Dicha relacion tuvo una elevada dispersion sobretodo en aquellas mediciones realizadas
en individuos con pesos entre 0.5 y 1 g; si bien el coeficiente de determinacion fue bajo
(r*=0.21), la correlacién entre ambas variables es significativa (p<0.01). Al integrar estos
resultados al modelo general de la especie (modelo integrado=VO2 juveniles (Farias et al.,
2009) se obtuvo el modelo integrado de VO, (py=1.23 (Pc) ***; (r*=0.93) (Figura 2b). Se

obtuvo una tasa metabdlica mas baja en el modelo integrado que en el general (0.64 vs 0.67).
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Figura 2: (a) Modelo metabdlico de juveniles tempranos de O. maya a 25 °C (0.2 a 4 g) a los 45 y 75 dias de edad. (b)
Modelo metabélico integrado (VO2 juveniles+Farias et al., 2009) para pesos corporal de 0.2 a 1,350 g.
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3.2  Balance de energia (BE) durante el crecimiento exponencial

Del total de la energia ingerida, el 65% correspondié a la energia canalizada hacia la
produccion de biomasa, siendo directamente proporcional a la edad y finalizando con valores
de 91,49% y 94,30% para P y G respectivamente (ver Figura 3). La energia asociada al
consumo de oxigeno para esta especie durante la fase juvenil oscilo entre 0,14 a 0,48 kJd
lanimal™ en G y entre 0,11 a 0,71 kJd™ animal™ para P. Para ambas categorias R represent6
un gasto por sobre el 13% de I al inicio y valores inferiores al 5% al finalizar la evaluacion,
evidenciandose una tendencia inversamente proporcional a la edad. Dicha tendencia, como es
esperado, también fue obtenida para la energia U; valores iniciales por sobre el 17% y finales

cercanos al 4% de | caracterizaron la excrecion de amonio durante esta fase de crecimiento.
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Figura 3: Proporcién de la energia del alimento (1) destinada para produccion de biomasa (P), respiracién (R) y excrecion de
amonio (U) para las categorias de tamafio inicial de “grandes” (G) y “pequefios” (P) entre los 15 y 105 dias de edad.

3.2 Estimacion de As en funcion de Pc a diferentes edades

La relacién entre la energia de asimilacion (As) y el peso corporal (Pc) a diferentes edades
durante el crecimiento exponencial de G y P mostr6 diferencias significativas entre las
pendientes, los interceptos e la interaccion de estos con la edad. Asi se observd que la
asimilacion depende del peso corporal, que la edad condiciona la asimilacion y que la

asimilacion con respecto al peso corporal varia en funcion de la edad. A partir de esta ultima
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inferencia es posible sefialar que animales de menor edad presentan una asimilacién que varia

mas rapido en funcion del peso que en animales mayores (ver Figura 4).

Histogram of: Standardized residuals
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Histogram of: Standardized residuals
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(b) - (d) (Analysis sample)
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Figura 4: Relacion entre la energia de asimilacion (As=R+P) y el peso corporal (Pf) en cuatro edades (15, 45, 75 y 105 dias)
para las categorias de peso inicial: (a) G (“grandes”) y (b) P (“pequefios”). Analisis de residuales: distribucion normal del As
al aplicar raiz cuadrada en G (c) y P (d).

Tablal: Tabla de ANCOVAR para la relacién entre As y peso corporal a diferentes edades en individuos “grandes” y
“pequefios”.

. ., Sum. Media
Tratamiento | Interaccion gl Cuad. Cuad. F P
Peso 1 89.062 89.062 1195.076 < 2.2e-16 ***
Grandes Edad 3 7.187 2.396 32.147 9.778e-14 ***
Peso*edad 3 3.275 1.092 14.651 1.084e-07 ***
Peso 1 76.570 76.570 1215.032 < 2.2e-16 ***
Pequefios Edad 3 7.937 2.646 41.980 1.189e-14 ***
Peso*edad 3 3.557 1.186 18.815 1.109e-08 ***

3.4 Relacion entre EGAYy el Pc
El comportamiento de la eficiencia bruta de asimilacion (%EBA=%As/I) en funcion del peso corporal
a distintas edades durante el crecimiento de animales “grandes y pequefios” mostré que la edad

condiciona la forma en que la energia del alimento (1) es invertida en la asimilacion (As=R+P) (Fig.5).
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Animales de 15 dias de edad presentaron una EBA promedio de 79.58% + 8.76 (DE) (89.01% — 57%)

(max. —min), la cual resulto ser inferior que a edades mayores y con mayor variabilidad. A medida que

los animales crecieron, la eficiencia se mantuvo practicamente constante mostrando asi el poco efecto

que tuvo peso corporal en la EBA. Para el caso de los animales “pequefios”, las edades también

condicionaron las eficiencias en funcion del peso. La EBA fluctué méas a temprana edad, siendo las

edades mayores las que mostraron una eficiencia superior al 95%.
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Figura 5: Eficiencia bruta de asimilacion (EBA=%As/1) en funcion del peso corporal y diferentes edades durante la fase
exponencial de crecimiento para las categorias de peso inicial para G (a) y P (b). Edades de 15 (rombo rojo), 45 (cuadrado

verde), 75 (tridngulo amarillo) y 105 (circulo azul) dias.
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IV.  DISCUSION

4.1  Modelo metabdlico durante la fase exponencial de crecimiento

El consumo de oxigeno (VO_) en 42 juveniles con entre 0.2 a 4 g reportados en esta estudio
permitieron tener mas antecedentes sobre las demandas metabolicas en funcién del peso
durante la fase temprana de Octopus maya, contribuyendo con ello al modelo general (0.5 y
1,350 g) reportado por Farias et al., (2009). Al igual que en otros taxas, la relacion entre el
metabolismo y el peso en cefaldpodos esta dado por un relacién alométrica (VO,=a PcP)
(Zeuther, 1953; Bertalanffy, 1957). Antecedentes sobre el metabolismo en juveniles de esta
especie fueron publicadas previamente por Segawa y Hanlon (1988) (0.11 a 81.23 gramos)
(VO,=227Pc®%), sin embargo sus valores son discutibles al utilizar cdmaras respirometricas
cerradas (Farias et al., 2009). EI modelo integrado (VO; py=1.23 (P.) ®**; r*=0.96) presentd
una pendiente mas baja que lo reportado por Farias et al (2009) (0.64 vs 0.69); sin embargo el
coeficientes de determinacién fue mas alto en el modelo integrado (r* = 0.96 vs 0.93). Las
pendientes aqui reportadas son cercanas al intervalo descrito para otras especies del genero
Octopus, el cual puede oscilar entre 0.70 y 0.95 para O. vulgaris, entre los 13 y 28°C (O’Dor
y Wells, 1987; Katsanevakis et al., 2005 a y b). Diferencias en las pendientes de ambos
modelos pueden estar dadas por: (i) la influencia de los pesos superiores en el modelo general;
(ii) diferencias en la relacion entre el volumen de la cdmara y el tamafio del individuo; (iii)
variacion en las lecturas de VO, por el tipo de oximetro utilizado. Dada la sensibilidad de este
ultimo, se hace necesario establecer un coeficiente de correccion que permita estandarizar las
medidas para tener una mayor precision con el fin de saber si la variabilidad esta asociada al
error del instrumento o bien refleja, al igual que el peso, otra caracteristica mas del proceso en

cefalépodos.

4.2  Balance de energia durante la fase exponencial de crecimiento

4.2.1 Energia de produccion de biomasa (P)

Como fue propuesto (Capitulo 2), y a partir de un modelo exponencial de crecimiento se
establecio que los juveniles de O. maya tienen una tasa de crecimiento de 0,03 g/dia sostenida
durante los primeros 100 dias de vida. Para O. maya, mantener una biomasa en crecimiento
exponencial implicé canalizar aproximadamente entre el 60% (15 dias) y el 90% (105 dias de
edad) de la energia proveniente del alimento. Para una biomasa de 1,000 g se ha reportado
que O. maya y E. magalocyathus invierten alrededor del 70% de | en P. En contraste Van
Heukelem (1987) reportd para O. maya proporciones de P/l (%) de 19% a 30°C y de 9,6% a
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20°C. En juveniles de O. cyanea (otra especie tropical) también Van Heukelem (1987) reportd
valores de P/1% de 57% en organismos alimentados ad libitum. Las diferencias podrian estar
asociadas a las dietas utilizadas, tiempo de andlisis, al sexo, el estado general de los animales

y al valor energético del tejido usado para la transformacion del peso en unidades de energia.

4.2.2 Energias de respiracion (R) y de excrecién de amonio (U)

En el presente estudio se reporto que los juveniles de O. maya destinan el 13% para R durante
los primeros 105 dias de vida. En sub adultos de O. maya Rosas et al., (2007) estimaron que
R representd el 23% de I, para animales con pesos promedio de 637g y que fueron
alimentados con con pasta de jaiba. Por su parte, VVan Heukelem (1987) obtuvo para la misma
especie un gasto de energia asociado a la respiracion en individuos de peso inicial de 4
gramos del orden del 11.7% y 6% a temperatura de 30°C y 20°C respectivamente, aunque
estos valores fueron obtenidos a partir de mediciones realizadas utilizando respirdmetros
cerrados. El uso de cAmaras metabolicas abiertas o de flujo ha sido ampliamente documentado
y recomendado pues en este tipo de sistemas el oxigeno disuelto consumido por el organismo
no se convierte en una limitante del metabolismo (Bishop et al., 1980; Dall y Smith, 1986;
Renaud, 1986; Rosas et al., 1998; Childress y Seibel, 1998; Bridges, 2001). La mayoria de los
vertebrados y muchos invertebrados son oxiconformes ya que no tienen la capacidad de
mantener el consumo de oxigeno independiente de la concentracion de oxigeno del medio
(Rosas et al., 1997; Rosas et al., 1999). En las camaras cerradas la medicion se realiza a partir
de la evaluacion de la diferencia entre la concentracion de oxigeno antes y después del
cerrado de la cadmara, exponiendo simultaneamente al animal a la reduccion de oxigeno
disuelto que es consumido durante el periodo del ensayo. Asi, y al ser oxiconformes, lo que
realmente ocurre en la cAmara respirométrica es que el organismo reduce el metabolismo en
funcién del nivel presente en el agua de la cdAmara, modulando su consumo a partir de la
concentracion del gas que disminuye. Por esta razon, es frecuente encontrar en la literatura
que los valores del consumo de oxigeno de organismos acuaticos medidos en camaras
cerradas sean menores a los observados en sistemas de flujo abierto, en donde los animales no
experimentan limitacién alguna, ya que el oxigeno disuelto que ingresa a la cdmara se
mantiene constante. Aunque los datos reportados por Van Heukelem (1987) podrian servir de
base para comprender los efectos de la temperatura en el metabolismo de los pulpos, por el
método utilizado para realizar esas mediciones es evidente que los parametros del balance
energético fueron sub estimados ya que el método para medir el VO, limitd el propio

metabolismo de los pulpos experimentales.
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El estudio de Van Heukelem (1987) también reportd que las proporciones asociadas a R
disminuyen en funcién del peso corporal, siendo de 8.6%, 6,7% y 2,7% para biomasas de 25,
250 y 2500 gramos respectivamente. Al igual que la gran mayoria de los organismos
pluricelulares, el metabolismo por unidad de peso (mg O, g™ h™"), cuando se relaciona con la
biomasa, se reduce ya que la demanda de energia por g de peso de un animal con mayor
biomasa es menor que la que requiere un organismo con menor biomasa (Gillooly et al.,
2001; Gillooly et al., 2002). En el caso de los cefalopodos este comportamiento es aln mas
dramaético pues en ellos las demandas energéticas no solo son mayores como consecuencia de
un peso menor (y una mayor relacion superficie-volumen), sino como accién directa de una
demanda metabolica mayor asociada con el crecimiento exponencial que estos animales
tienen. Asi en los juveniles tempranos de O. maya la mayor tasa metabodlica por unidad de
peso registrada es sin duda un reflejo de la cantidad de energia que los animales requieren

para realizar los procesos metabolicos.

El metabolismo es la suma del catabolismo y el anabolismo (Hochachka, 1970). El
catabolismo implica la degradacién de moléculas con la consecuente captacion de energia
mientras que el anabolismo implica el uso y aprovechamiento de la energia y moléculas para
la formacion de biomasa. En el caso de los cefalopodos y en particular de O. maya es
altamente posible que, al tener un crecimiento exponencial, el anabolismo sea la mayor
prioridad ya que de este depende la produccion de biomasa. A partir de las moléculas y la
energia disponible, el catabolismo debera de ser lo suficientemente intenso como para
satisfacer las demandas que de forma exponencial exigen la sintesis de biomasa, implicando,
sin duda una tasa de ingestion de alimento que soporte tales demandas. Estudios recientes
realizados en O. maya han demostrado que los juveniles tempranos pueden llegar a ingerir
hasta el 50% de su peso/dia, lo que demuestra que efectivamente es a través del alimento que

se satisfacen las necesidades de energia de la fase de crecimiento exponencial.

La energia de excrecion (U) pudo ser estimada al aplicar el modelo alométrico para la especie
entre los 0.5 a 1.350 gramos por Farias et al., (2009), los cuales reportan que un 10.51% del
alimento es invertido por pérdida de excrecidn para una biomasa de 1,000 gramos. Durante el
crecimiento exponencial, la estimacion indica que los juveniles destinan entre un 17,12% en
animales “grandes” y un 20,55% en pulpos “pequefios” a los 15 dias de edad y un 2,64% y
3,68% al finalizar los 105 dias para ambas categorias respectivamente. Aunque las pérdidas

asociadas a las heces no fueron estimadas es de suponer que el comportamiento de la

105



produccién de estos desechos siga un comportamiento similar al de la tasa de ingestion. Es
interesante hacer notar que la eficiencia con que los pulpos absorben la energia es
particularmente alta. Del célculo de la diferencia entre la energia ingerida y las heces
producidas, Aguila et al (2007) reportaron eficiencias de absorcion de 90% en O. maya lo que

demuestra que un bajo porcentaje del alimento ingerido es perdido como materia fecal.

4.3  AsyEGAen relacion con el peso corporal y a la edad

Animales de ambas categorias de peso inicial presentaron una As asociada con el peso
corporal y que depende de la edad de los individuos. Juveniles de 15 dias de edad presentaron
una mayor dependencia al peso corporal en comparacion a edades avanzadas. Posterior a esta
edad, los individuos comienzan a estabilizar la energia destinada para el metabolismo
respiratorio y el crecimiento, canalizandose sobre un 90% del alimento para satisfacer las
demandas de energia. Estos resultados estan dentro de lo reportado para los cefalépodos, los
que se caracterizan por tener eficiencias por sobre el 90%. Estudios realizados en O. maya
demostraron que la dieta es un factor modulador de la eficiencia de As. Animales alimentados
con un pellet disefiado para camarones y adicionado con harina de calamar mostraron una
As% de 6% mientras que en organismos alimentados con carne de jaiba la As% fue del 90%
(Rosas et al., 2007). EBA de 95 y 97% fueron reportadas por Daly y Peck (2000) para
Pareledone charcoti alimentados con kril (Euphausia superba) y de 96.5% para O. cyanea
utilizando jaiba (Van Heukelem 1976).

La edad como factor que condiciona la asimilacion aporta nuevos antecedentes sobre la
fisiologia de la especie, siendo mas variable su eficiencia en animales de menor edad dentro
del periodo evaluado. Las causas de esta particularidad en la forma en que los juveniles
invierten la energia del alimento podrian estar asociadas a varias causas. Durante los primeros
10 dias de vida, O. maya atraviesa por una serie de cambios morfoldgicos, enzimaticos,
bioguimicos y conductuales al pasar de una alimentacion enddgena (reservas vitelinas) a una
exogena (Moguel et al., en prensa), lo que podria condicionar esta capacidad de asimilar el
alimento. Por otra parte, la dinamica del crecimiento del tejido muscular en cefalépodos es
compleja (Moltschaniwskyj, 2004) y también podria condicionar las demandas fisiologicas,
sobretodo por el crecimiento de los organismos dependiendo de si estdn generando nuevas
células (hiperplasia) o aumentando las existentes (hipertrofia). La diferenciacién sexual
temprana podria ser considerada como un factor que condiciona este proceso, sobretodo si se

ha reportado un desarrollo gonadal precoz en la especie (Avila-Poveda et al., 2009).
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4.4  Aplicaciones y futuras consideraciones

Los resultados reportados en este capitulo son un aporte para la especie y para los cefalopodos
en general, contribuyendo a la comprension de cdmo estos organismos intercambian y
transforman la energia durante la fase de crecimiento méas acelerado. A partir de las
estimaciones de los componentes de energia del BE es posible estimar una linea-base para el
disefio de dietas formuladas para maximizar el crecimiento durante esta etapa en condiciones
de cultivo y para simular ciertas condiciones que permitan una mejor comprension de la
fisiologia de las poblaciones naturales. Al ser la edad un factor que marca diferencias en la
eficiencia de la asimilacion del alimento, es posible que los manejos asociados a éstas
permitan optimizar el proceso de engorda de la especie y asi optimizar la fase de mayor

crecimiento de estos animales.

La disminucién de la tasa de crecimiento posterior a la fase exponencial de crecimiento ha
sido reportada para varias especies de octopodos bentonicos (DeRusha et al.,1987; Forsythe y
Hanlon, 1988; Segawa y Namoto, 2002). Recientes investigaciones han desarrollado modelos
bioenergéticos que explican por qué ocurre el cambio de fase en algunas especies de
cefaldpodos (Gris y Jackson, 2004; André et al., 2009), pudiéndose ser validado en O. maya al
disponer de un modelo de ingestion para la fase juvenil. La incorporacion de la temperatura
en futuros estudios de la bioenergética de esta especie permitiria explorar también cdmo los
procesos metabdlicos asociados a la respiracion pueden ser alterados ante la variacion de las
condiciones ambientales. El incremento de la temperatura de los océanos y el proceso de
acidificacion de estos por efecto del calentamiento global podrian condicionar la inversion de
la energia de la alimentacién para satisfacer los requerimientos energéticos, sobretodos los
asociados al metabolismo y la produccion de biomasa en las poblaciones naturales de O.
maya, aportando nuevos elementos a los ya publicados en otras especies de cefalépodos
(André et al., 20009 a y b). Méas andlisis que integren otros factores, como el sexo, gastos
metabdlicos asociados al transporte y seleccion de presas también serdn necesarios para
contribuir al conocimiento de las demandas fisiologicas de la especie con el objetivo de seguir
complementando la informacién para encontrar los origenes de la elevada variabilidad del

crecimiento en cefalépodos.
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La presente investigacion utilizé como caso de estudio dos poblaciones de juveniles hermanos
de Octopus maya obtenidos en condiciones de cultivo y mantenidos a temperatura y
alimentacion controlada, centrandose en el analisis de variabilidad del crecimiento durante las
etapas tempranas con énfasis en el tamafo inicial. Para ello el disefio experimental se baso en
la categorizacion arbitraria del tamafio inicial en funcion del peso alcanzado a los 15 dias de
edad. Se aplicaron modelos de crecimiento basado en los modelos mixtos del tipo GLMM
(Generalized Linear Mixed Models), marcadores moleculares derivados de la aplicacion del
Despligue Diferencial y mediante el Balance de Energia para obtener un analisis integrar del
proceso. A continuacion se presentan las principales conclusiones obtenidas bajo estas

condiciones:

Juveniles tempranos de Octopus maya provenientes de una misma madre (hermanos) y
mantenidos bajo condiciones de ambiente controlado (temperature estable y alimentacion fija)
son capaces de crecer a la misma tasa independiente de las categorias de tamario inicial
especificadas en funcion del peso alcanzado a los 15 dias de edad; sin embargo, el peso final
alcanzado a los 75 dias de edad depende del peso a los 15 dias. La especie experimenta un
crecimiento exponencial hasta los 105 dias de edad (27°C + 1), siendo definido por la funcién
Peso=0.11*Exp®%*¢%) ‘nermitiendo la incorporacién de una estructura de varianza, derivada
del analisis realizado con los modelos mixtos del tipo GLMM, definir la relacion entre la

variacion del peso y la edad (gi ~ N (0, o® [tiempo ;] %°; & = 0.2042).

En relacién a las respuestas genéticas, las categorias de tamafio inicial establecidas no
condicionaron la expresién de transcritos (ET) y analizadas por medio del Despliegue
Diferencial. La edad, sin embargo, fue identificada como el principal factor que generd
niveles de ET. Un total de trece secuencias fueron analizadas derivadas de BD a los 15, 70 y
105 dias de edad. Estas presentaron una alta homologacion con microsatelites de otras
especies de octopodos principalmente; al igual que mensajeros de genes que codifican para
enzimas metabolicas, promotores de crecimiento, proteinas musculares y enzimas asociadas a
respuestas de estrés obtenidas en otras taxas. Se propone el uso de las secuencias como

potenciales marcadores moleculares asociados al crecimiento para O. maya.

En términos energéticos, el crecimiento exponencial de O. maya demanda 60% y 90% de |
para individuos de 15 y 105 dias de edad respectivamente. La respiracion es mayor en

individuos de menor edad (13%, 15 dias), disminuyendo en funcion de la edad hasta alcanzar

116



valores inferiores al 5% de | (105 dias. A su vez, los juveniles de esta especie son regulan su
la asimilacion y energia bruta de asimilacion de energia en funcion del peso corporal y la edad
de los individuos. Es asi como juveniles de menor edad (ejemplo: 15 dias) presentan una
elevada variacion en el uso de la energia de | (79.58% + 8.76; max.=89.01%; min. 57%),

estabilizandose a partir de los 45 dias a un peso corporal de 1 gramos (> 90%). g
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