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GLOSARIO

Aclimatacion: Proceso reversible de los organismos para ajustarse a las condiciones
experimentales. Cuando el proceso es inducido por los cambios ambientales naturales, es llamada

aclimatizacion (Hutchinson y Maness, 1979; Harvey et al., 2014).

Estenotermos: Animales que sblo son capaces de sobrevivir en intervalos reducidos de
temperatura (Hill, 1980).

Endotérmicos®: son los organismos que son capaces de mantener una elevada temperatura
corporal mediante la produccion interna de calor. Ej.: aves, mamiferos, y algunos peces grandes

como los atunes y los tiburones (Schmidt-Nielsen, 1976; Castro y Huber, 2007).

Ectotermicos!: son los organismos con una temperatura corporal que viene determinada
principalmente por las condiciones térmicas externas, primariamente la radiacion solar.

Tradicionalmente se les llamaba poiquilotermos. (Schmidt-Nielsen, 1976; Hill , 1980).

Euritermos: Animales que son capaces de sobrevivir en amplios intervalos de temperatura (Hill,
1980).

Fisiologia: Estudio de como los organismos se adaptan a adversidades del medio ambiente, de
como obtiene suficiente agua para vivir o de como evitan un exceso de agua, de como escapa de la
muerte por congelacion o exceso de calor, como encuentra un medio adecuado, comida y/o pareja; y
la regulacion de las funciones para correlacionarlas e integrarlas al funcionamiento del organismo sin
problemas (Schmidt-Nielsen, 1976).

Hemocianina: es una glicoproteina que transporta oxigeno en algunos moluscos y artrépodos,
fijandolo mediante un grupo prostético que contiene cobre, cuyo estado oxidado es azul y es

conocido como oxihemocianina.

1 Estas definiciones también tienen sus limitaciones, la eleccién de terminologia es primariamente
una cuestion de conveniencia y los términos que son adecuados para todas las ocasiones son
dificiles de encontrar(Schmidt-Nielsen, 1976).



Heterotérmicos: (del griego heteros= diferente). Los animales que en ocasiones tienen una
temperatura elevada y bien regulada, pero que en otras ocasiones son mas parecidos a animales de
sangre fria. Ej. Mamiferos y aves que a diferentes estadios de desarrollo, tiempo de dia o estacion
que muestran varios grados de control fisioldgico sobre la temperatura corporal (Schmidt-Nielsen,
1976; Hutchinson y Maness, 1979).

Plasticidad fenotipica: Ajuste fenotipico al ambiente sin ningin cambio genético (Harvey et al.,
2014).



ABSTRACT

The effects of the temperature on growth of cephalopods had been studied in the past at constant
temperatures. Although many date are in stable conditions, eggs and embryos could be exposed to
change of temperature in the ocean. Nowadays, the studies had demonstrate that embryos of
O.maya and O.vulgaris are sensitive to changes of temperature, especially when embryos had
exposed to high temperatures (higher than 27°C). Nevertheless we don’t know if embryos have the
physiological mechanisms to tolerate gradual increase of temperature. In these sense, the objective
of the present work was determinate if effects of gradual increase temperature (called ramp consisted
in increments of 1°C every 5 days from 24°C to 30°C in O.maya or 1°C every 3 days in O. vulgaris)
affects the growth of embryos of both octopus species. We made the assessment of four morphologic
variables: total length of embryo (TL), mantle length(ML), arm length(AL), and diameter of eye (DE),
and two metabolic variables: the physiological condition through oxygen consumption, and vitelo
reserves consumption by embryos exposed to ramp and constant temperature. Embryos of O. maya
resulted in general sensible to higher temperatures: A general delay of growth of embryos exposed to
ramp treatment were observed. Also several deformation were observed at day 25. A thermal limit
was detected at 27°C in embryos under ramp treatment. High temperatures provoked high
metabolism compared to that observed in embryos maintained at 24 °C. In the thermal limit ,
embryos experienced changes in antioxidant system (high levels of catalase and lipoperoxidation) of
embryos that were not able to recover. In O. vulgaris embryos under ramp treatment ,deformation
and growth delays were also observed at day 26. However those embryos were able to hatch despite
being exposed to 30 °C. This study suggests that in fast increment in temperature scenario after a
short winter, O. maya embryos would experience irreversible effects that negatively affect the
recruitment and population dynamics. While apparently O.vulgaris from Gulf of Mexico would be able
to adapt.



RESUMEN

El efecto de la temperatura en el crecimiento de los cefalopodos ha sido estudiado en el pasado
a temperaturas constantes. A pesar de que el desove en general se produce en ambientes
relativamente estables, los huevos y embriones pueden ser expuestos durante cortos periodos de
tiempo a altas temperaturas provocadas por las anomalias causadas por el calentamiento del
océano. A la fecha se ha podido establecer que los embriones de O. maya y de O. vulgaris son
especialmente sensibles a los cambios de temperatura, sobre todo cuando han sido expuestos a
temperaturas relativamente altas (mayores de 27°C) durante todo el periodo embrionario. Sin
embargo, aln no se conoce Si e€s que un aumento paulatino, como el que los embriones
experimentarian en el ambiente natural, podria iniciar los procesos de compensacion en forma mas
temprana, permitiendo asi una mayor tolerancia de los organismos a los incrementos de
temperatura. En este sentido el objetivo de éste estudio fue el de conocer los efectos de un
incremento paulatino en la temperatura (Rampa de 1°C/ 5dias de 24 a 30°C en O. maya o cada 3
dias en O. vulgaris) en el crecimiento de los embriones de ambas especies de pulpo. Se evaluaron
cuatro variables morfologicas: largo total (LT), largo del manto (LM),largo de los brazos (LB) y
diametro del ojo (DO), y dos variables metabdlicas: la condicion fisiologica a traves del consumo de
oxigeno y el uso de las reservas de vitelo en embriones expuesto a la Rampa y los mantenidos a
una temperatura constante de 24°C. Los resultados demostraron que los embriones de O. maya son
sensibles a las altas temperaturas: Un retraso general en el crecimiento de los embriones expuestos
al tratamiento rampa asi como deformaciones morfologicas severas a partir del dia 25 sostienen
tales conclusiones. Se detectd un limite térmico a 27°C en los embriones sometidos al tratamiento
rampa a partir del cual la tasa metabdlica se incremento un 13% a 28°C, en comparacion con la tasa
metabdlica observada a la temperatura control (24°C). En el limite térmico, los embriones
experimentaron cambios en el sistema antioxidante (altos niveles de catalasa y lipoperoxidacion),
por lo que no fueron capaces de recuperarse de la exposicion térmica que tuvo un efecto sobre la
viabilidad de los embriones. En los embriones de O. vulgaris también se observé un retraso en el
crecimiento del tratamiento rampa asi como deformaciones a partir del dia 26. Sin embargo estos
embriones fueron capaces de eclosionar aln a pesar de haber sido expuestos a 30°C. Este estudio
sugiere gque en un escenario de incremento rapido en la temperatura después de un invierno corto,
los embriones de O. maya experimentarian efectos irreversibles que afectarian negativamente al
reclutamiento y a la dinamica de la poblacion. Mientras que aparentemente O.vulgaris del Golfo de
México seria capaces de adaptarse.



1. INTRODUCCION

El Golfo de México es un gran ecosistema marino en el cual las caracteristicas ecologicas son

una combinacion de ambientes tropicales y templados (Salas-Pérez & Granados-Barba, 2008).

En la Peninsula de Yucatan (PY) se presentan procesos oceanograficos importantes que modulan
las condiciones fisico-quimicas de la Plataforma continental adyacente. En Campeche se encuentra
una masa de agua hipersalina que se origina en Yucatdn mientras que en el lado Este (Cabo
Catoche) de la plataforma se presenta la surgencia de verano identificada a través del analisis de
datos de la temperatura del mar asi como de imagenes satelitales de la temperatura superficial del
mar (TSM) (desde 23° Ny 29.2° N) (Merino, 1997; Zavala-Hidalgo et al., 2006; Enriquez et al.,
2010).

La corriente del Canal de Yucatan genera una surgencia producto de una elevacion dinamica que
empuja aguas frias y ricas en nutrientes las cuales hacen que la corriente superficial transporte
masas de agua de 4°C (conocida como Caribbean Subtropical Underwater, CSUW). Dicha corriente
converge con la masa de agua que se encuentra en el Golfo de México (Gulf Common Water ,
GCW) la cual es desviada en parte hacia la plataforma, lo que permite que la temperatura de la
plataforma se mantenga alrededor de los 24°C, éste proceso, aunque ocurre todo el afio, tiene

mayor influencia en el verano(Merino, 1997; Zavala et al., 2006; Enriquez et al., 2013).

En contraste, en la plataforma que se localiza frente al Estado de Campeche, México, los procesos
oceanograficos operan de manera diferente. En esta zona durante el invierno, los vientos del norte
provocan una surgencia, la que permite que aguas frias profundas ingresen a la plataforma
disminuyendo la temperatura (Zavala et al., 2006; Enriquez et al., 2010). La temperatura en dicha
zona después de invierno, se incrementa para alcanzar su maximo en el verano (30°C). Esto influye
en la flora y fauna de la plataforma de Yucatan, especificamente en O. maya especie que ha
demostrado ser particularmente sensible a la temperatura en todas las fases de su ciclo de vida
(Noyola et al., 2013 ay b, Juérez et al., 2015, Caamal-Monsreal et al., 2016; Juarez et al., 2016).

Estudios previos han demostrado que la reproduccion de O. maya es influenciada por las
caracteristicas oceanograficas de la PY. Un reporte reciente indica que en la zona de influencia de la
surgencia de verano la reproduccion se presenta durante todo el afio pues se piensa que
temperaturas menores de 25°C favorecen el proceso reproductivo de esta especie. En la regién de

Campeche se ha observado que la reproduccion de O. maya se concentra durante el invierno



cuando las temperaturas son menores a 25°C. Estos resultados (Rosas et al., 2012) han planteado
la hipdtesis que indica que O. maya es una especie particularmente sensible a la temperatura pues
presenta un limite de alrededor de los 27°C tanto para la reproduccion (Juarez et al., 2015), el
desarrollo embrionario (Caamal-Monsreal, et al., 2016) y el crecimiento de los juveniles (Noyola et
al., 2013a) estudios recientes incluso han revelado que probablemente los efectos de las altas
temperaturas en los reproductores podrian determinar las caracteristicas de los juveniles de la

siguiente generacion, posiblemente a través de procesos epigenéticos (Juérez et al., 2016).

El pulpo Octopus vulgaris, es una especie que ha sido considerada cosmopolita, con una amplia
distribucién practicamente en toda la franja tropical y sub tropical del planeta. En México esta
especie ha sido registrada en la plataforma continental adyacente a los Estados de Veracruz y
Yucatan en donde sostiene parte de la actividad pesquera. Particularmente en la zona de Veracruz
los pulpos se capturan desde los 18° 09" hasta los 22°16” de latitud norte, en las zonas arrecifales y
en la parte externa de las crestas (aprox. de 0 a 5m) principalmente en la costa de Tuxpan y Anton
Lizardo, asi como en zonas rocosas de poca profundidad aledafias a la acosta. Dicha zona presenta
una circulacion de corrientes estacional, ya que durante el otofio-invierno las corrientes son
fuertemente influenciadas por los frentes frios que provienen de los Estados Unidos y durante el
verano por los vientos que vienen del sureste. Las caracteristicas que presenta el arrecife en donde
habitan los pulpos es que tiene condiciones de poca profundidad oligotréficas, aguas calientes
(>20°C), con temperaturas oOptimas entre 26-28°C, salinidad a 33-36 ups y una turbidez y

sedimentacion minima (Salas-Pérez & Granados-Barba, 2008; Mateos-Jasso et al., 2012).

Se sabe que los organismos acuaticos usan sus habilidades para adaptarse con el fin de persistir en
un habitat particular respondiendo a los cambios en el medio ambiente a través de ajustes
metabdlicos o de comportamiento (Pigliucci, 1996; Chrousos, 2009). Dichos ajustes proveen al
organismo de cierta plasticidad, importante en los ectotermos (Pigliucci, 1996). Por esa razon, las
condiciones térmicas son primariamente determinantes de la seleccion del habitat de las especies

marinas y su distribucion reflejando su tolerancia a la temperatura (Higgins et al., 2012).

Por facilidad metodologica en la mayoria de las especies de ectotermos acuéticos la tolerancia
térmica y la preferencia han sido estudiados durante la fase de juvenil o adulto, sin embargo se ha
reconocido que los estados de larvas y juveniles pueden ser mas vulnerables a condiciones

ambientales extremas (Schmidt-Nielsen, 1976). Por esa razon es necesario realizar estudios que



ayuden a caracterizar la forma en que los factores ambientales como la temperatura limitan la
distribucion de las especies (Higgins et al., 2012). En estudios realizados en otras especies de
cefalépodos se ha demostrado que los efectos de la temperatura en el crecimiento de los embriones
puede ser de gran utilidad en la comprension de los procesos adaptivos adquiridos por los

organismos para desarrollarse en forma exitosa (Uriarte et al., 2012).

Es claro que no cualquier condicion es adecuada para la reproduccion y desarrollo de los pulpos.
Por eso, los cambios en la temperatura asociados con el calentamiento global o cualquier otro
fenomeno oceanografico o meteoroldgico podria afectar las condiciones del habitat de estos
organismos generando afectaciones en la distribucion y/o ciclo de vida de estas especies, sobre todo
si, como se ha mencionado, son sensibles a las altas temperaturas. A pesar de lo anterior, son
pocos los estudios en donde se ha analizado el efecto de las variaciones de la temperatura en
cefalépodos lo cual limita las posibles interpretaciones de los efectos que este factor podria tener
ante un escenario cambiante. Las evidencias con que cuenta el panel de expertos en cambio
climatico (IPCC, siglas en inglés) indican que ademas de la sobre explotacion pesquera, las
pesquerias mundiales se han reducido significativamente por efectos del calentamiento (IPCC,
2014). Asi mismo se ha observado que la mayoria de las especies marinas han cambiado su
distribucion entre 20 y 100km de su posicion original debido al calentamiento, al menos para el
periodo de 1900 a 2010 (Field et al, 2014). Esta informacién sugiere la necesidad de estudiar los
efectos de la temperatura en las especies que, ademas de ser importantes para la pesca, juegan un
papel fundamental en la ecologia marina, como son los pulpos en general y O. maya y O. vulgaris en
particular (Arreguin-Sanchez et al., 2006; Repolho et al., 2014). En este sentido el presente trabajo
se llevo a cabo con el fin de estudiar los efectos del incremento de la temperatura en el desarrollo

embrionario de ambas especies.

2. ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas de la especie Octopus maya

Octopus maya es una especie endémica de la Peninsula de Yucatén, y es la que soporta la
pesqueria de pulpo mas importante del pais con un aporte del 80% aproximadamente de la
produccion total (Gonzélez de la Rosa et al, 1998; Arreguin-Sanchez et al., 2006). Sus

caracteristicas especificas son que posee ocelos en cada lado de la cabeza entre el ojo y el segundo



y tercer brazo. Presenta de 9-10 hemibranquias, huevos largos de aprox. 17 mm de longitud y 4.5
mm de ancho (Voss & Solis,1966). Se encuentra distribuida en el estado de Campeche, Yucatan y
Quintana Roo (desde Ciudad del Carmen hasta Isla Mujeres) con un patron de distribucion
heterogéneo (Pérez et al., 2004). Noyola et al. (2015) mostraron que hubo una tendencia a una
reduccion en la pesca de pulpo en la zona costera de Campeche cuando la temperatura aumento
como consecuencia de los incrementos provocados por el Fendmeno del Nifio. Asi mismo se
observo que en esos mismos afios fue registrado un incremento en la pesca en Yucatan, lo que
permitio establecer la hipotesis de que, ante el aumento de la temperatura en la region occidental de
la PY, los pulpos podrian migrar hacia la zona Oriental (donde se encuentra la surgencia estacional)
en busca de temperaturas mas propicias para el crecimiento. Eso, ademéas de explicar la mayor
pesca registrada en la zona costera del estado de Yucatén, permite entender la mayor variabilidad
genética encontrada en la zona de transicion entre ambas zonas, la cual ha sido ubicada en la

plataforma continental adyacente al puerto de Sisal (Juarez et al., 2010).

Recientes estudios de O. maya han comprobado en conjunto que tiene una historia térmica que
varia en cada etapa del ciclo de vida (Noyola et al 2013; Juérez et al., 2015; Juérez et al; 2016;
Caamal-Monsreal et al., 2016 ) y se muestra en resumen en la figura 1, la cual se describe a
continuacion si se observa de arriba hacia abajo: A la fecha se sabe que O.maya tiene un intervalo
de temperatura de 24 a 30°C, el cual ocurre en la zona de distribucion (Enriquez et al., 2013).

De manera especifica en adultos se sabe que las hembras son capaces de desovar a una
temperatura maxima de 27°C, teniendo repercusion en el porcentaje de sobrevivencia de la progenie
(Juérez et al., 2015; Juarez et al., 2016). En machos adultos aun no se sabe si la temperatura tenga
un efecto grave en la calidad espermatica, pero a 30°C, los machos se mantuvieron inapetentes, lo
que tuvo repercusiones en menores valores de indice hepatosomatico; es decir, el pulpo consumio

tempranamente las reservas internas(Cante-Cua, 2014).

En la etapa juvenil de O. maya Noyola et al. (2013) definieron como el preferendum térmico los 23.4
°C, pero Barcenas (2015) sugiere que 26°C es la temperatura dptima a la que los juveniles crecen,
tomando en cuenta tanto temperatura como el oxigeno (2.3mgQO2/L) y sobretodo aplicado a

cuestiones de cultivo.



En la fase embrionaria Caamal-Monsreal et al. (2016) proponen un intervalo 6ptimo de temperatura
de 24 a 26°C basados en la comparacion del crecimiento de los embriones a temperaturas

constantes, y reportan incluso eclosiones a 30°C.

Finalmente la dltima fase de los estudios con O.maya ha pasado a documentar el efecto que la
temperatura puede tener en la progenie proveniente de hembras estresadas (10 dias a 31°C junto
con una rampa de 24 a 30°C) en comparacion de hembras no estresadas mantenidas a la
temperatura dptima (24°C) y como esto influye sobre el nimero de embriones que nacieron de las
puestas con baja tasa de crecimiento y mayor metabolismo de rutina (R tot) cuando estos son
juveniles (Juarez et al., 2016). Este (ltimo planteamiento realza la importancia de la temperatura en
hembras fertilizadas y da cabida a nuevas interrogantes enfocadas exclusivamente en el desarrollo

embrionario.

Figura 1. Historia térmica de O. maya

2.2. Caracteristicas de la especie Octopus vulgaris

Octopus vulgaris es un grupo de especies encontradas en la zona tropical y sub tropical de todo
el mundo. Aunque la mayoria de las poblaciones ocurren dentro del océano Pacifico y el indico,
existen registros de poblaciones de O. vulgaris a lo largo del Atlantico Americano. Las poblaciones
registradas hasta ahora se caracterizan por tener una musculatura media y larga y ocupar habitats

como rocas y arrecifes de coral tipicamente, aunque también arena y fango (Norman, 2003).



Todos los miembros de ésta especie poseen del segundo al cuarto brazo mas largo en comparacion
con los brazos frontales que son méas cortos (Norman, 2003). Diferentes miembros de la especie
tienen diferentes patrones de actividad, algunos forrajean en la noche, otros principalmente durante
el dia. A la fecha, mas de 10 posibles especies han sido reconocidas en el complejo denominado O.
vulgaris. El grupo deriva su nombre del originalmente descrito en el océano Mediterraneo (Norman,
2003). Hay un nimero de pulpos similares alrededor del mundo que han sido tratados bajo el mismo
nombre aunque la exacta relacion entre estos no ha sido totalmente determinada. Ellos existen en
aguas tropicales del mar del Caribe, en aguas subtropicales de Japdn y en aguas templadas de
Sudafrica. El aislamiento de algunas de estas poblaciones sugiere que son posiblemente especies
separadas (Norman, 2003).

Tipicamente Octopus vulgaris no presenta ocelos, presentan de 7-11 branquias, y pone huevos
pequefios de 3mm o menos (Voss & Solis, 1966). La puesta de una hembra tiene aproximadamente
entre 100,000 a 500,000 huevos (Mangold, 1983) y su ciclo de vida al igual que otras especies esta
dividido en 20 estadios; con una duracion aproximada de 22-25 dias a 25 °C (influenciado por el
factor temperatura como el regulador del desarrollo, el cual es mas rapido a altas temperaturas)
(Naef, 1928; Mangold, 1983; Boletzky, 1987; Castro-Fuentes et al., 2002). Su fase planctonica
representa alrededor del 10-15% de la longevidad estimada de 12-18 meses de su corta vida. Sin
embargo, esto le da la capacidad de dispersarse hacia fuentes de alimento que representa la clave
para entender su reclutamiento (Villanueva et al., 1996; Villanueva & Norman, 2008). O. vulgaris es
una especie con una gran importancia cientifica y comercial, para la que actualmente hay que seguir
incrementando estudios para hacer exitoso su cultivo comercial (Parra et al., 2000). Es una especie
tolerante a los cambios de temperatura desde 7 a 33 °C, aunque el 6ptimo para su crecimiento se
sitlia entre 18-21°C en el Mediterraneo (Aguado & Garcia, 2002).

En México, esta distribuido en el Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano (PNSAV) que
es importante por ser un area protegida angosta localizada cerca de la costa de la Ciudad de
Veracruz y de Boca del Rio, abarcando también los municipios de Antén Lizardo de aprox. 33 km de
ancho y de 400 km2. Esa poblacion es fuertemente afectada por la presencia de los vientos polares o
‘nortes” (de otofio a primavera tardia) causando que la temperatura del mar disminuya algunos
grados en cuestion de horas (Arenas-Fuentes & Salas-Pérez, 2005). Especificamente para la zona
de las isla de los Sacrificios e isla Verde se probo que después de dos “nortes” la temperatura del
mar decae hasta 2°C y la salinidad hasta 2 ups. Incluso se ha observado que durante la temporada



de lluvias (de julio a septiembre), la salinidad es reducida por el incremento de las descargas al

oceano (Salas-Pérez & Granados-Barba, 2008).

2.3. Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario es considerado desde la formacion del cigoto hasta la eclosion. Las
descripciones del desarrollo embrionario y la comparacion entre la embriogénesis de diferentes
especies se han basado principalmente en la descripcion més extensa de los estados embrionarios
en los cefalopodos hecha por Naef (1928). Existen ciertas caracteristicas importantes que definen
cada estadio (Fig.2, ejemplo de O. tetricus) las cuales estan relacionadas con la condicion fisiologica
del embrién (Joll, 1978; Castro-Fuentes et al., 2002; Boletzky, 2003; Uriarte et al., 2012; Caamal-
Monsreal et al., 2016).

Figura 2.Secuencia del desarrollo de las caracteristicas de O. tetricus (Tomado de Joll, 1978)
Se sabe que durante la organogénesis, los drganos cefalicos (sistema nervioso central y 0jos)
son los primeros Grganos conspicuos que aparecen en los embriones porque son en gran parte
formados por las capas ectodérmicas (Boletzky, 2003; Uriarte et al., 2012). Para la especie O.

mimas se ha encontrado una relacién positiva entre el diametro del ojo, longitud del manto y longitud
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del manto/longitud total y la temperatura observada, indicando que la temperatura acelera la sintesis
del sistema nervioso y la organogénesis (Uriarte et al., 2012). En contraste, la talla de los brazos de
los embriones de esa especie no fue afectada por la temperatura, sugiriendo que la temperatura
modula la vida embrionaria en funcion de los requerimientos que tendran las paralarvas durante su
vida planctonica. Se ha descrito que durante el desarrollo de los embriones, el manto suele ser mas
largo que los brazos, sugiriendo que la sintesis de los érganos localizada en el manto es prioritario
sobre el desarrollo muscular (Uriarte et al., 2012). Debido a lo anterior, han surgido diversas
interrogantes acerca de como los embriones, siendo tan susceptibles a la temperatura son capaces

de usar mecanismos de compensacion para adaptarse a lugares frios o calientes (Boletzky, 1994).

Otro de los aspectos importantes en el desarrollo embrionario especificamente para la familia
Octopodidae es que pueden adoptar dos estrategias de historia de vida (Hochberg et al., 1992;
Villanueva & Norman, 2008). La primera es la produccion relativamente de pocos huevos, de tamafio
grande de los cuales emergen organismos similares a un adulto. Estos juveniles rapidamente
adoptaran el habitat de los subadultos (por no ser sexualmente maduros) y finalmente el de sus
padres (Young & Harman, 1988; Villanueva & Norman, 2008). La segunda estrategia es la
produccion de pequefios huevos que se incorporan rapidamente al plancton, con un nado libre y con
pocas ventosas, con cromatoforos simples y una musculatura transparente. Por su habito
planctonico a esta fase del desarrollo se le ha denominado paralarva, las cuales, aunque estan
morfolégicamente desarrolladas, son muy diferentes a los adultos (en morfologia, fisiologia, ecologia
y comportamiento) (Villanueva & Norman, 2008). Basandose en esto se ha propuesto un indice
generado entre el huevo y su embrion dividiendo la longitud del huevo / longitud del manto por 100,
lo que permite clasificar en dos tipos la eclosion: planctonica y béntica. Las especies que tienen
huevos pequefios usualmente tienen eclosiones planctonicas, mientras que las especies que tienen

huevos grandes producen eclosiones bentdnicas (Ignatius & Srinivasan, 2006).

2.4. Influencia de la temperatura en el desarrollo embrionario de cefalépodos
Anteriormente se ha mencionado que el papel que juega la temperatura en el desarrollo
embrionario es importante en varias especies de cefalépodos (Ignatius & Srinivasan, 2006), y en el
presente trabajo se realiza una compilacion de los trabajos mas importantes como se puede apreciar
en la Tabla I. En los estudios que se han llevado en condiciones de cautiverio para las especies

Octopus vulgaris (Cuvier, 1797), Octopus mimus (Gould, 1852), Octopus aegina Garay, 1849, Sepiia
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officialis y Enteroctopus megalocyatus se ha observado que la duracion en dias del desarrollo
embrionario depende de la temperatura y disminuye a medida que ésta incrementa (Mangold &
Boletzky, 1973; Castro-Fuentes et al., 2002; Ignatius & Srinivasan, 2006) (Tabla ).

Tabla I. Influencia de la temperatura en el desarrollo embrionario de cefalopodos.

Especie Temperatura  Tiempo(dias) Temporada Pais Autores
16°C 67 a 68 Invierno
Norte de i
O. mimas* 20°C 38a43 Verano Casttr(? I;lé)?)gtes
Chile etal, e,
24°C 25 (lab) ENSO
Madapam Ignatius &
0. eginae 28-30°C 18a20 Cautiverio _ Srinivasan
(India) 2006
Senegal i
O. vulgaris* 27°C 15a42 Cautiverio ] Cavf%%rg “
Es(Africa) al.,
O. mimus* 15 y 18°C Invierno Chile Una;tglezt al.,
S.officinalis 17°C 80 A 87 Cautiverio Francia Digﬂigiufggo
15y16°C Reduccion del Patagonia |
E. 15% del desarrollo o tiverio g Uriarte et al.,
megalocyathus (Chile) 2015
0 150 a 176dias
12°C
18°C 80 dias
22°C 40dias Cautiverio Sisal Caamal-
0O.maya (Yucatan Monsreal et al.,
(o] 1 ) H ]
26°C 50dias Cautiverio México) 2016
30°C 30 dias

La habilidad de los pulpos para responder a cambios térmicos depende de diferentes factores,
como la historia térmica previa (Juarez et al., 2016), la cual estad determinada por las condiciones
ambientales que experimentan los organismos en su medio natural (aclimatizacién) o en condiciones

de laboratorio (aclimatacién) (Hutchinson y Maness, 1979; Harvey et al., 2014). También se ha
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observado que la tolerancia de las paralarvas esta relacionada con la edad y con la condicion
nutricional (Zufiiga et al., 2013). Al evaluar la relacion entre el comportamiento de termorregulacion y
la edad de las paralarvas de Octopus mimus (de una poblacion en verano) se observo que existe
una relacion entre las reservas de vitelo, la seleccion de temperatura, la tasa metabolica y los limites
térmicos criticos en las paralarvas (ZUfiiga et al., 2013). Esos resultados sugirieron que a medida en
que las reservas se agotan las paralarvas son mas sensibles a la temperatura, pues junto con las
reservas se reduce la energia disponible para responder a los cambios de energia que exigen los
incrementos de temperatura (Zufiga et al., 2013). De manera més puntual el desarrollo embrionario
se ha estudiado con la especie Octopus vulgaris en relacion a la temperatura. Se ha notado que el
tiempo para la eclosion en los embriones que se desarrollan en la zona costera de Senegal (Africa;
maés alejada del ecuador, con mayor variacion en el rango de temperatura) es mas largo que en los
que habitan la zona costera del Norte de Espafia (en una zona més cerca al Ecuador, con una
temperatura mas constante). En particular, las diferencias son registradas para las bajas
temperaturas esto podria deberse a dos hipétesis. Las diferencias en el desarrollo embrionario
podrian presentarse porque 1) Lo que conocemos como la especie O. vulgaris esta constituida por
subespecies aisladas, 0 2) que las poblaciones de O. vulgaris en latitudes mas bajas tienen una
pobre adaptacion a bajas temperaturas en comparacion con los pulpos de altas latitudes

(Caveriviere et al., 1999).

Por otro lado se plantea la hipétesis de que las bajas temperaturas influyen también en la ecologia
de las especies actuando como un regulador en el suministro de alimento. En bajas temperaturas los
embriones podrian tener tasas de desarrollo mas lento, lo cual seria ventajoso si es que en esas
condiciones la abundancia de alimento es limitada. Asi, la temperatura puede ser un factor que
regula la dindmica de la poblacion a través de su participacion en la relacion entre desarrollo y

abundancia de alimento para las paralarvas (Caveriviere et al., 1999).

2.5. Fisiologia de los organismos

Los estudios de fisiologia térmica permiten contestar, entre otras, las siguientes preguntas
¢ Como influird internamente la temperatura en el organismo? ¢ Cuales seran las consecuencias en
el uso de la energia contenida en el vitelo? y ¢Cuales seran los mecanismos que los organismos
tienen que utilizar para compensar, cuando la temperatura aumenta por arriba de los limites que se

consideran dptimos? Los estudios del metabolismo, la actividad de las enzimas metabdlicas y el
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sistema antioxidante, entre otros son algunos de los elementos que permiten establecer la forma en
que la temperatura modula el estado fisiologico de los organismos, incluyendo el de los estadios
embrionarios (Schmidt- Nielsen 1976; Vidal et al., 2002; Clarke & Fraser, 2004; Hill et al., 2006).

Segun Lawton (1999): “ en la fisiologia y en la ecologia no existen leyes comparables a la fisica,
(aunque) si existen tendencias ampliamente observables...la complejidad de ello depende de la
escala a la que se observe”. Por esa razon, los estudios realizados en las primeras fases del
desarrollo son de particular interés, pues, en éstas, no solo los procesos se llevan a cabo en una
escala temporal menor, sino que ademas, por encontrarse en desarrollo, suelen ser las fases mas

sensibles en los cefalépodos (Clarke & Fraser, 2004).

En general todos los organismos mantienen un complejo equilibrio dinamico u homeostasis. Se dice
que la homeostasis es constantemente ajustada por adversos efectos internos o externos, a los que
Fry (1947) en su momento también denominé como factores y mas tarde Chrosus (2009) denomina
estresores. Asi, el estrés puede ser definido, como el estado en el cual la homeostasis es
amenazada por los factores del medio. Aunque la pérdida de la homeostésis puede conducir a la
muerte, la gran mayoria de los organismos cuentan con mecanismos que, dentro de ciertos limites,
permiten que la homeostasis sea re-establecida, gracias a un complejo repertorio de respuestas
adaptativas que los organismos han adquirido a través de cientos de miles de afios de evolucion
(Chrousos, 2009).

Cuando cualquier factor estresante supera un cierto umbral de gravedad o de tiempo, los sistemas
homeostaticos de adaptacion del organismo activan respuestas compensatorias que funcionalmente
corresponden con el factor estresante (Chrousos, 2009). Los mecanismos homeostaticos, incluyen
un sistema en respuesta en forma de una “U invertida” (Fig. 3). En el esquema siguiente lo basal u
homeostasis saludable (o eustasis) es lograda en la parte central, es decir donde la respuesta
homeostéatica es maxima. Los efectos subdptimos probablemente ocurren en los lados de la misma'y
pueden conducir a una adaptacion insuficiente, estado al que se ha llamado alostasis 0 mas
correctamente cacostasis; esta condicion probablemente sea dafiina para el organismo en el largo
plazo (Chrousos, 2009).
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Figura 3. Desempefio del Sistema homeostéatico en forma de U inversa. La eustasis estd en medio, es el rango 6ptimo
de la curva. Tomado de Chrousos (2009).

2.6. Consumo de oxigeno y temperatura

De todos los gases, el oxigeno es uno de los mas importantes por ser esencial para los
animales en la respiracion, a través de la oxidacion de nutrientes lo que permite la liberacion de la
energia necesaria para la locomocion, reproduccion, alimentacion y otras actividades vitales (Hill et
al., 2006). Por su parte los cambios de temperatura tienen efectos muy considerables sobre muchos
procesos fisiologicos. Dentro de unos determinados limites, los aumentos de temperatura aceleran la
mayor parte de los procesos fisioldgicos. Un ejemplo es el efecto sobre la velocidad de consumo de
oxigeno, que es una expresion conveniente en la actividad metabélica de conjunto de un animal
(Schmidt-Nielsen,1976; Portner et al., 2010).
De la relacion entre la tasa metabdlica y la temperatura del medio ambiente en ectotermos, depende
la produccion de ATP proveniente de la glicélisis y el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA en
inglés), que es el proceso central en el metabolismo celular por unidad de tiempo (Schmidt-Nielsen,
1976; Clarke & Frase 2004; Hill et al., 2006). Por eso la tasa metabdlica refleja el potencial de
energia utilizable por el organismo, y es tradicionalmente medido como la tasa de consumo de
oxigeno (Clarke& Fraser, 2004; Hill et al., 2006). La razon por la que se puede utilizar el oxigeno
como una medicion practica de la tasa metabolica es que la cantidad de calor producido por cada
litro de oxigeno utilizado en el metabolismo es un factor que permanece casi constante

independientemente de si se oxidan grasas, gllcidos o proteinas (Schmidt-Nielsen,1976).
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En la mayoria de los organismos el ATP generado es aerdbico usando oxigeno como el aceptor final
de electrones (Clarke & Fraser 2004). Pero existen otros organismos que incluso pueden tolerar la
falta de oxigeno, como los moluscos que pueden cerrar sus conchas por largos periodos, en
ausencia de ventilacion, durante los cuales utilizan procesos metabolicos anaerébicos para generar
ATP (Hill et al., 2006). Hill et al. (2006) plantean que si el animal de prueba se encuentra en reposo,
es decir no realiza un trabajo externo (como podria ser un estresor), la sola medicion de la
produccion de calor es un indicador de la totalidad del indice metabdlico de rutina. Mientras que en
los casos en los que el animal realiza un trabajo externo y/o es afectado por un estresor o factor, el
consumo de oxigeno es una medida de la energia que se requiere para realizar ese trabajo externo
(Hill et al., 2006).
Existen estudios que han relacionado la temperatura con el consumo de oxigeno en paralarvas de
pulpos. Higgins et al. (2012) cuantificaron la tolerancia térmica, la preferencia térmica y la
dependencia de la temperatura en las tasas de respiracion en los primeros dias (1-5 dias) de
paralavarvas de Octopus huttoni. Estos autores observaron que la mortalidad puede llegar al 50% de
los animales cuando son expuestos a temperaturas altas de 31.4°C, y que las paralarvas mas
grandes son las que menos responden al incremento de la temperatura, lo cual esta fuertemente
ligado al agotamiento del vitelo. Estos autores interpretaron que tales respuestas reflejan los ajustes
metabdlicos que los organismos despliegan como respuesta al estrés térmico, el cual se presenta a
partir de temperaturas mayores de 25°C (Higgins et al., 2012).
En general la relacion entre la tasa metabolica y la temperatura corporal puede doblarse (ver base
de la siguiente ecuacion) por cada incremento de 10°C de la temperatura (Hill, 1980).

Ry = a2(T/10) (Ec.1)
Donde R; es la tasa metabdlica, a un factor que permite establecer la igualdad y T la temperatura.
Sin embargo, la base de la potencia es solo aproximadamente 2. Por lo que se propuso un término
en biologia que se ha utilizado para medir los cambios metabdlicos (medidos como consumo de
oxigeno) de los organismos conocida como el Qio (Schmidt-Nielsen,1976). Definido como la
aceleracion? provocada por un incremento de 10°C en la temperatura, que describe la sensibilidad
térmica de la tasa metabolica y es dada por la ecuacion 2 (Schmidt-Nielsen,1976; Hill, 1980):

2 No solo para el consumo de oxigeno, sino para cualquier proceso cuya tasa de cambio sea afectada por cambios en la
temperatura
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(Ec. 2)

Al principio los estudios sobre Q1o trabajaban con diferencias de 10°C, sin embargo, actualmente la
inclinacién de trabajar con animales acuéticos bajo el efecto del cambio climético, ha hecho de
manera mas frecuente trabajar con diferencias de temperaturas entre 3°C y 6°C predichos por el
Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climético ( IPCC, siglas en inglés; Schmidt-
Nielsen,1976; ).

Por lo que la definicion de Q1o Util para éstos casos fue la modificada por Van't Hoff (Ec.4) cuando
se requiri6 medir una tasa metabolica de dos temperaturas, T2 y T1 que diferian menos de 10°C
(Schmidt- Nielsen,1976; Hill, 1980).

Ry = Q10(T2_T1)/10 (Ec.3)

Y al despejar la base Q1o tenemos:

R2)10/(72—T1)

Q10 = (_

R (Ec.4)

Que es una funcién continua que depende del incremento de temperatura (T-T1) de la condicién 1 a
la condicion 2 y sus correspondientes tasas metabolicas (Rz2 y Ry).

El coeficiente Q1o representa la base del crecimiento exponencial de la tasa de consumo metabdlico

con respecto a la temperatura. Y es dividido en cinco escalas por Schmidt-Nielsen (1976):

Figura 4. Teoria de la compensacion para un cambio de temperatura de T1 a T2, tomado de Schmidt-Nielsen (1976).

e Si Q<1 indica que hay una sobrecompensacion metabdlica y al aumentar la temperatura

en cierto intervalo el consumo de oxigeno disminuye.
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e Si Qo= 1 indica que existen mecanismos de compensacion fisiologica que permiten al
organismo regular la tasa metabdlica (Noyola, 2015), porque el consumo de oxigeno no se
modifica de manera significativa en la condicion 2 con respecto a la condicion 1. Cabe
mencionar que se puede obtener una compensacion, si entre la condicion 1y 2 hay una
etapa de aclimatacion, donde a pesar de que el consumo de oxigeno se incremente con la
temperatura, se le permita al organismo adecuarse al medio y restablecer su consumo,
hasta que el consumo en la condicion 2 sea igual al de la condicion 1.

Por lo que una consideracion importante al medir la sensibilidad térmica (Qi) en los
organismos es la escala de tiempo, en la que se toman éstas mediciones de consumo de
oxigeno.

e Si 1<Q10<2 hay una compensacion parcial, es decir no se mantiene constante el consumo
de oxigeno, éste es mayor en la condicion 2, pero menor al doble del consumo de oxigeno
en el estado 1, para diferencias de temperatura de 10°C.

e Q10=2 indica que no hay compensacion, lo que significa que el consumo de oxigeno se
duplico por cada aumento de 10°C(Schmidt- Nielsen,1976).

e Siel Qu>2 ocurre el efecto inverso, el cual consiste en que cada aumento de temperatura
por 10 °C, el consumo de oxigeno se acelerard demasiado (mas del doble), incluso
observando una triplicacién o cuadruplicacién del consumo de oxigeno. Biolégicamente es
muy extrafio que ocurra el efecto inverso, sin embargo existen algunos casos (Schmidt-
Nielsen,1976).

El Qi ha sido ampliamente usado como indicador de la magnitud de un cambio inducido por la
temperatura en tasas quimicas o fisiologicas (Chaui-Berlinck et al., 2002). Sin embargo, desde el
siglo XX, hay un largo y permanente debate concerniente a si los valores de Q1o pueden ser usados
para derivar conclusiones acerca de la control regulatorio del metabolismo (Chaui-Berlinck et al.,
2002). El principal punto de desacuerdo es si es 0 no es adecuado utilizar conceptos derivados de la
teoria molecular en las respuestas fisioldgicas de integracion en los organismos vivos. Ese debate
parte de la formula matemética de Quo, la cual calcula el valor de la misma manera para todos los
animales, siendo que hay dos principales tipos de animal metabdlico, ectotermos vy
heteroendotermos, que exhiben substanciales y concurrentes cambios en la temperatura del cuerpo

y la tasa metabdlica (Chaui-Berlinck et al., 2002).
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2.7. Nuevas tendencias en el estudio de embriones y la temperatura

Hasta ahora estudiar el desarrollo embrionario de los cefalépodos nos podia ayudar a describir
las especies, mejorar el entendimiento de los ciclos de vida, conocer sus distribuciones geograficas,
dilucidar relaciones filogenéticas y en un sentido aplicado para conocer el manejo sustentable de los
stocks pesqueros, asi como ayudar a mejorar los avances en la acuacultura. Sin embargo
recientemente han surgido nuevas incognitas acerca de la sinecologia entre especies (Boletzky,
1998; Bardn, 2003; Ortiz et al., 2006) y los posibles efectos del calentamiento +3°C (segun el IPCC,
para 2100) en el desarrollo embrionario y su posterior efecto en la sobrevivencia de los juveniles de

diversas especies de cefalépodos(Rosa et al.,2012; Repolho et al. 2014; Juérez et al., 2016)

De manera tradicional la dependencia entre la temperatura y las tasas de cambio bioldgicas del
organismo, se habian descrito en términos del Q1o, asumiendo una relacion exponencial entre estas
variables y la temperatura (para un cambio de temperatura de 10°C, Gillooly et al, 2002). Es dificil
aplicar éstos conceptos cuando hay una gran diversidad de especies que convergen en la misma
zona geografica y se enfrentan a los mismos cambios ambientales. Por su parte Gillooly et al. (2002)
se plante6 la “hipotesis de una dependencia de la temperatura universal (UTD, por sus siglas en
inglés)” en donde asume que la tasa metabolica sera afectada por la temperatura en los individuos
expuestos a cambios draméticos en la temperatura, de la misma manera que afectard a organismos
adaptados a lo largo de un tiempo evolutivo para vivir en diferentes temperaturas. Por otro lado
Clarke (2004) y Clarke y Fraser (2004) usan una explicacion alternativa para la relacion entre la tasa
metabdlica y la temperatura en los ectotermos, planteando la “hipdtesis de compensacion evolutiva”
asumiendo que cada organismo se puede enfrentar de distinta manera a los cambios ambientales.
Los autores anteriores ligaron ambas hipétesis a través del papel que juega la sintesis de proteina
en la tasa metabolica, esto es tomado en cuenta ya que para los cefalopodos ésta es la principal
fuente de requerimiento (Farias et al., 2009). Por esa razén actualmente surge una nueva vision
para tratar de predecir los efectos que podria tener el aumento de temperatura en el desarrollo
embrionario propuestos por diversos autores y enfocados en los cambios que podrian causar a los
invertebrados en fases tempranas de desarrollo (Schmidt- Nielsen, 1976; Repolho et al., 2014 ).
Para esto se ha planteado la pertinencia de realizar mediciones en las variaciones de las proteinas
de shock térmico (HSPs), las especies reactivas de oxigeno (ERO o ROS en inglés) los niveles de
actividad enzimatica Glutation S-transferasa (GST) y los niveles de peroxidacion lipidica (en

concentraciones de malondialdeido (MDA). Estos indicadores han demostrado ser un buen reflejo de
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los mecanismos de adaptacion que los embriones tienen para enfrentar los efectos del
calentamiento (Rosa et al., 2012; Repolho et al., 2014). ¢Como podrian verse afectadas las dos
especies de interés O.maya Y O. vulgaris del Golfo de México? Si bien Juarez et al., (2015) plantean
que los juveniles O. maya provenientes de madres estresadas (sometidas a temperaturas de 30°C y
rampas de 30 a 24°C) no muestran limitaciones fisiologicas indicando cierta independencia del
estrés parental debido a las adaptaciones termales que tienen las propias crias. Los autores hacen
hincapié en que esto podria tener un efecto a nivel celular en los embriones. Por lo que el presente
trabajo se desarrolla en condiciones de un incremento paulatino que podria condicionar a los
embriones a activar los mecanismos de adaptacion en las primeras fases de desarrollo embrionario
para tolerar incrementos de temperatura en estadios posteriores. Otro aspecto importante en resaltar
es que la mayor parte de los estudios en relacion al efecto de la temperatura se han centrado en
especies de octopodos que presentan un desarrollo embrionario indirecto (planténico), es decir
pasan por una fase de paralarava. Sin embargo, existen pocos estudios en donde se observe el
comportamiento de pulpos con desarrollo embrionario directo (béntico) como es el caso de O. maya.
Esto es valido en el sentido de que no existe informacion sobre los efectos de la temperatura en el
desarrollo embrionario ni de las implicaciones fisioldgicas que podria provocar. La resultante de
examinar estos efectos sobre O.maya junto con O. vulgaris permite visualizar el panorama de lo que

ocurre con dos especies que convergen de manera mas completa.

3.  JUSTIFICACION

Existen varios elementos que justifican el presente estudio entre los cuales se encuentran:

La importancia trascendental que la poblacion de O. maya tiene como recurso pesquero para la
economia de los estados de Campeche y Yucatan de la cual dependen méas de 15 mil pescadores y
sus familias. Por su magnitud la pesqueria de O. maya representa la mas importante pesqueria de
pulpos de América y la tercera pesqueria mas importante de nuestro pais con una produccion
promedio anual de alrededor de 10 mil toneladas. Por otro lado O. vulgaris no solo forma parte
importante de las pesquerias de Yucatan (aportando entre el 40 y 50% de la produccion de pulpo en
el Estado) sino que ademas constituye la fuente de ingresos y el sustento de una importante
comunidad pesquera de la localidad de Antén Lizardo, los municipios de Veracruz y Boca del Rio
(Jiménez-Badillo et al., 2008).
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Al igual que otras especies de pulpos O. maya y O.vulgaris tiene un ciclo de vida corto en el que
las hembras desovan una sola vez en su vida, lo cual hace a ambas poblaciones particularmente
sensibles a los cambios ambientales que pudieran alterar el proceso reproductivo y el reclutamiento.
Tomando en cuenta que la PY esta localizada en una region de transicion entre el mar Caribe y el
Golfo de México. Se ha podido observar que esta posicion favorece el desarrollo de los pulpos
gracias a la presencia de eventos climaticos y oceanograficos que modulan la temperatura de la
plataforma, permitiendo asi que la especie complete exitosamente su ciclo de vida. Estas
condiciones experimentan oscilaciones que estan siendo determinadas por los cambios climaticos
estacionales lo cual sugiere que los pulpos podrian estar eventualmente expuestos a cambios
graduales de la temperatura cuando esas oscilaciones se presentan. Entre éstas cabe destacar la
eventual ausencia de la surgencia estacional en la region este de la PY (Enriquez et al., 2013). A la
fecha existe informacion que permite establecer que la capacidad de tolerar la temperatura por parte
de los embriones de O. maya esta limitada por un umbral térmico alrededor de los 27°C (Juérez et
al., 2015; Caamal-Monsreal et al., 2016). Para los embriones O. vulgaris no existe informacion sobre
la tolerancia térmica, al menos para la poblacion de Yucatan y Veracruz, aunque estudios realizados
en la poblacién procedente del sur de la Peninsula Ibérica indican que esta especie podria ser
incapaz de tolerar temperaturas mayores de 21°C, es decir 3°C por arriba del limite térmico
observado en las poblaciones silvestres (Repolho et al., 2014). Aunque estos estudios arrojan
informacion importante referente a la tolerancia térmica de los embriones de ambas especies, existe
la sospecha de que, al haberse llevado a cabo esos estudios con temperaturas constantes y
estaticas, los embriones hayan expresado limitantes térmicas que no corresponden con las
condiciones ambientales en las que eventualmente éstos organismos pudieran experimentar en su
ambiente natural o ante escenarios de calentamiento. Tomando en cuenta lo anterior, el presente

estudio ha sido disefiado para contestar la siguiente pregunta de investigacion:

¢Los embriones de O. maya y O. vulgaris seran capaces de tolerar una temperatura mayor a la
actualmente utilizada (27°C para O. maya, Caamal-Monsreal et al., 2016 y O. vulgaris, Caveriviére et
al., 1999) en condiciones controladas y constantes que cuando son sometidos a un aumento gradual
de temperatura? La hipétesis que sostiene esta pregunta es que ante un aumento paulatino de la
temperatura los embriones tendrian la capacidad de preparar tempranamente los mecanismos de
tolerancia al aumento de la temperatura, entre los cuales destacan los asociados a la regulacion de

los ERO pudiendo asi desarrollarse por arriba del umbral de los 27°C.
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4.

OBJETIVO GENERAL

Establecer si un aumento paulatino de la temperatura aumenta la tolerancia de los embriones de

0. maya y O. vulgaris mas alla del umbral previamente establecido de 27°C.

4.1.

5.

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Objetivos particulares

Conocer los efectos de un incremento paulatino de la temperatura en el crecimiento de los
embriones de pulpo(O. maya y O. vulgaris) mediante la evaluacion de cuatro variables
morfoldgicas: largo total (LT), largo del manto (LM),largo de los brazos (LB)y didmetro del
ojo (DO).

Determinar la condicion fisiologica de los embriones de pulpo (O. maya y O. vulgaris )a
través del consumo de oxigeno y del uso de las reservas de vitelo expuestos a un

incremento gradual de la temperatura (rampa:24 a 30°C).

Evaluar los efectos de la temperatura en el sistema antioxidante a través de la
determinacion de las actividades de la catalasa, y las concentraciones de glutation total

(GSH) y lipoperoxidacion (LPO) en los embriones de O.maya.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se llevaron a cabo tres experimentos dos con la especie Octopus maya y

uno con la especie Octopus vulgaris. Derivado de lo anterior, el presente documento se dividi6 en

dos capitulos. El primer capitulo contiene los resultados de los Experimentos 1y 2 llevado a cabo

con la especie O. maya y el segundo los que corresponden Experimento 3 llevado a cabo con

embriones de O. vulgaris.
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CAPITULO I

Respuestas metabdlicas a la tolerancia térmica de los
embriones de Octopus maya
(Voss & Solis-Ramirez, 1966)
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Capitulo I. Octopus maya

I.1. Materiales y métodos
I.1.1. Origen de los organismos

Los reproductores de O. maya fueron obtenidos de la poblacion silvestre de pulpo de la
plataforma continental adyacente a las costas de Sisal, Yucatan (Fig. 5). La captura se llevo a cabo
mediante la técnica de “gareteo”, el cual consiste en una cafia con varias lineas con carnada de
cangrejo (a la que se le denomina “jimba”) (Fig.6). Con este método, el pulpo es atraido por la presa
y de ésta manera al sentir el peso el pulpo es extraido (Fig.6). Una vez que se capturaron, los pulpos
fueron colocados en estanques externos de 6 m didmetro ubicados en la Unidad Académica de
Yucatan (UAY), Facultad de Ciencias, UNAM. Machos y hembras fueron mantenidos juntos con el fin
de asegurar que las hembras adultas fueran fecundadas (Rosas et al., 2014). Una vez asegurada la
copula, las hembras fueron extraidas de los estanques externos y colocadas individualmente en
estanques de 80 L en el area de maduracion, en la que fueron mantenidas a 24°C constante durante
30-45 dias hasta el desove. Durante este periodo los animales fueron alimentados dos veces al dia

(9 amy alas 6pm) con jaiba fresca .
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Figura 5.Mapa modificado de la zona de Sisal, Yucatan (indicado con un tridngulo) donde se colectaron los especimenes
de O.maya (Tomado de Zarco-Perello , 2013) .
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Figura 6. Diagrama esquematico del sistema utilizado para la pesca de pulpo (Tomado de SAGARPA, 2011)

1.1.2. Disefio Experimental

El disefio experimental consistio en utilizar el desove de una de las hembras seleccionadas del
area de maduraciéCasn que logro un desove de 1864 huevos, el cual se dividi6 aleatoriamente en
dos grupos de 35 racimos cada uno. El primer grupo de huevos fue asignado para el tratamiento
control en el que la temperatura se mantuvo a 24°C constante durante todo el desarrollo
embrionario. El otro grupo de huevos fue asignado al tratamiento rampa. Estos huevos fueron
sometidos a un incremento de temperatura de 1 °C cada 5 dias hasta completar el desarrollo
embrionario (de 45 a 50 dias aprox.). Este experimento se realizd dos veces, el experimento 1(E1)
(Fig.7A), se llevo a cabo con el desove de una hembra que termind la puesta el dia 11 de agosto de
2013 con una duracién del desarrollo embrionario de 45 y 35 dias en los tratamientos Control y
Rampa respectivamente. El segundo experimento 2(E2) (Fig.7B) utiliz6 el desove de una hembra, la
cual termind de desovar el 30 de septiembre de 2013 con una duracion de 45 y 40 dias en los
tratamientos Control y Rampa, respectivamente.
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Figura 7. Disefio experimental de la especie O. maya: A) Experimento 1 (E1) para estimar el consumo de oxigeno y
B) Experimento 2(E2) para toma de fotografias y consumo de oxigeno. Los cuadros en verde indican los dias de
muestreo para el tratamiento rampa y los cuadros en morado los dias de muestreo para el tratamiento control. R*

indica la toma de las respirometrias

1.1.3. Analisis de cambios morfométricos en embriones de 0. maya.

Con la finalidad de describir cuantitativamente los cambios en las cuatro variables morfoldgicas
de los embriones de O. maya en total se usaron las mediciones de 119 fotografias provenientes
exclusivamente de E2 de los embriones de ambos tratamientos térmicos contrastantes: temperatura
constante o control y rampa (de 24°C a 30°C). El inicio de los estadios de desarrollo se comenzé a
fotografiar a partir del dia 10 posterior al término de la puesta. De cada uno de los tratamientos se
fotografiaron 10 huevos distintos cada 5 dias durante 40 dias en rampa y 45 dias en control,
utilizando un microscopio LEICA acoplado a una cdmara de la misma marca (EZ4HD). Para calibrar
cada fotografia se usé papel milimétrico y el niamero de pixeles para las fotografias de O. maya se
estimo con el mismo programa de captura de imagenes del microscopio. Para hacer esto se fijaron
en cada fotografia 148 pixeles los cuales representaron 1mm en objetivo 8x. A cada huevo se le
midio la longitud total del embrion, LT (mm), longitud del manto, LM (mm), el largo de los brazos, LB
(mm), el diametro del ojo, DO (mm), y se estimé el volumen del vitelo midiendo: el diametro mayor
(Dm, Fig.9) ylo el diametro menor (dm) esto se llevo a cabo utilizando el programa LAEZ, version
2.1.0 (Fig. 8).
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Figura 8. Embrion de O. maya con las mediciones realizadas en el programa LAEZ, Longitud del manto (LM); Longitud
total del embrién (LT), Didmetro del ojo (DO) y Longitud del brazo(LB) y E)Forma esférica del Vitelo.

Una vez concluidas las mediciones se analizaron los cambios morfométricos mediante la
comparacion entre los resultados obtenidos de los embriones mantenidos en el tratamiento control y
en la rampa, utilizando un andlisis multivariado. En este analisis, las coordenadas principales (PCO)
se calcularon sobre la matriz de distancias euclidianas calculadas entre pares de muestras
(Legendre & Legendre, 1998). Previo a la ordenacion de los datos éstos fueron normalizados (es
decir cada dato fue centrado y dividido entre la desviacion estdndar de su variable respectiva,
Legendre & Lengendre, 1998).

Sobre la matriz de disimilitudes se aplico una ANOVA multiple con permutaciones para distinguir los
cambios morfoldgicos entre los embriones expuestos a un incremento de la temperatura (rampa) y el
control. EI modelo utiliz6 el tratamiento fijo con dos niveles (rampa y control), y el tiempo como la
variable continua (fija, ya que los embriones fueron medidos en dias pre-establecidos). La
interaccion entre estos términos fue examinada para establecer si la forma como los embriones
cambian en su morfologia a lo largo del tiempo variaba dependiendo del tratamiento térmico. Para
ello se utilizaron 9999 permutaciones de los residuales bajo el modelo reducido (Anderson, 2001;
Mcardle & Anderson, 2001).
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Para obtener una mejor visualizacion del modelo en una configuracion bidimensional, se aplicd un
PCO sobre las distancias a los centroides de cada grupo (manuales del PRIMER v6 + PERMANOVA
add in).

1.1.4. Identificacion de los estadios de Naef (1928) en los embriones de 0. maya

Para la identificacion de los estadios (edad) se siguieron los procedimientos previamente
establecidos en otras especies de cefalépodos (Uriarte et al., 2012; Castro-Fuentes et al., 2002). Se
utilizaron los criterios de Naef (1928) y Castro-Fuentes et al. (2002) para clasificar los estadios del
desarrollo embrionario de O. maya que comprendieron veinte estadios. Dichos estadios fueron
representados por caracteristicas especificas que describen los avances en el desarrollo
embrionario. Debido a la dificultad de observacion, para O .maya los estadios del 1 al 6 no fueron
cuantificados ya que estos ocurren durante las primeras horas en las que la hembra ain se
encontraba colocando la puesta. El resto de los estadios se describen a continuacion con las

observaciones correspondientes:

Estadio 7:Este estadio se caracteriza por la aparicion de dos capas una mas oscura que la otra:
el huevo presenta una coloracion blanca en general; sin embargo se distingue el

blastodermo (db). En éste estadio ocurre la primera inversion.
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Estadio 8: En éste estadio aparecid el complejo ocular (co) y se comenzd a pigmentar, lo que

posteriormente fueron los 0jos.

Estadio 9: Ocurrio una depresion de la mancha ocular y los brazos en el polo animal, que figura

una “acinturacion” del vitelo.
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Estadio 11: Ocurrié la aparicion de las primeras ventosas, inclusive con una sola ventosa

observada se considerd perteneciente a este estadio.

Estadio 12: Se caracterizd porque ocurrié la aparicion de las manchas de los estatocistos (st,

que son dos puntos de color negro) en medio de los ojos (0)del embrion.
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Estadio 13: En el embrién se observé en el ojo la aparicion de la retina (RT), que es una linea
muy delgada que aparece alrededor del ojo, puede ser poco evidente, pero fue constante en

los embriones revisados.
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Estadiol4: En el embrion comenzaron a aparecer los cromatoforos (cr) en la parte frontal del
embrion entre los ojos y alrededor de los ojos (0), sin embargo ain no se observan en la

glandula digestiva (gld).

Estadio 15: En este estadio al embrién comenz6 a latirle el corazon esta fue una caracteristica
evidente de movimiento muy cercano a la zona en la que se encuentra en la glandula
digestiva (gld). Respecto a las caracteristicas fisicas el embrién presenta cromatoforos (cr)

en la parte frontal del manto (ma) entre los ojos y ademas en la glandula digestiva.
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Estadio 16: El embrion presentd un incremento en el tamafio de la glandula digestiva (gid) y

ademas se hace evidente la coloracion azul marino de la misma.
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Estadio 17: En este estadio el embrion presenté cromatoforos (cr) en los brazos y en los 0jos
(aungue no necesariamente se presentan) y la glandula digestiva (gld) es muy marcada en

la coloracion azul marino.

Estadio 18: En este estadio el embrién aumenta de tamafio con una evidente reduccion del
saco vitelino externo (sve), los brazos (br) del embrion se alargan hasta el extremo distal del

huevo y el embrion se mantiene en direccion al pedinculo del huevo (PH).

Estadio 19: El embrion presentd cromatoforos en todo el cuerpo y el tamafio es similar al
anterior con brazos grandes que incluso se ven obligados a doblar. En este estadio el embrion

se encuentra en posicion de eclosion, es decir los brazos se presentan en direccion al pedinculo
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y el manto en direccion a la parte mas ancha del huevo. En este estadio los embriones aun

presentan vitelo.

1.1.5. Analisis del desarrollo embrionario

Para obtener una estimacion del estadio en el que se encontraban los embriones se grafico el
dia experimental en el eje X contra los estadios de cada uno de los embriones en el eje Y y se
obtuvieron la ecuaciones del modelo logaritmico general (Ec. 5)para describir esa relacion en cada

tratamiento (Uriarte et al., 2012; Caamal-Monsreal et al., 2016).

EstadiodeNaef = a + b * Ln[Edad(dias)] (Ec.5)

Donde a y b son constantes del modelo logaritmico y el Ln fue multiplicado por la edad (en dias); de
ésta manera se obtuvo el estadio correspondiente a 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 dias.

1.1.6.Consumo de Vitelo
El volumen del vitelo fue determinado dependiendo la forma que presenté el vitelo dentro del
huevo ya fuera ovoide (Ec.6) o esférica (Ec.7; Fig.9). Para el célculo del volumen se utilizaron las

siguientes ecuaciones (Vidal et al., 2002; Uriarte et al., 2012):

4mwAB?

V(ovoidal) =

(Ec.6)

4
3mr3

V(esférica) = (Ec.7)

Donde V es el volumen del vitelo (mm3) y A = % del diametro mayor, B = %2 del didmetro menor del
huevo respectivamente; 1 es 3.1416. Ademas el volumen fue multiplicado por la densidad de 1.036

mg mm-3 para convertir esto a peso himedo (Vidal et al., 2002).
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Figura 9. Forma del vitelo en los embriones de O. maya: A) Esférica y B) Elipsoide

Posteriormente se determind si el vitelo fue consumido de la misma manera durante el
desarrollo, para lo que se hizo un andlisis de varianza factorial, donde la variable dependiente o de
respuesta fue el volumen del vitelo y el primero de los factores fijos fue la condicion o tratamiento
(control y rampa) y el segundo factor fijo fue el estadio. Para hacer esto se utilizd el software
Statistica. Posteriormente se hizo una prueba pos-hoc Tukey, con la cual se determind la existencia

de grupos.

Finalmente se calculd el porcentaje del volumen consumido en el estadio 19 de cada tratamiento,

considerando el 100% del volumen inicial para cada tratamiento.

I.1.7. Indicadores Fisiologicos: Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue medido a partir del dia experimental 15 debido a que en este dia los
huevos ya presentan 0jos y por lo tanto una tasa respirométrica perceptible. Se registraron 10
huevos cada 5 dias durante todo el desarrollo embrionario en ambos tratamientos: Control (24°C) y
Rampa (24 a 30°C). Se realizaron en total 255mediciones respirométricas de las cuales 120 fueron
de E1y 135 de E2. La experiencia que se tiene al respecto en la especie O. maya mantenidos a
24°C indica que para registrar la tasa metabdlica es necesario realizar las mediciones por intervalos
de 40 min.
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El disefio del sistema respirométrico consistio en 7 camaras (de 100uL cada una) conectadas por
medio de mangueras por las que circuld agua purificada que provenia de un termorregulador. Esto
permiti6 mantener la misma temperatura del tratamiento del que proviniera el huevo (y evitar algin
estrés causado por la medicion de Oy). En la Gltima cAmara (séptima cdmara) se coloco el huevo
que se iba a medir y a ésta se le coloco el sensor (un electrodo fluorométrico (PreSens)) que tomo
cada 25 segundos la medicion de la concentracion de oxigeno en la cAmara. Este sensor se conecto

a una computadora que permitio recabar las lecturas del sensor por 40 minutos (Fig.10).

B)

Figura 10. Disefio del Sistema respirométrico compuesto por A) Termorregulador, B) Camaras
respirométricas y C) Ultima camara de medicion con el huevo D) Oxy10 conectado a la computadora.

Al inicio de cada dia de respirometrias se registraron las variaciones en la concentracion de oxigeno
de la camara sin huevo la cual fue considerada camara control y sirvid para evaluar el consumo de
oxigeno asociado con la respiracion de las bacterias del agua de mar. La informacion se organizé
por experimento y por dia de muestreo (15, 20 25, 30, 35, 40, 45 y 50 dias), y para cada uno de los
dias. Al consumo de oxigeno de cada huevo se le resto el consumo de oxigeno de la cdmara control

para descartar la respiracion que se lleva a cabo por las bacterias.
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El analisis de los datos en bruto de los experimentos E1 y E2 fueron analizados de manera
independiente para probar Ho:si habia diferencias significativas entre los experimentos para cada dia
medido: 15, 20 ,25 ,30, 35, 40, 45 y 50; mediante el programa GraphPad PRISM version 5.00
(GraphPad Software, Inc., USA). Debido a que no presentaron diferencias significativas entre las

rectas se realiz6 un promedio de ambos experimentos para cada dia.

Se usaron los datos de cada tratamiento para obtener la ecuacion general del modelo logaritmico de

cada tratamiento obtenidas en la seccion I.1.5,

EstadioControl = 8.3 x In(Edad) — 11.4 (Ec.8)
EstadioRampa = 7.7 * In(Edad) — 9.7 (Ec.9)

Donde se sustituyd la edad en dias experimentales, para obtener el estadio de las respirometrias
correspondientes a 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 dias, una vez estimados los estadios

correspondientes para convertir los datos en bruto de Oz a mgO2 ht mg? huevo himedo:

1)En estudios anteriores con embriones de O. maya expuestos a temperaturas muy parecidas a las
del presente trabajo, se pudo obtener la siguiente ecuacion para calcular el peso en mg de los

huevos por estadio (Caamal-Monsreal et al., 2015):
Peso de estadio(mg) = 0.044 e(0-39+estadio) (¢ 10)

2) La medicion del consumo de O proveniente del sensor se dividié entre el peso de cada estadio
correspondiente y de ésta manera se obtuvieron los nuevos datos en mgO. mint mg-lpeso
humedo.

3) Mediante éstos nuevos datos se obtuvieron las rectas del consumo de oxigeno por cada estadio
en GraphPadPrism (version 5.03) y en cada uno de los tratamientos, estimadas mediante la

pendiente e intercepto cuando X es cero.

4)Finalmente se obtuvo Ro (la respiracion del embrién), para lo que se sustituyo A y B en la

ecuacion de cada estadio y en ambos tratamientos :
Ro =A +BX (Ec.11)

Donde A es la pendiente de cada estadio, B el intercepto de cada estadio y X equivale a 60.
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Posteriormente fueron comparadas entre si las rectas de los estadios 11control-11rampa,15control-
15rampa,17control-17rampa,18control -18rampa y 19control-19rampapor un analisis de covarianza

en GraphPadPrism (Version 5.03) para:

1) Planteando como Ho: No habia diferencia en el consumo de O; entre los embriones del

tratamiento control y el tratamiento rampa.

Por otro lado para poder estimar cuanto en porcentaje (%) aproximadamente los embriones elevaron
el consumo de oxigeno al incrementar la temperatura, se tomé como el 100% del consumo de
oxigeno de los embriones de tratamiento control y se compard con lo consumido por embriones

rampa en el mismo estadio.

1.1.8. Determinacion de Q1o

Adicionado a lo anterior los valores de Ro de los embriones en el estadios 11 de 24 y 26 °C,
estadio de 13 de 24 y 27°C, estadio 15 provenientes de 24°C y 28°C, estadio 17 de 24°C y 29°C y
estadio 19 de 24°C y 30°C se utilizaron para obtener los valores de Q1o como indicadores de la

sensibilidad térmica mediante la siguiente ecuacion de Van't Hoff (Hill, 1980; Uriarte et al., 2015):

Q10 = 2_? (10/Temp1—Temp2) (EC. 4)

Donde R: fue el consumo de oxigeno en mgO2/h/g del tratamiento control y R, es el consumo de
oxigeno en mgO2/h/g del tratamiento rampa; asi como la Templ fue la temperatura del tratamiento

Control y Temp2 fue la temperatura del tratamiento Rampa.

De esta manera valores de Qio por debajo de 1 (Qu<1) indican que el organismo esta
sobrecompensando, si es igual a 1 (Q10=1) el organismo esta compensando, con valores entre 1y 2
(1<Q10<2) indican que el organismo estd haciendo una compensacion parcial, iguales a 2 (Q10=2)
indican que el organismo no compensa (efecto agudo) y mayores a 2 (Qw0>2) indican que el

organismo presenta un efecto inverso.

1.1.9. Indicadores de estrés: catalasa, glutation total y peroxidacion de lipidos
en embriones de 0. maya.

Para los indicadores de estrés se tomaron cada 5 dias una muestra que consistio en 10 huevos
por cada tratamiento (rampa y control); a cada uno de los huevos se le realizd el siguiente

procedimiento: se rompio el huevo cuidadosamente, separando a) el embrion y b) el liquido
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perivitelino junto con el vitelo; haciendo un “pool” de los 10 huevos en dos tubos eppendorf
respectivamente. Posterior a ello el eppendorf con el embrion se centrifugd (mediante una centrifuga
refrigerada ICE Centra MP4R) a 1600 rpm durante 5 min a 4°C, con el fin de separar el liquido
perivitelino, se tomo el sobrenadante y se colocd en otro tubo eppendorf y se congeld a -80°C para

el analisis posterior.

La técnica para determinar las enzimas de estrés oxidativo, no se habia evaluado en muestras de
pulpo por lo que los protocolos se estandarizaron y posteriormente fueron aplicadas a las muestras

de los embriones de O. maya (Ortega, 2015).

L1.9.1. Determinacion de la actividad de catalasa método UV
Para la determinacion de la actividad de la catalasa por el método UV, se prepararon
previamente las soluciones de la tabla Il

Tabla Il. Soluciones para la determinacion de la actividad de la catalasa por el método UV.

Concentracion Preparacion
o Cantidad

Solucién

Se prepar6 mediante una solucion de 100 ml de K;HPO4 a
0.05M (pesando 0.8709g y aforando a 100 ml de agua
destilada), luego preparando 100 ml de K:HPOs a 0.05M

0.05M a un pH
Buffer de P (0.6804 y aforar a 100 ml) 74 mono y 100 di. A

fosfatos 1.0 aproximadamente 70 ml de solucién 0.05 M de K2HPO, se le
va agregando la solucion 0.05 M de K2HPO, hasta alcanzar el
pH 7.0.
. Se agregd 1ml de H.0, (al 30%) y se afor6 en un matraz
Peroxido volumétrico de 10ml con agua destilada y finalmente se
de 10ml , o , . . ]
. mantuvo en refrigeracion. Nota: Se preparo el mismo dia de la
hidrogeno lectura.

La preparacion de la muestras se realizd con una proporcion aprox. 1:10 p:v en buffer de
fosfatos 0.05 M pH 7.0, enseguida se centrifugd a 12000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se recuperd
el sobrenadante y se congeld a -70 °C, en caso de no leer la actividad el mismo dia, pero
finalmente para determinar la concentracion de proteina se utilizé el método de Bradford (1976).
Para la determinacion de la actividad se utilizé un tubo de micro centrifuga donde se agregaron

960 pl de Buffer de fosfatos pH 7.0, enseguida 20 pl del sobrenadante obtenido anteriormente y 50
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I de muestra, posteriormente se agitaron utilizando el vortex y enseguida se agregaron 20 pl de la
solucion de H20, a 1M. Inmediatamente después se realizd una cinética a 240 nm por un minuto,

con lecturas cada 5-10 seg.

AAbs . AAbs .
Para calcular el ——. se determind el valor de ——para un blanco al que se le agregd buffer de

i

fosfatos en vez de muestra, mediante la siguiente ecuacion:

AAbS_ AAbs

Actividad de Catalasa (L proteina) = ——gs—lanco. (Ec.12)
mg P or (]
vE
. AAb . . AADb . .
Dénde =—— es la pendiente de la cinética para la muestra,——— es la pendiente de la cinética
min MINpiganco

para un blanco que tiene buffer de fosfatos en vez de muestra, 0.0436 es el coeficiente de

extincion uM-L, Vh es el volumen de la muestra en la celda y Vt es el volumen total de reaccién, Cp

es el contenido de proteina en %.

1.1.9.2. Determinacion de Glutation total
Para la determinacion de glutation total (basado en kit de Sigma CA0260) se prepararon las
soluciones de la tabla Ill: Stock (en blanco) y las soluciones de trabajo (en gris), previo a

descongelar el homogenizado.

Tabla lll. Soluciones para la determinacion de glutation total (basado en kit Sigma CA0260).

Cantidad o B
Soluciones concentracion Preparacion
Solucién de g A 8 mg dg DTNB a Iqs que ,se les agregd 5.33 ml de
1'5W DMSO (dimethylsulfoxide) (ésta puede guardarse en
DTNB alicuotas a -20 °C por 3 meses).
Solucion de g Se (jlluyeron 25. ,mg de NAPDH en 0.625 ml de agua
40% destilada (solucion que puede almacenarse a -20 °C
NADPH por 6 meses).
Acido Se disolvid 2.5 g de &cido sulfosalicilico en 50 ml de
Sulfosalicilico 5% agua y se refrigerd a una temperatura de entre 2-8°C.
(SSA)
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Glutation (GSH)

Se disolvieron 3mg de de Glutation (GSH) solucion

o 8 10 mM estandar en 1ml de agua destilada (almacenada a -20
solucion estandar °C hasta por 3 meses).
Buffer de ensayo Se prepard con 500 mM de buffer de fosfato de potasio
5x pH 7.0 adicionandole 5mM EDTA.
A 100mM buffer de fosfatos de potasio a pH 7.0 se
*Buffer de ensayo Lo adicioné 1mM de EDTA. Posteriormente se diluy6 2.4
1x m ml de buffer de fosfatos 5x agregando 9.6 ml de agua
destilada.
*Solucion de o Se diluyeron400= a un volumen final de 250pl con
_ —, 0.25ml ml
enzima ml buffer de ensayo 1x.
Se agregaron 10p de la solucién stock (40=2 ) a 2.5ml
*Solucion NADPH | 0.16™2, 2.5m| dregaton 22K ¥ 0%
mn de Buffer de ensayo 1x (cubriéndolo con aluminio)
A 8 ml de buffer de ensayo 1x se le agreg6 29 pl de la
*Solucion de solucién diluida de enzima 6% y 228 pl de la solucién
8 ml
trabajo Stock de DTNB (1.5%) y se homogenizé la mezcla
(mantenida por 3 horas a temperatura ambiente).
*Soluciones Se diluyd una alicuota de la solucion Stock de GSH (10

estandar de

Glutation

mM) 200 veces a 50 UM con la solucién stock de acido
Sulfosalicilico a 5%, dicha solucion se preparé en un
frasco cada vez que se realizd la curva.

*Los volimenes preparados fueron para llevar a cabo 48 reacciones de 200 piL en placa de 96 pozos al mismo tiempo.

Para la curva tipo se realizaron las diluciones que se muestra la tabla 1V, iniciando con 50 pL de

la solucién 50 uM en el pozo 1 y diluyendo 2 veces tomando una alicuota de 25 pl del pozo

anterior y agregando 25 pl de la solucién de SSA al 5%, de tal manera que quedaron asi:

Tabla IV. Diluciones usadas para la curva tipo.
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Para la determinacion de GSH, se leyo la placa a una absorbancia de 405 nm con el modulo de

cinética por 2 minutos con intervalos de 17 segundos. Para la microplaca se procedio de acuerdo a

latabla V'y se realiz cada muestra por duplicado.

Tabla V. Cantidades de las soluciones ocupadas para la lectura de GSH en microplaca.

*En la curva se colocaron 5, 4, 3, 2y 1 pl de solucion de la curva tipo

Posteriormente  se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion en el

orbitador y antes de iniciar la lectura se agregaron 50 pul de NADPH

1.1.9.3.

Determinacion de la peroxidacion de lipidos por el método Fox

Para la peroxidacion de lipidos por el método de Fox (basado en el peroxidect Kit de Sigma) se

requirio la previa preparacion de algunos reactivos que se describen en la tabla VI a continuacion:

Tabla VI. Reactivos para la determinacion de la peroxidacién de lipidos por el método Fox.

Preparacion

Se prepard con 120 ml de metanol al 90% (108ml de
metanol y 12 ml de H»0) al que se le agregaron 480

pumoles de hydroxitolueno butilado (FW 220.35%
0.1058g = 100.73pl) y 15 pmoles de naranja de
xilenol (FW 672.66% ,0.0100 g)

Se agregaron 0.533 ml de H.SOs en 5ml de agua
destilada y finalmente se adiciond6 a ésto 2.5M,
0.0490 g de SAF (hexahidratado).

Se pesaron 0.026229 g, a los que se les adiciond 1ml
de metanol.

Reactivo Concentracion
Reactivo de color No definido
(naranja de xilenol)
Sulfato de Amonio
Férrico Smi
(SAF)acidificado
Trifenilfosfina 100 mM FW
(TPP) 26229 -
Tert-butil
hidroxiperdxido
200 pM
(TBOOH)
Nota: la preparacion

Se diluyd la solucion al 70% con metanol 7 veces (1
parte de TBOOH y 6 partes de metanol) para preparar
una solucion a 1M. Posteriormente esa solucion se le
diluyd 3 veces en metanol, utilizando diluciones
decimales para preparar una solucion 1mM.
Nuevamente esta solucion se diluyo 5 veces (1 parte
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se realizd el mismo de la solucion 1mM y 4 partes de metanol) para

dia que se us6 producir una solucion 200 uM.

Formador de color No definido Mezclando 100 volumenes del reactivo de color con 1
de trabajo volumen del reactivo de SAF (ej. 10ml del reactivo de
color con 100 pl de reactivo SAF).

Para la determinacion de peroxidos lipidicos, se descongelaron las muestras homogenizadas. A
cada tubo eppendorf de 1.5 ml y por duplicado se le agregaron 20 pl del homogenizado,
adicionando ademés 80 pl de metanol; para el blanco se utilizaron 2 tubos mas pero en vez de
adicionar homogenizado se adiciond 20 ul de agua destilada. En otros dos tubos eppendorf de 1.5
ml , se agregaron 20 ul del homogenizado, 10 pl de metanol y 10 pl de TPP; para el blanco se
utilizaron 2 eppendorf con 20 ul de agua destilada en vez de homogenizado. Al final se cont6 con 4
tubos por muestra, ademas de los 4 blancos, los cuales se incubaron por 30 minutos. Mientras

transcurrieron los 30 minutos, se realizd la siguiente curva de calibracion del TBOOH (tabla VII):
Tabla VII. Curva de calibracion para la peroxidacion de lipidos.

pl de solucion  pl metanol Mol por

200 uM TBOCOH Volumen
0 100 0
5 95 1
10 90 2
20 80 4
40 60 8
60 40 12
80 20 16

Para lo que se coloco hasta 100l de muestra en un tubo Eppendorf, llevandolos a un volumen de
100pl con metanol. Posteriormente se hizo una lectura adicional por duplicado agregando a la
muestra 10 pl de la solucion de TPP3, ademas se hizo un blanco de TPP3 el cual tuvo el reactivo

de color de trabajo para corregir la absorbancia (Tabla VIII).

3La funcion de éste reactivo fue la de reducir todos los perdxidos lipidicos a perdxidos inorganicos.

Por lo tanto la diferencia entre las dos lecturas es el contenido real de hidroxiperéxidos lipidicos.
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Tabla VIII. Cantidades de muestra y soluciones para hacer la lectura.

Enseguida se agregé 1ml del reactivo formador de color de trabajo a cada tubo de muestra, blanco
y curva de calibracion y fueron mezcladas. Después se incubaron por 1 hora hasta que la formacion
de color se completd. Se centrifugaron a 12,000rpm durante 5 minutos mediante la centrifuga Sorvall
pico®. Posteriormente se ley6 cada muestra, blanco y curva a 560 nm en el espectrofotometro Perkin
Elmer® utilizando metanol al 90 o 100% como blanco del espectrofotometro. Cuando las

concentraciones de la solucion fueron muy altas se ley6 a 590 nm.

La determinacion de la concentracion de proteina se realizd por el método de Bradford (1976)
adaptado a microplaca (ver anexos 1.4.1 y tabla XV), y fue necesario para determinar la absorbancia

a 595 que servird para el célculo.

Finalmente el célculo se realizd un gréafico de la concentracion en nmol de TBOOH contra
absorbancia a 560 nm y se calcularon los nanomoles de peroxido en la muestra utilizando la curva

estandar

per(’)xido) __ (Abs 560myestra)—(Abs 560p1anc0)*(factordilucion) (EC 13)

nmol
( (Abs 595 1moipersxido)* (volumen de muestra)

Ddnde el factor de dilucion fue 6, porque es el factor de dilucion de la muestra original (debido a que
se agregaron 5 partes de metanol por cada parte del tejido), la concentracion de la

Abs 595 1mo1 peroxido) fue calculada de la curva tipo, el volumen de la muestra en ml fue de

0.1ml.

I.2. Resultados

En el presente estudio se observé que la mayoria de los embriones de O. maya expuestos al
tratamiento rampa no terminaron el desarrollo embrionario ya que murieron antes de la eclosion. En
contraste, los embriones mantenidos en 24°C constante completaron el desarrollo embrionario y

eclosionaron.
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I1.2.1.Cambio morfolégico explicado por las variables LT, LM, LBy DO

El analisis de coordenadas principales aplicado a las caracteristicas morfologicas (PCO) mostro
que la primer coordenada explico el 96.3% de los cambios observados durante el crecimiento de los
embriones. Las muestras hacia la derecha de la ordenacion tuvieron valores altos en las variables
LT, LM y LB. Todas éstas variables contribuyeron mucho a explicar la variacion de éste eje,
sugiriendo que son buenas indicadoras del crecimiento general de los embriones. Respecto a la
segunda coordenada explico solo el 2% de la variacion de los datos y estuvo correlacionada con la
variable DO. Entre ambas coordenadas se explico el 98.3% de la variacion total de los datos de O.

maya (Fig.11).

Figura 11. Andlisis de coordenadas principales de las variables LT, LM, LB y DO de la especie O.maya. En donde los
circulos llenos son tratamiento control y los triangulos sin relleno son el tratamiento rampa.

Los embriones de ambos tratamientos al inicio del experimento tuvieron una morfologia y
tamafio similar (del dia 15 al 20). Sin embargo los embriones del tratamiento de temperatura
constante continuaron un crecimiento y desarrollo normal (Fig. 12, tridngulos azules), mientras que
los embriones expuestos al tratamiento rampa presentaron retraso en el crecimiento a partir del dia

25 y en adelante (Fig.12, triangulos verdes). Los embriones del tratamiento rampa en el dia 45 no
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eclosionaron y algunos se deformaron (Fig. 13), por lo que no se pudo comparar con sus
correspondientes del tratamiento control.

Figura 12. Andlisis de centroides desde la perspectiva de los tratamientos: 1) Control y 2) Rampa de los embriones de
O.maya.

El analisis de varianza multivariada (Permanova) mostrd que la interacciéon entre el factor
tratamiento térmico (Control y Rampa) y la variable tiempo (dias) fue significativa (p=0.0001),
indicando que el cambio morfolégico y sobre todo de tamafio en los embriones sometidos al
tratamiento rampa fue diferente con respecto a los embriones de la misma edad (en dias) pero
mantenidos a una temperatura constante (Tabla IX).

Tabla IX. Andlisis de varianza multivariado (Permanova) de O. maya
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Figura 13. Deformaciones de los embriones de O.maya del tratamiento rampa. A)Embrion de 25 dias a 28°C con cuerpo
completamente deforme, B y C)Embriones de 30 dias a 29°C con enanismo y cuerpo completamente deforme
respectivamente, D y E) Embriones de 35 dias a 30°C con dimorfismo en los ojos y F) Embrion de 40 dias a 30°C con
manto deforme.

Por su parte cuando se realizo un andlisis de varianza a cada una de las medidas morfométricas
de los embriones éstas mostraron que la temperatura no afect6 el crecimiento de los embriones en
tres de las cuatro medidas (P > 0.05; Fig. 14), la excepcion fue el diametro del ojo, el cual resulté ser
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significativamente mayor en los embriones expuestos a la rampa en comparacion con el obtenido en
los embriones mantenidos en la temperatura constante de 24°C (P < 0.05; Fig.14 y Tabla X D).

OControl: 24°C MR A) £ OControl: 24°C MR B)
15 £
£ i o
£ d £
,—‘!f 10 £
2 ¢ 3
R z
: irm. H :
§ oI, . ‘ :
12 14 17 18 12 14 17 18
Estadios de Naef Estadios de Naef
OcControl: 24°C MR C) OControl: 24°C MR

1

d
0.8 c
0.6 b
0.4 2 2
0 1 L L
12 14 17 18

Estadiosde Naef

O R, N W & W0
Diametro del ojo, mm

Longitud de los brazos, mm

12 14 17 18

Estadios de Naef

Figura 14. Andlisis de las diferencias significativas de cada variable de manera independiente. A) LT, B)LM,
C)LBy D)DO.

Tabla X. Andlisis de varianza de las 4 caracteristicas morfologicas (medidas en mm) de manera independiente: A)
Longitud total del embrion, B) Longitud del manto, C) Longitud del brazo y D) Didmetro del Ojo.*MS son los
cuadrados medios, GL son los grados de libertad SS es la suma descuadrados, F es el resultado de la prueba, p
es la probabilidad de ocurrencia.
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1.2.2. Modelo logaritmico del desarrollo embrionario de 0. maya.

Como se puede observar en la tabla XI, al sustituir a los dias en la ecuacién 1 de cada tratamiento
se observd que no hubo diferencia entre los tratamientos en los estadios obtenidos por ambos
modelos logaritmicos (Ec. 8 y 9), excepto para el dia 45, donde el grupo control alcanzé el estadio

20, mientras que los embriones del tratamiento rampa no eclosionaron (Anexos 1.4.2.).

Tabla XI.Estimacion de los estadios con base en el modelo logaritmico de la seccion 1.1.5.

4

La figura 15 mostré que el modelo de crecimiento logaritmico para ambos tratamientos fue similar,
donde se observd que los primeros estadios 8 al 15 ocurrieron en los primeros 25 dias en un
intervalo de temperatura de 24 a 28 °C en rampa y para control a 24°C constante, a partir del dia 30
la mayoria de los embriones se encontrd en estadio 17 tanto en el tratamiento control como en el
tratamiento rampa a una temperatura de 29°C. Mientras que a 35 dias la mayoria de los embriones

cambié a un estadio 18 tanto a 24°C como a 30°C de temperatura.

El estadio 19 ocurri6 al dia 40 en ambos tratamientos (tabla XV), sin embargo la tabla XVI de anexos
1.4.2 mostrd que hubo 21 embriones en control lo que implicd que algunos de los embriones

cambiaron a estadio 19 incluso desde el dia 35; mientras que so6lo 3 embriones a 30°C cambiaron al

4En el tratamiento rampa no hubo eclosiéon de embriones que se pudieran observar en parte por la
baja poblacién que quedo, sin embargo algunos llegaron al estadio 19 en el dia 40 del experimento,

por lo que tal vez con una mayor poblacion de huevos podriamos haber observado alguna eclosion.
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dia 40. La eclosion ocurrié al dia 45 en embriones expuestos a 24°C y la mayoria de los embriones

expuestos a 30°C no logro eclosionar.

Figura 15. Efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario de O. maya.

1.2.3. Indice de desarrollo de los embriones de 0.maya
En la figura 16 se grafico el indice de desarrollo (ID) de los embriones de O.maya, donde se
mostré que el estadio 15 ocurrié a los 25 dias experimentales en ambos tratamientos (ID=0.6),

indicando que los cambios hasta éste estadio estuvieron ocurriendo a la misma velocidad.

Figura 16. indice de desarrollo de la especie O.maya respecto a los tratamientos: control y rampa.

51



1.2.4. Consumo de vitelo a través del desarrollo embrionario de 0. maya

Los resultados del anélisis de varianza factorial (ANOVA factorial) presentados en la tabla XII
mostraron que no hubo diferencias significativas en la manera como los embriones consumieron el
vitelo en los diferentes estadios de desarrollo entre tratamientos (F=1021; p=0.42). EI ANOVA
factorial efectuado mostrd que existen diferencias significativas del consumo del vitelo debido al
factor estadio (F=8925; p=0.000).

Tabla XII.Andlisis de varianza factorial de los embriones O. maya expuestos al tratamiento: control y rampa.

La figura 17 muestra como el embrion consumié el volumen de vitelo por estadio con la
desviacion estandar en lineas punteadas para cada tratamiento, donde se ilustra la diferencia de un
grupo compuesto por los primeros estadios el 7y 8 (letra c) del resto de los estadios 9 a 20 (letra by
a); la prueba pos-hoc Tukey que sustenta el la figura 17, se puede observar en el anexo 1.4.3. (tabla
XVII).

Figura 17. Consumo de vitelo a través de los estadios de Naef en embriones de O.maya.
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1.2.5. Consumo de Oz en Octopus maya

El consumo de oxigeno de los embriones fue afectado por la edad (dias) y el tratamiento
experimental (P <0.05; Fig. 18). Todas las ecuaciones que se obtuvieron de la relacion entre la
concentracion de consumo de oxigeno Yy el tiempo resultaron ser lineales y fueron estadisticamente
distintas entre los dias del desarrollo (P < 0.05; Fig. 18). Como se pudo apreciar en ambas figuras 18
A y B, la tendencia del consumo de oxigeno es a disminuir conforme ocurre el desarrollo del
embrion, con los valores mas altos en los embriones de los primeros dias y consumos menores en

los embriones cercanos a la eclosion (dias 40 y 45).

A)

B)

Figura 18. Consumo de oxigeno (mgO2 embridn -1min-1) en el desarrollo embrionario de O. maya en los tratamientos:
A) Control y B) Rampa.

De los 60 datos del tratamiento rampa y 79 datos del tratamiento control se obtuvieron las
ecuaciones generales (Ec. 4 y 5). Posteriormente se sustituyeron los dias para obtener los estadios
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correspondientes en cada tratamiento. Por medio de la ecuacion 6 se obtuvieron los pesos

correspondientes a cada estadio (ver tabla XIIl):

Tabla XIIl. Peso de los huevos de embrién O. maya por estadio.

Estadios de Naef Peso (mg)

11 3.2
13 7.0
15 15.3
17 33.3
18 49.2
19 2.7

Cada dato en bruto de O respirado por el embrién por minuto fue dividido entre el peso del estadio
(tabla XIll),para obtener los nuevos datos en mgO, minl mg-lpeso himedo. De los que se
obtuvieron las tendencias de cada estadio y tratamiento (Fig. 19 y 20 ), y de las que se estimé el

andlisis de regresion para obtener el intercepto y pendiente de cada recta (Tabla XIV).
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Figura 19. Comparacion del consumo de oxigeno de los embriones respecto al tiempo en tratamiento control.
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Figura 20. Comparacion del consumo de oxigeno de los embriones respecto al tiempo en tratamiento rampa.

La figura 21 muestra el andlisis de covarianza efectuado entre las regresiones el cual indico
que los embriones de la condicion rampa tuvieron tasas metabolicas significativamente mayores que
los mantenidos en la condicion control en los estadios 11,15, 17, 18 y 19 (P < 0.05). La magnitud de
esas diferencias fue comparada respecto del grupo de embriones mantenidos en tratamiento control
(Fig. 21).

En la figura 22 se compara el consumo de oxigeno en ambos tratamientos en forma de
porcentaje usando como referencia el consumo de tratamiento control para cada estadio (linea
punteada). Se puede apreciar que hasta el estadio 15, el consumo de oxigeno de los embriones
resultd similar entre ambos tratamientos, si se compara con la gran diferencia encontrada en el
estadio 17 donde el consumo de oxigeno de los embriones en el tratamiento rampa fue 63% mayor,
la diferencia en el consumo aumento en el estadio 18 hasta alcanzar un consumo de oxigeno 69%
mayor, con respecto al grupo control. Caso contrario en el estadio 19, el tratamiento rampa indicé un
colapso metabdlico reflejado en una reduccion del 31% en el consumo de oxigeno con respecto al
grupo control a 30°C. Es interesante hacer notar que los grandes incrementos en el consumo de
oxigeno se presentaron una vez que los embriones fueron expuestos a temperaturas mayores de los
28°C.
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Figura 21. Andlisis de Covarianza del consumo de oxigeno de O. maya a través del desarrollo embrionario.*Muestra
diferencias

Figura 22. Porcentaje del consumo de oxigeno de los embriones a 24°C (representando el 100%) en comparacion con
los expuestos al tratamiento rampa durante los estadios de Naef.
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Tabla XIV. Ecuaciones del consumo de O2 en mg 02 min-1mg-1 peso himedo y sus comparaciones entre los estadios 11, 13,15, 17, 18 y 19 de los embriones de O.maya

DESARROLLO EMBRIONARIO DE LOS EMBRIONES DE Octopus maya

ESTADIOS 11 13 15 17 18 19

CONTROL, VO, = mg O, min™ mg™ ww
Temperatura, °C 24°C 24°C 24°C 24°C 24°C 24°C
Pendiente 0.013 + 0.00014°  0.0047 # 7.0e-005 0.0022 + 2.7e-005° 0.0015 + 1.9e-005° 0.00049 + 1.1e-005°  0.0013 * 1.7e-005"
Intercepto de Y cuando X=0.0 0.18 £ 0.0025 0.11 £ 0.0016 -0.0059 + 0.00056 0.017 £ 0.00048 0.035 + 0.00027 0.018 + 0.00039
95% Intervalo de Confianza
Pendiente (B) 0.013 0.0046 0.0022 0.0015 0.0005 0.0013
Intercepto de Y cuando X=0.0 (A) 0.18 0.1 -0.006 0.017 0.034 0.018
Bondad de ajuste
R cuadrado 0.99 0.97 0.99 0.98 0.95 0.98
Sy.x 0.013 0.0076 0.0016 0.0017 0.00092 0.0011
¢La pendiente es significaticavamente diferente de cero?
F 8987 4601 6614 6396 2025 5703
DFn, DFd 1.0, 116 1.0, 130 1.0, 85 1.0, 111 1.0, 109 1.0, 93
Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
*Consumo de Oxigeno (Ro = mg0O, h™ mg” ww) = A + BX

“mg* 096 0376 0126 0107 0064 0.096 |

RAMPA, VO, = mg O, min™* mg'1 ww
Temperatura, °C
Los mejores valores:

26°C

27°C

28°C

29°C

30°C

30°C

TRATAMIENTO RAMPA

Pendiente 0.013 £ 6.4e-005° 0.0049 * 5.5e-005°  0.0011 % 1.8e-005°  0.0024 + 3.1e-005° 0.0014 * 1.3e-005°  0.00071 + 1.1e-005°
Intercepto de Y cuando X=0.0 0.21 £0.0015 0.052 + 0.0015 0.076 + 0.00045 0.030 + 0.00073 0.024 + 0.00036 0.024 + 0.00025
95% Intervalo de Confianza
Pendiente (B) 0.013 0.0049 0.0011 0.0024 0.0014 0.00071
Intercepto de Y cuando X=0.0 (A) 0.21 0.052 0.076 0.03 0.024 0.024
Bondad de ajuste
R cuadrada 1 0.99 0.97 0.98 0.99 0.98
Sy.x 0.0079 0.0053 0.0019 0.0044 0.00055 0.00047
¢La pendiente es significaticavamente diferente de cero?
F 39164 7937 4183 6110 12943 4279
DFn, DFd 1.0, 142 1.0, 119 1.0, 127 1.0, 154 1.0, 69 1.0, 69
Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
*Consumo de Oxigeno (VO,: mg0, h"' mg” ww) = A + BX

0: mgQ, h'mg™! ww 099 0346 0142 0174 0108 00666 |
Diferencia entre los tratamientos** p=0.02 p=0.05 p<0.0001 p< 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001

*Valores calculados con las ecuaciones lineales derivadas de cada tratamiento
**Las diferencias entre los tratamientos fueron obtenidos, cuando fue posible, después de un analisis de covarianza




1.2.6. Determinacion de Q1o

Con los resultados de la seccion anterior (1.2.5.) resaltados en un cuadro rojo en la tabla XIV se
pudo resolver la ecuacion de van't Hoff (Ec.8) mostrada en la parte de material y métodos, para
obtener los valores de Q1o como indicador de cambio fisioldgico en los organismos. La figura 23
mostré que el Qi en los embriones del estadio 11 en intervalo de 24 a 26°C presentaron una
compensacion parcial (con un Q10-=1.17), en estadio 13 en el intervalo de 24 a 27°C mostraron una
sobrecompensacion (con un Q10=0.76), mientras que en el estadio 15 en intervalo de 24 a 28°C aln

presentan una compensacion parcial (con un Q10-=1.35)

Siendo a partir del estadio 17 de 24 a 29°C y en estadio 18 en intervalo de 24 a 30°C cuando los
embriones ya no tuvieron mecanismos compensatorios e inclusive presentaron un efecto inverso
(con Q10=2.29 y 2.39 respectivamente). Finalmente en el estadio 19 con un intervalo de 24 a 30°C

por 5 dias mas, el valor fue de 0.54 sugiriendo una sobrecompensacion.

300 - Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio
11 13 15 17 18 19
250 r Efecto Inverso
200 | No compensacién
S i 1.35 Compensacion
g 120 Parcial
1.00 b e coo || E—— | === Compensacion
Sobrecompensacion
0.50 +
0.00
26 27 28 29 30 30
24 24 24 24 24 24

Temperatura , °C

Figura 23.Andlisis de Q1o en la especie de los embriones de Octopus maya.

1.2.7. Bioquimica de los embriones de 0. maya

Los andlisis se realizaron en los embriones de O. maya que estaban en el estadio 17, estadio a
partir del cual se observaron diferencias significativas en la tasa metabodlica y en los caracteres
morfoldgicos. Los resultados mostraron que en el tratamiento control hubo valores bajos de 0.03
Ul/mg de catalasa mientras que en el tratamiento de rampa los valores de catalasa fueron de 1.14

Ul/mg (p=0.003). Por el contrario, los valores de glutation total fueron mayores en los embriones
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procedentes del tratamiento control 1.72nMol/mgP en comparacion con los procedentes del
tratamiento rampa (0.71nMol/mgP; p=0.001). En contraste los niveles de LPO fueron
significativamente menores (47.50 nMol/mg) en los embriones control que los registrados en los

embriones mantenidos en el tratamiento rampa (77.13 nMol/mg) (p=0.020) (Fig. 24).

2 Estadio XVII 7 90
Eo 1.8 *% *ok ok 80
E 1.6 70 S
2 14 0 =
5 1.2 &
e 50w
a 1 F
w o R e a0 3 B Catalasa
O 06 F SN o
2 04 o . BR[| 20 5 |LPO
s  F [ . RN .-
§ o2 o Lo 10
0 ..... a ke 0

Control Rampa

Condiciones Experimentales

Figura 24. Efecto de la exposicion gradual a la temperatura en la actividad de la catalasa y los niveles de GSH y
lipoperoxidacion (LPO) de los embriones de O.maya. Valores como promedio + DS. Asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos.
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I.3. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio pusieron en evidencia que los embriones de la
especie O. maya son sensibles a las altas temperaturas. En este contexto fue posible observar que a
pesar de haberse expuesto a un incremento paulatino de la temperatura, los embriones de O. maya
fueron incapaces de tolerar temperaturas mayores de 27°C. En lo referente a la tasa metabdlica se
pudo constatar que el incremento gradual de la temperatura en una rampa de 24 a 30°C provoco un
incremento inusual del metabolismo, el cual provocé niveles de lipoperoxidacion, las cuales

parecieron tener un efecto sobre la viabilidad de los embriones.

I.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de los embriones de 0. maya
En el presente estudio se observd un retraso general en la morfologia de los embriones de
O.maya expuestos al tratamiento rampa. El retraso fue observado a partir del dia 25 de desarrollo,

en comparacion con los embriones control que tenian la misma edad (en dias).

También en el tratamiento rampa se observaron deformaciones en los embriones a partir del dia
25, similares a las observadas en los embriones de L. vulgaris (Rosa et al., 2012). Es interesante
hacer notar que la condicién rampa, ademas de provocar deformaciones impidio la eclosion, hecho

que sin duda refleja un impacto severo en los procesos fisiologicos asociados al control de los ROS:

Los resultados obtenidos al analizar individualmente las caracteristicas morfologicas indicaron que el
largo total, el largo del manto y el largo de los brazos no fueron afectados por el cambio de
temperatura, sino, como es natural, por el crecimiento de los embriones. Es decir, el aumento de la
temperatura no afectd significativamente el crecimiento de los embriones ni en el desarrollo muscular
(brazos), ni en la organogénesis (manto), lo que indicd que, al menos para estos procesos, 0s
embriones podrian estar adaptados para desarrollarse en temperaturas dentro de un intervalo de
entre 24 a 30°C. De hecho, el crecimiento acelerado del didmetro del ojo en los embriones
mantenidos en la condicion rampa también indicé que el sistema nervioso (del cual se originan los
0jos de los pulpos, Budelmann et al., 1995), fue también favorecido por las altas temperaturas,
permitiendo que los embriones desarrollaran méas rapido el sistema nervioso que los embriones
mantenidos en 24°C. Aunque en términos generales eso parece ser una ventaja, los resultados
obtenidos ahora evidenciaron que el costo metabolico asociado al incremento de la tasa metabdlica

y la consecuente produccion de ROS impidio el desarrollo adecuado de los embriones,
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presumiblemente debido a la incapacidad de éstos de eliminar los radicales excedentes, afectando,

al final, la viabilidad de los embriones.

1.3.2. Analisis del crecimiento logaritmico de los embriones de 0. maya

Los embriones de O. maya expuestos a los dos tratamientos experimentales mostraron un
modelo logaritmico del crecimiento, el cual no fue significativamente afectado por la condicion
experimental. La diferencia entre los tratamientos puede apreciarse con la observacion de los
embriones del tratamiento control (24°C constante) los cuales cambiaron al estadio 19 desde el dia
35, mientras que en rampa los embriones cambiaron hasta el dia 40. Estos resultados contrastan
con los previamente observados por Caamal-Monsreal et al., (2016) quienes demostraron que al
mantener a un grupo de embriones de O. maya en 30°C durante todo el desarrollo embrionario,
éstos si pudieron eclosionar (Caamal-Monsreal et al., 2016). Lo anterior nos demuestra la
vulnerabilidad de la etapa embrionaria, para regular cambios frecuentes a pesar de la plasticidad
fenotipica, y la vulnerabilidad a la que probablemente se encuentran los embriones como efecto de

la exposicion a los 30°C, a pesar de haber transcurrido por un cambio gradual.

Figura 25. Comparacion de los Modelos logaritmicos del crecimiento de los embriones de O.maya. Las lineas grises
fueron tomados de Caamal-Monsreal et al. (2016) y las lineas en negro son del presente estudio.
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De la figura 25 podemos decir que el estudio de Caamal-Monsreal et al. (2016), nos demostrd
que los embriones expuestos a temperaturas extremas constantes presentaron menor velocidad de
crecimiento que los expuestos a 26°C, el cual resultdé muy similar al observado en los embriones
mantenidos en 24°C. Esto permite inferir que la velocidad del crecimiento del embrion serd mas
rapida si la temperatura se mantiene entre 24-26°C, intervalo que puede ser considerado dptimo
tanto para el desarrollo embrionario de los pulpos en el medio natural como en condiciones de
cultivo. Asi mismo, los resultados obtenidos ahora sugieren que temperaturas mayores de 26°C
podrian afectar de manera significativa el crecimiento de los pulpos provocando una reduccion
aproximada de 10% en la tasa. Esa reduccion implicaria a nivel poblacional, probablemente retrasos
en las eclosiones con un efecto insospechado en el reclutamiento de los juveniles a la poblacion

pesquera.

1.3.3. Consumo de vitelo

En O.maya las condiciones experimentales no afectaron los cambios en el volumen de vitelo de
los embriones a lo largo de su desarrollo. Sin embargo particularmente el analisis demostrd que la
Unica diferencia significativa (F=8925; p=0.00) en el consumo de vitelo fue debida al efecto que
produjo el crecimiento de los embriones y la reduccion del vitelo asociada con ese proceso (efecto

del estadio).

Por otro lado, para la etapa final del desarrollo se pudo observar que los embriones del tratamiento
control consumieron un mayor volumen de vitelo 54.5%en comparacion con 44.6% del tratamiento
rampa. De ésta manera la hipétesis planteada inicialmente para el consumo de vitelo la cual
establece que a mayor temperatura, los embriones consumirian totalmente el vitelo hasta agotarse,
debido a una aceleracion del metabolismo, fue rechazada, al menos para las reservas que contiene

el vitelo.

1.3.4. Sensibilidad térmica desde la perspectiva de Q1o

En un escenario mas apegado a un posible cambio climatico, se ha comprobado que los
cefalépodos aceleran su metabolismo frente a incrementos de temperatura, dando prioridad al
mantenimiento de su metabolismo (Sokolova et al., 2012) ¢ Pero cuél es la medida que podria indicar
que los embriones han experimentado un cambio en su metabolismo, ya sea en su sistema biologico

0 quimico?
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Por afios, como regla general, la mayoria de las reacciones duplican su velocidad si se eleva la
temperatura 10°C. Por esa razon se ha utilizado el calculo del Q1o como indicador de la magnitud de
un cambio inducido por la temperatura en tasas quimicas o fisiologicas(Chaui-Berlincket al.,2001).
En el caso del presente trabajo ésta medida ha sido tomada en cuenta pero de manera precautoria

debido a los siguientes hechos:

Para analizar los consumos de oxigeno en términos de que tanto compensaron los embriones, en
forma metabdlica, frente al cambio de temperatura, al comparar el consumo en el tratamiento rampa,
contra el consumo en el tratamiento control, se us6 la clasificacion de Schmidt-Nielsen (1976)
descrita en la seccion 2.6 : Donde a partir de los estadios 11 al 13 se determin6 que los embriones
sometidos de 24 a 26° C y de 24 a 27°C presentaron valores de Q1o muy cercanos a la unidad, (1.16
y 0.76 respectivamente). En el estadio 11, al sentir el cambio de temperatura, los embriones tuvieron
una compensacion parcial como respuesta al incremento de 2°C, al aumentar otro grado centigrado
(a 27), los embriones sobre reaccionaron y presentaron un consumo de oxigeno menor que los
embriones sometidos al tratamiento control, en otras palabras presentaron una sobrecompensacion

obteniendo valores de Q1o por debajo 1.

Mientras que el estadio 15 con intervalos de 24 a 28°C, los embriones presentaron un Q10=1.35 lo
que indica una compensacion parcial. En los estadios mas avanzados de 17 y 18 con intervalos de
24 a 29°C y 24 a 30°C, que tuvieron valores maximos de 2.39 indican que no hay mecanismos de
compensacion operando en los embriones e inclusive se presenta el efecto inverso (Q10>2) donde se
acelera mucho el consumo de oxigeno, si se compara con un caso de no compensacion donde
Q10=2.

En los embriones del estadio 19 expuestos a intervalo de 24 a 30°C, el Q1o resultd ser de 0.54, el
cual segun la escala es una “sobre compensacion” metabdlica. Sin embargo, antes de asumir los
valores de Qo tal vez valdria la pena recordar los efectos de la exposicion aguda y crénica. Ya que
la diferencia radica en el periodo que los animales tienen para responder (Hill, 1980). En éste caso a
pesar de haber ocurrido de manera cronica (gradual), el incremento de 24 a 30°C, si se analizan los
demas estadios se puede ver que se inicid con una compensacion parcial en el estadio 11, una
sobre compensacion en el estadio 13, una compensacion parcial de nuevo en el estadio 15, efecto
inverso en el estadio 17 a 18 y en el estadio 19; los embriones a pesar de seguir a 30°C al igual que
en el estadio 18 cinco dias antes, hacen un cambio en la respuesta fisioldgica con un Q1o de 2.39 a
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0.54. Donde parece que los embriones, en vez de responder con mecanismos de compensacion,
estan agotados con muy bajas tasas de respiracion (0.66 mg 0.min -Img? peso himedo). Por lo que
en éste caso especifico la interpretacion metabdlica tradicional no corresponde a lo que le ocurrié a
los embriones, y es respaldado ademas por indicadores del sistema antioxidante, los cuales tuvieron
elevados valores de la concentracion de catalasa y elevados valores de lipoperoxidacion (que se

discute mas adelante) lo que sostiene la idea de un colapso metabdlico en los embriones.

L.3.4.Respuestas metabdlicas de los embriones de 0.maya ante intervalos optimos
de temperatura, estresores moderados y estresores extremos

En la figura 26 se conjuntan las teorias de Portner et al. (2001 y 2010) y Sokolova et al. (2012)
pero aplicadas al caso de los embriones de O. maya como posible explicacion a lo que les
acontecio a lo largo de un incremento gradual de la temperatura de 24°C a 30°C (aumentando 1°C
cada 5 dias). Dichas teorias mencionan que una vez que los organiSmos son expuestos a
temperaturas altas o bajas que sobrepasen su Optimo térmico, la sobrevevivencia sera limitada
debida a que en esas condiciones la energia que requieren los organismos para tolerar cualquier
estrés es mayor que la energia para realizar las funciones fisiologicas en condiciones dptimas. A ese
intervalo de temperatura se le ha denominado pejus. Asi mismo estos autores propusieron que en
condiciones extremas los individuos recurriran a los mecanismos de proteccion que les permitan
mantenerse por el mayor tiempo posible en esa condicion. A ese intervalo de temperaturas se le ha

denominado como pésimo.

INTERVALO OPTIMO PARA EMBRIONES. Los resultados obtenidos ahora mostraron que durante
los primeros estadios (8 al 12) en ambos tratamientos y mientras la temperatura se mantuvo dentro
del intervalo de entre 24 a 26 °C tanto el crecimiento de los embriones como la tasa metabolica se
mantuvieron en condiciones dptimas. Lo anterior coincide con el intervalo térmico 6ptimo reportado

en condiciones constantes para embriones de O. maya en Caamal-Monsreal et al.(2016).

INTERVALO PEJUS PARA EMBRIONES. En el presente estudio se observo que a partir de los
estadios 14 y 15 (25 dias en adelante) los embriones sometidos a 27 y 28°C en rampa se
encontraron en una condicion pejus mostrando un retraso en el crecimiento. En tales condiciones los
resultados evidenciaron que por arriba de 26°C los embriones experimentaron un elevado costo
metabdlico posiblemente para poder cubrir los costos de sintesis de proteina provocados por la

temperatura.
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INTERVALO PESIMO Y LETAL EN EMBRIONES. Finalmente se presentd probablemente el estado
pésimo en los embriones en estadio 17 a 29°C y en estadios 18 y 19 a 30°C. Como se pudo
observar los embriones bajo la condicion de rampa no siguieron creciendo de manera normal en
comparacion con los embriones del tratamiento control, lo que sugiere que en esas temperaturas los
procesos energeéticos que facilitan el desarrollo fueron colapsados. En la condicion pésimo, Sokolova
et al. (2012) mencionan la expresion de mecanismos que ayudan a contrarrestar el dafio celular
como ajustes en la mitocondria, enzimas, capacidad de transporte de iones y gases ademas la
composicion de la membrana que se han podido observar en los embriones a punto de eclosionar

de Loligo vulgaris (Clapés et al.,2001; Rosa et al., 2012; Sokolova et al., 2012).

En los embriones de O.maya, se coincide con la literatura en que un incremento de la catalasa en
embriones en la condicion rampa (1.14 Ul/mg) es un mecanismo de defensa, aunque éste no es lo
suficientemente eficiente tal vez porque es inmaduro en esas etapas (Ahmed, 2005).

Figura 26. Integracion de la teoria planteada por Sokolova et al., 2012 y Pértner et al., 2001 con los resultados de los
embriones de O.maya expuestos al tratamiento Rampa (24 a 30°C).

65



1.3.5. Requerimientos del embrion: enfoque bioquimico de los embriones de 0.
maya.

Para la siguiente parte a desarrollar, s6lo se consideraron los andlisis bioquimicos ocurridos en
los embriones del estadio 17, debido a que a partir de éste estadio se encontraron diferencias
significativas en el crecimiento y un Q0>2 que confirmé que los embriones no fueron capaces de
compensar los efectos de la temperatura y de hecho tuvieron un efecto inverso. La catalasa, una de
las enzimas que intervienen en la proteccion y en el mantenimiento del balance oxidante y/o
antioxidante (dentro de los peroxisomas), resulté estar en bajas concentraciones en el estadio 17 de
los embriones expuestos al tratamiento control debido a que los embriones no se encontraban
sometidos a algun estrés causado por la temperatura. Por el contrario, en los embriones expuestos
al tratamiento rampa, una alta concentracion de catalasa reflejé un aumento de las concentraciones
de perdxido de hidrogeno (H202) y oxigeno derivados de la actividad metabdlica de los embriones.
(Tribebanch et al.,2013). Dicho radical se esta formando en las células al tratar de llevar a cabo los
procesos metabolicos de mantenimiento del embrion(desarrollo, respiracion, crecimiento) acelerados
por la temperatura; que implican la modificacion quimica de moléculas bioldgicas (Balderas &
Méndez, 1988; Clapés et al.,2001;Triibenbach et al., 2013). Sin embargo, a pesar de que dicho
antioxidante es liberado por las celulas, no fue suficiente como para balancear el sistema de defensa

de los embriones.

Otro de los antioxidantes, fue la GSH que al encontrarse en altas concentraciones es la encargada
de actuar como un cofactor en las reacciones de biotransformacion de fase Il realizados por la
glutation transferasa (GST), limpiando las células de los radicales libres y especies reactivas de
oxigeno (ERO) y desintoxicando los perdxidos de hidrogeno e hidroperdxidos de lipidos a través de
reacciones catalizadas por la peroxidasa, y la glutation transferasa. En los embriones expuestos a un
incremento progresivo de la temperatura al parecer estos mecanismos no fueron eficientes, pues al
final los embriones experimentaron deformidades las cuales impidieron su eclosion (Ahmed, 2005;
Srain & Rudolph, 2010). En estadio 17 a 29 °C también se determind especificamente la
peroxidacion lipidica (6 lipoperoxidacion), encontrando que se presentd en altas concentraciones en
embriones expuestos a la rampa en comparacion con los embriones del grupo control. Dicha
condicién es una de las razones mas fuertes por las que los embriones de O. maya no pudieron

nacer debido a que fisiolégicamente implicaria que las membranas celulares de los embriones y el
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proceso por el cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos en las membranas

celulares estén saturando e intoxicando a las células.

Adicionalmente a otros trabajos donde se han medido las proteinas de shock térmico, productos
derivados de la peroxidacion lipidica como la malondialdehido y la glutation S-transferasa en otras
especies de cefalopodos como O .vulgaris y Dosidicus gigas a altas temperaturas o en zonas de
minimo oxigeno, se ha visto que incrementos en la temperatura realizan en conjunto dafios:
modificando la permeabilidad de las membranas celulares, reduciendo la liberacion de la energia
menor que al estado basal, creando un desequilibrio en las reacciones enzimaticas y limitando la

cinética e inactivacion enzimatica de las proteinas (Repolho et al., 2014, Triibenbach et al., 2013).

1.3.6. Repercusion ecolodgica

Para los cefalépodos es primordial ser eficientes en la captura de la presa y aunque la presa
también tiene sus habilidades y respuestas de escape, las mejoras en las habilidades para la
captura de la presa estdn muy ligadas al desarrollo neurol6gico, anatomico y las caracteristicas
morfoldgicas (Vidal et al., 2002). Siendo éstas Ultimas afectadas por la temperatura es poco probable
que los embriones con un retraso en la morfologia, siendo menores en talla, y con niveles de la
concentracion de peroxidacion lipidica elevada pudieran nacer, y si nacieran, serian mas pequefios

que aquellos que se desarrollaron entre 24- 26°C (intervalo 6ptimo).

Aunque lo anterior es drastico, la fisiologia de los embriones hasta ahora del tratamiento ‘rampa” y
las determinaciones de consumo de Oy,catalasa,glutation total y lipoperoxidacion, permitieron
conocer a grandes rasgos al menos los mecanismos que los embriones activan en situaciones de
estrés moderado y estrés extremo. Pero estudios genéticos acerca de los primeros genes que
funcionan durante el desarrollo (por ejemplo para la morfologia) esta muy influenciados por el
desempefio fitness de la madre, y son esenciales para complementar la posible direccion que

tomaré la especie, a nivel genético.

1.3.7. Panorama térmico de 0.maya
Mediante el presente trabajo se puede complementar el panorama térmico del ciclo de vida de O.

maya con la fase embrionaria esquematizado de la siguiente manera (Fig. 27):
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Figura 27. Panorama térmico de O.maya.

EMBRIONES: El intervalo 6ptimo de temperatura sugerido por Caamal-Monsreal et al. (2016) para
embriones de 24 a 26°C, coincide con el presente trabajo por la revision antes mencionada de las
caracteristicas morfologicas, el modelo logaritmico y el consumo de oxigeno, ocurriendo
probablemente una fase de pejus de 27 a 28°C en donde los embriones son capaces de tolerar sin
embargo, teniendo repercusiones como las mencionadas en la seccion 1.3.5. que ocurrieron en el
estadio 17, y que dan soporte que los embriones expuestos a éstas temperaturas no son capaces de

hacer eficiente por completo el sistema antiestrés.
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I.4. Anexos

Anexo 1.4.1. Determinacion de proteina por el Método de Bradford(1976)

Para la determinacion de proteina por el Método de Bradford (1976) adaptado a microplaca, se
utilizé la albimina sérica bovina al 0.2% (0.02g en 10 ml de agua destilada). Para la preparacion
de la curva tipo se pipetearon 10ul de cada una de las soluciones estandar de albimina sérica
bovina fraccion V en el pozo apropiado de la microplaca, posteriormente se pipetearon 2 pl de
muestra en el mismo pozo con albimina, se agregaron 8 pl de agua destilada. A cada pozo se le
agregaron 140 pul de reactivo de Bradford, después se colocd la placa en el agitador por 10 minutos
a temperatura ambiente y se leyd a una absorbancia de 595 nm en un lector de placas.

Tabla XV. Curva tipo de proteina

Tubo A B C D E = G
Albumina Iml 500 500 pl 500 pl 500 pl del 500 pl del 500 pl del
Séricabovina  (2:1) deltubo deltubo  del tubo tubo tubo tubo
A(1:1) B(0.5) B(0.25) B(0.125) B(0.0625) B(0.0314)
Aguadestilada 0 500l 500pl 500pl 500ul 500pl 500pl 1l
Homogenizado 0 0 0 0 0 0 0 0
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Anexo 1.4.2. Determinacion del nimero de embriones 0. maya por estadio

Tabla XVI. Desarrollo embrionario a través de los dias promedio y nimero de huevos por estadio en
embriones de O. maya

_ Tratamiento Térmico

Estadios de Control | Temperatura
Naef promuDiasy INGIRUEVESY| Prom. Dias No. huevos [SCRGEIUlER

10 9 10 25

10 1 10 25

NP 0 10 25

15 8 15 26

6 26.2

20 4 20 27

20 1 20 2 27

20 1 PEW 27.5

25 5 28.3 28.7

25 5 30 29

35 36.7 30

40 40 30

Total Control Total Rampa
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Anexo 1.4.3. Prueba Tukey para el analisis del consumo de vitelo de los

embriones O.maya

Tabla XVII. Prueba Tukey del consumo de vitelo de O. maya
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CAPITULO II

Tolerancia térmica de los embriones
Octopus vulgaris Cuvier, 1797
del Golfo de México

5 Fotografia tomada de Calendario UNAM2016 (Autor: Sanchez-Garcia, A.M.)
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Capitulo II. Experimento 3: Octopus vulgaris

Octopus vulgaris es una especie que ha sido considerada como cosmopolita. Los estudios
llevados a cabo en poblaciones de distinto origen han demostrado que los embriones se desarrollan
en temperaturas distintas, las cuales estan acorde con las caracteristicas de la zona particular de
cada poblacion estudiada (Caveriviere et al., 1999). En nuestro pais O. vulgaris ha sido identificado
en los arrecifes de Veracruz y en la plataforma continental adyacente a la Peninsula de Yucatén
(Morales-Ortega, 2009) en esta region las condiciones ecoldgicas y ambientales son también
particulares. Siendo la plataforma continental adyacente a la Peninsula un &rea donde O. vulgaris
coincide con O. maya por lo que la manera en que cada especie se adaptaria a posibles nuevas
condiciones de incremento en la temperatura podria tener repercusiones ecoldgicas como la
competencia por espacio y alimento (IPCC, 2013).Considerando la importancia que tiene conocer la
forma en que se han adaptado el presente estudio fue dirigido a determinar si un incremento gradual

de la temperatura podria afectar el desarrollo embrionario de O. vulgaris
I1.1.Material y métodos

I1.1.1. Origen de los organismos

Los reproductores de Octopus vulgaris fueron capturados en las islas la Blanquilla (1.5 km a la
redonda) y Verde (1.5 km a la redonda), Veracruz. La colecta se realizd los dias 31 de marzoy 1 de
abril de 2014 (Fig. 28), obteniendo los pulpos manualmente ya fuera con gancho o buceo libre. Los
pulpos se colocaron individualmente en bolsas de tela de tul y se transportaron al acuario de
Veracruz, donde se les mantuvo por dos dias sin alimentar para su recuperacion. Tres dias después
de su captura los pulpos fueron transportados por avién a la ciudad de Mérida y finalmente a la
Unidad Académica Sisal (UAS), Facultad de Ciencias, UNAM ubicada en Sisal, Yucatan. Ahi fueron
colocados en los tanques externos y separados por tallas. En los estanques los pulpos fueron
alimentados con jaibas frescas, manteniendo juntos hembras y machos para asegurar la copula.
Después de 18 dias 5 hembras fueron pasadas al area de maduracion, donde fueron colocadas
individualmente en tanques de 80L con agua de mar a 24°C constante durante 30-45 dias hasta el
desove. Durante este periodo los animales fueron alimentados dos veces al dia (9am y a las 6 pm)
con pasta de calamar-jaiba (Tercero et al., 2016). De estas hembras solo se utiliz6 el desove de una

hembra que pes6 1120g al inicio de la fase de maduracion y al final 878g.
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Figura 28. Mapa modificado de la zona de Veracruz donde se colectaron los especimenes de O. vulgaris (con tridngulo
se indican las Islas, tomado de Mateos-Jasso et al., 2012).

I1.1.2. Disefio Experimental

El disefio experimental aplicado a los embriones de O. vulgaris fue similar al usado para O.
maya. La hembra coloc6 142,008 huevos provenientes de 194 racimos contados (con un promedio
por racimo de 732 huevos), de los cuales se tomaron 24 racimos, para dividirlos en dos tratamientos
con 12 racimos cada uno. El primer grupo de huevos fue asignado para el tratamiento control en el
que la temperatura se mantuvo a 24°C constante durante todo el desarrollo embrionario. El otro
grupo de huevos fue asignado al tratamiento rampa, donde se increment6 la temperatura de 1°C
cada 3 dias hasta completar el desarrollo embrionario (de 28 a 33 dias aprox.). El experimento 3(E3,
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Fig.28), se llevd a cabo con una hembra que termind de desovar el 28 de mayo de 2014 con una

duracion de 28 y 33 dias en los tratamientos respectivos: Control y Rampa.

Figura 29. Disefio experimental 3 (E3) de la especie O. vulgaris, las cruces con fondo amarillo indican los dias de
muestreo para el tratamiento rampa y en el tratamiento control.

I1.1.3. Analisis de cambios morfométricos en embriones de 0. vulgaris

Con la finalidad de describir cuantitativamente los cambios en las cuatro variables morfologicas
de los embriones de O. vulgaris en total se usaron las mediciones de 396 fotografias; provenientes
de E3 de los embriones de ambos tratamientos térmicos contrastantes: temperatura constante o
control y rampa (de 24°C a 30°C). El inicio de los estadios de desarrollo se comenz6 a fotografiar a
partir del dia 7 posterior al término de la puesta. De cada uno de los tratamientos se fotografiaron 10
huevos distintos cada 3 dias mediante el microscopio LEICA acoplado a una cdmara de la misma
marca (EZ4HD). Para calibrar cada fotografia se usé papel milimétrico y el nimero de pixeles que
report6 el programa de captura de imagenes en el microscopio. Para hacer esto se fijaron en cada
fotografia 637pixeles los cuales representaron 1mm en objetivo 35x y 387 pixeles representaron
1mm en objetivo 20x. A cada huevo y embrién se le midi6 la longitud total del embrién, LT (mm),
longitud del manto, LM (mm), el largo de los brazos, LB (mm) y el diametro del ojo, DO (mm). El
volumen de vitelo se calculé midiendo el didmetro mayor (Dm) y/o el didmetro menor (dm) del cuerpo
geomeétrico que forma el vitelo dentro del huevo (Fig. 9). Esto se llevé a cabo utilizando el programa
LAEZ, version 2.1.0 (Fig. 30).
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Figura 30. Embrién de Octopus vulgaris con las mediciones realizadas en el programa LAEZ,
Longitud total del embrion (LT), Longitud del manto (LM); Longitud del brazo (LB) y Diametro del
0jo, asi como para el vitelo se midié el diametro mayor (Dm) y el didmetro menor (dm).

Una vez concluidas las mediciones se llevd a cabo el andlisis de crecimiento mediante la
comparacion entre los resultados obtenidos de los embriones mantenidos en el tratamiento control y
en la rampa, utilizando un analisis multivariado. En este andlisis las coordenadas principales (PCO)
se calcularon sobre la matriz de distancias euclidianas calculadas para cada una de las muestras
(Legendre & Legendre, 1998). Previo a la ordenacion de los datos éstos fueron normalizados, es
decir cada dato fue centrado y dividido entre la desviacion estandar de su variable (Legendre &
Legendre, 1998).

Sobre la matriz de disimilitudes se aplicé una ANOVA multiple con permutaciones para distinguir los
cambios morfoldgicos entre los embriones expuestos a un incremento de la temperatura (rampa) y el
control. EI modelo utilizé el tratamiento fijo con dos niveles (control y rampa), y el tiempo una variable
continua (como fija, ya que los embriones fueron medidos en dias preestablecidos). La interaccion
entre éstos términos fue examinada para establecer, si la forma en que los embriones cambian

morfologicamente a lo largo del tiempo variaba dependiendo del tratamiento térmico. Para ello se
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utilizaron 9999 permutaciones de los residuales bajo el modelo reducido (Anderson 2001; McArdle &
Anderson, 2001).

Para obtener una mejor visualizacion del modelo en una configuracion bidimensional, se aplicé un
PCO sobre las distancias a los centroides de cada grupo (Manuales del PRIMER
v6+PERMANOVAadd in).

I1.1.4. Identificacion de los estadios de Naef (1928) en los embriones de O.
vulgaris

Para la identificacion de los estadios (edad) se siguieron los procedimientos previamente
establecidos en Octopus mimus (Uriarte et al., 2012; Castro-Fuentes et al., 2002). Se utilizaron los
criterios de Naef (1928) y Castro- Fuentes et al. (2002) para clasificar los estadios del desarrollo
embrionario de O. vulgaris que comprendieron veinte estadios. Dichos estadios fueron
representados por caracteristicas especificas que describen los avances en el desarrollo
embrionario. Debido a la dificultad de observacién, para O.vulgaris los estadios 1 al 6 no fueron
cuantificados ya que éstos ocurren durante las primeras horas en las que la hembra adn se

encontraba colocando la puesta.
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Estadio 7:Este estadio se caracteriza por la aparicion de dos capas en el huevo, una mas
oscura que la otra: el huevo presenta una coloracion blanca en general; sin embargo el

blastodermo (db) cubre casi todo el vitelo. (Fotografia tomada a 20x).

Estadio 8: En éste estadio aparecié el complejo ocular (co) y se comenzé a pigmentar, lo que
posteriormente fueron los ojos, ademas se comienzan a formar los brazos(br) y éste huevo

aln no presenta la reversion (caracteristica de estadio 8; Fotografia tomada a 20x)
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Estadio 9: EI embrion ya se gir6 y le ocurrid una depresion debida al complejo paleovisceral
(cpv), el ojo (o)y los brazos (br) en el polo animal, que figura una “acinturacién” del saco

vitelino (sv). (Fotografia tomada a 20x)

Estadio 10: Ocurri6 la pigmentacion del tenue de la retina. (Fotografia tomada a 20x).
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Estadio 11: Ocurrié la aparicion de las primeras ventosas, inclusive con una sola ventosa (ve)

observada se considerd perteneciente a este estadio. (Fotografia tomada a 20x).

Estadio 12: Se caracterizd porque ocurrié la aparicion de las manchas de los estatocistos (st,

dos puntos de color blanco) en medio de los ojos del embrion. (Fotografia tomada a 20x).
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Estadio 13: En el embrién se observé en el ojo la aparicion de la retina (RT , que es una linea
muy delgada que aparece alrededor del ojo, puede ser poco evidente, pero fue constante en
los embriones revisados. (Fotografia tomada a 20x).
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Estadio 14:En el embrion comenzaron a aparecer los cromatoforos (cr) en la parte frontal del
embrion entre los 0jos, pero no en el saco vitelino interno (svi), ni en los brazos (br).

(Fotografia tomada a 35x)

Estadio 15: En este estadio al embrion comenzo a latirle el corazon ésta fue una caracteristica
evidente de movimiento muy cercano a la zona en la que se encuentra la glandula digestiva
(GLD). Respecto a las caracteristicas fisicas el embrién presenta cromat6foros (cr) en la
parte frontal del manto entre los ojos y en el saco vitelino interno (svi). (Fotografia tomada a
35x)
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Estadio 16: En este estadio el saco vitelino interno (svi) aument6 de tamafio, respecto al
estadio anterior y es muy marcado. Hubo presencia de cromatdforos en brazos, manto y entre

los 0jos, pero no alrededor de los ojos(Fotografia tomada a 35x).

Estadio 17: En este estadio el embrion presento cromatoforos (cr) en los brazos (br) y en la

mayoria de los embriones se observo alrededor de los ojos, sin embargo esta Ultima
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caracteristica no se considero necesaria para ser considerado en éste estadio, porque no se

presentd en todos los embriones revisados (Fotografia tomada a 35x)

Estadio 18: En este estadio el saco vitelino externo (sve) en la mayoria fue ausente, el embrion
presentd ademas cromatéforos en el manto (ma) entre los ojos y alrededor, en el saco
vitelino interno (svi) y en los brazos; y en general un ligero aumento en el tamafio del

embrion (Fotografia tomada a 35x).
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Estadio 19: EI embrién hace la dltima reversion es decir se gira conservando los brazos (br)
hacia el pedinculo del huevo (PH) y el manto (ma) dirigido hacia la parte mas ancha del
huevo. También se pudo observar en algunos embriones un poco saco vitelino externo (sve)
y los cromatéforos (cr) son evidentes en todo el cuerpo. La fotografia de lado izquierdo es
una vista frontal y la de lado derecho es vista trasera del embrién, debido a que se observa

el sifon (S). (Fotografia tomada a 35x)

I1.2.5 Analisis del desarrollo embrionario

Para obtener una estimacion del estadio en el que se encontraban los embriones se grafico el
dia experimental en el eje X contra el promedio del estadio de los embriones en el eje Y y se utilizd
un modelo logaritmico (Ec.1), para describir la relacion (Uriarte et al., 2012; Caamal-Monsreal et al.,
2016).

Estadio de Naef = a + b * Ln[Edad(dias)] (Ec.5)

Adicionalmente tambien se graficaron en el eje x, el promedio del tiempo (dias experimentales)
contra el eje Y, estadios de Naef, para ver si diferia la estimacion del estadio segun el método
empleado.
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I1.1.6 Consumo de Vitelo
El volumen del vitelo fue determinado dependiendo de la forma que presentd el vitelo dentro del
huevo ya fuera ovoide o esférica (Fig.9, Seccion 1.1.6).Para el calculo del volumen se utilizaron las

siguientes ecuaciones (Vidal et al., 2002; Uriarte et al., 2012):

4TTAB?

V(ovoidal) = (Ec.6)

V(esférica) =

4
37r3 (Ec.7)
Donde V es el volumen del vitelo (mm3) y A = %2 del diametro mayor, B = % del didmetro menor del
huevo respectivamente; 1 es 3.1416. Ademas el volumen fue multiplicado por la densidad de 1.036

mg mm-3 para convertir esto a peso humedo (Vidal et al., 2002).

Posteriormente se determind si el vitelo fue consumido de la misma manera durante el desarrollo,
para lo que se realizé un andlisis de varianza factorial, donde la variable dependiente o de respuesta
fue el volumen del vitelo. El primero de los factores fue la condicion o tratamiento (control y rampa) y
el segundo factor fijo fue el estadio. Para hacer esto se utilizo el software Statistica. Posteriormente

se hizo una prueba pos-hoc Tukey , con la cual se determind la existencia de grupos.

Finalmente se calculd el porcentaje del volumen consumido en el estadio 19 de cada tratamiento,

considerando el 100% del volumen inicial para cada tratamiento.

I1.1.7. Indicadores Fisiologicos: Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue medido cuando los embriones alcanzaron el estadio 15 pues en ese
estadio es en el que la tasa respiratoria fue perceptible. También se realizaron mediciones en los
estadios 18 y 19 por ser previos a la eclosion. Ambas mediciones se llevaron a cabo en una camara
respirométrica con 10 embriones al mismo tiempo, debido a que los huevos de O.vulgaris son muy
pequefios (aprox. 3mm). Antes de introducir los huevos a la cdmara respirométrica se procedio a
identificar el estadio del desarrollo de los embriones. Una vez hecho esto los huevos fueron
colocados en la cdmara y mantenidos ahi por 60 minutos; lo anterior se llevd a cabo en ambos
tratamientos Control (24°C) y Rampa (24 a 30°C). Se realizaron en total 20 evaluaciones
respirométricas, utilizando 200 embriones: 5 del tratamiento control en estadio 15, 5 del tratamiento
rampa en estadio 15, 5 del tratamiento control en estadio 18-19 y 5 del tratamiento rampa en estado
18-19.
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Las mediciones del consumo de oxigeno de los huevos de O. vulgaris se determinaron mediante el
mismo equipo de respirometria (Fig.10) que en O. maya con la diferencia de que para esta especie
las evaluaciones se realizaron, como ya se mencion6 con 10 huevos por vez (con 5 repeticiones

cada una) y solo se realizaron en los estadios 15y 18-19.

Para el analisis de cada tratamiento y cada estadio se llevaron a cabo dos andlisis de varianza
mediante el programa Statistica 7; en el primero se probd la Ho: Los regimenes térmicos no
afectaron la tasa respiratoria de los embriones de O. vulgaris de los estadios 14-15 y 18-19.
Posteriormente se llevo a cabo un ANOVA de dos factores fijos la temperatura y el estadio y se

revisé la interaccion entre ambos, mediante Statistica 7.

I.2. Resultados

En O. vulgaris se observo que los embriones se desarrollaron y la mayoria lograron eclosionar
en el tratamiento rampa, sin embargo la peculiaridad de éstos embriones fue que la mayoria
agotaron su vitelo al llegar al estadio 18, y pocos fueron los que mantuvieron el vitelo hasta el

estadio 19 cuando llevaron a cabo la Ultima reversion.

I1.2.1. Crecimiento del embridon explicado por las variables LT, LM, LBy DO

El andlisis de coordenadas principales (PCO) para la especie O. vulgaris, indico que la primer
coordenada explico el 61.72% del cambio en el crecimiento de los embriones. Las muestras hacia la
derecha de la ordenacion tuvieron los valores mas altos de las variables LT, LM y LB. Dichas
variables contribuyeron a explicar la mayor variacion de éste eje, por lo que sugieren como buenas
indicadoras del crecimiento de los embriones. La segunda coordenada explicé el 22.9% de la
variacion de los datos fuertemente correlacionado con la variable DO, lo que indicé que dicha
variable no estuvo fuertemente correlacionada con el tamafio de los embriones, pero contribuy6 a
explicar las diferencias entre los tratamientos a los que se expusieron los embriones a partir del dia
20. Entre ambas coordenadas se explico el 85% de la variacion total de los datos de O. vulgaris
(Fig.31).
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Figura 31. Andlisis de coordenadas principales de las variables LT, LM, LB y DO en la especie O. vulgaris. En donde los
triangulos rellenos se refieren al tratamiento Control (1) y, los tridngulos vacios hacen referencia al tratamiento Rampa

).

El crecimiento de los embriones de ambos tratamientos se observé al inicio del experimento
similar en morfologia y tamafio (del dia 15 al 20). Sin embargo conforme transcurrieron los dias los
embriones del tratamiento control experimentaron un crecimiento y desarrollo normal (triangulos
azules) mientras que en el tratamiento rampa (triangulos verdes) a partir del dia 26-27 en adelante
dejaron de crecer (Fig. 32). Asimismo los embriones sometidos a tratamiento rampa presentaron un

DO menor que los correspondientes en dias del tratamiento temperatura constante (Tabla XXI).
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Figura 32. Andlisis de coordenadas principales (PCO) de O. vulgaris desde la perspectiva del tratamiento:1) Control
(tridngulos azules) y 2) Rampa (tridngulos verdes).

La tabla XVIIl muestra el analisis de varianza multivariado (Permanova) donde se observé que la
interaccion entre el factor tratamiento térmico (Control y Rampa) y la variable tiempo (dias) fue
significativa (p=0.0001); indicando que el cambio morfoldgico y sobre todo de tamafio en los
embriones sometidos al tratamiento rampa fue diferente con respecto a los embriones de la misma

edad (en dias) pero mantenidos a una temperatura constante (Tabla XVIII).

Tabla XVIII. Andlisis de varianza multivariado (Permanova) para O.vulgaris.

El 22% de la segunda componente se encontré mayormente asociado al diametro del ojo (DO),
lo cual es observado debido a la direccion del vector en el PCO. Debido a lo anterior fue revisado de

manera individual, demostrando que existieron diferencias significativas en esta variable morfologica
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debidas a ambos factores fijos: tratamiento térmico (F=30.25; p<0.05) y al estadio (F=8.29; p<0.05);

sin efecto alguno debido a la interaccion (Fig.31 y tabla XIX).

Tabla XIX. Andlisis de varianza factorial del didmetro del ojo de O. vulgaris.

Tratamiento 0.04 1 0.04 30.2% 0.000*
Estadio 0.033 3 0.011 8.29 0.000*
Trat*Estadio 0.005% 3 0.002 1.21 0.205

En la figura 33 se observo el incremento del tamafio del diametro del ojo conforme cambid a un
estadio mayor para ambos tratamientos. En contraste el tratamiento rampa siempre mostré tamafios
mas pequefios que el tratamiento control haciendo ver que el efecto del incremento de la
temperatura provocO un retraso especifico en el tamafio del didmetro del ojo; con una amplia

dispersion de tamafios en el estadio 18 para ambos tratamientos.

Figura 33. Tendencia polinémica del diametro del ojo
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I1.2.2. Modelo logaritmico del desarrollo embrionario de 0. vulgaris
Las ecuaciones obtenidas de cada tratamiento determinadas mediante el grafico del promedio

de los estadios en el eje Y contra los dias experimentales en el eje X fueron las siguientes:
EstadioControl = 15.1 * In(Edad) — 31.6 (Ec.14)
EstadioRampa = 10.4 * In(Edad) — 15.9 (Ec.15)

Como se puedo observar en la tabla XX, al sustituir los dias en las ecuaciones 11y 12 de cada
tratamiento, hubo un desfase de 1 o 2 dias en el cambio de estadios obtenidos por ambos modelos

logaritmicos; excepto en los Ultimos dos estadios 18 y 19 para ambos tratamientos.

Tabla XX.Estimacion de los estadios con base en el modelo logaritmico de la seccion 11.2.5

Dias Estadios Rangode  Estadios Temperatura
Control de Control dias Rampa de Rampa de Rampa®C
17 11 - - -
- - 15 12 26
20 14 17-18 14 27
22 15 20 15 28
23 16 21 16 28
- - 23-24 17 29
26 18 26-27 18 30
29 19 28-30 19 30

La figura 34, mostré que el modelo de crecimiento logaritmico para ambos tratamientos presentaron
una tendencia similar pero se pudo observar que el efecto de la temperatura increment la velocidad
de cambio de los embriones expuestos al tratamiento rampa durante los primeros dias
experimentales ya que del dia 15 al 18 de 26°C a 27°C, ocurrieron los estadios 12 al 14, mientras
que en el tratamiento control al dia 17 ocurrié el estadio 11, y al dia 20 el estadio 14. La misma
tendencia se observo en el tratamiento rampa de los dias 20 a 24 de 28 a 29°C, donde ocurrieron los
estadios 15, 16 y 17; mientras que en control hasta el dia 22 ocurri6 el estadio 15 y al dia 23 el

estadio 16. Finalmente en el dia 26 los embriones de ambos tratamientos cambiaron a estadio 18
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tanto en 30°C como en tratamiento control, siendo hasta ésta temperatura cuando los embriones

experimentaron un retraso en el crecimiento.

El estadio 19 ocurrio al dia 29 en ambos tratamientos (tabla XX), sin embargo la tabla XXIV de los
anexos 11.4.2. mostro que hubo 33 embriones que cambiaron en control y s6lo 4 embriones en

rampa. La eclosion de los embriones ocurrid a los 29 dias en ambos tratamientos.
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Figura 34. Efecto de la temperatura en el desarrollo embrionario de O. maya.

I1.2.3. Indice de desarrollo de los embriones

En la figura 35 se grafico el indice de desarrollo (ID) de los embriones de O.vulgaris mostrando
que el estadio 15 ocurri6 a los 20 dias experimentales en el tratamiento rampa (ID=0.75), mientras
que hasta los 22 dias en el tratamiento control (ID=0.68), indicando que en el tratamiento rampa los

cambios de un estadio a otro ocurrieron mas répido.

101



09 0.75a 28°C O Control

v
QU
© 0.8
E ® Rampa
£ 07 r 6----0.--@
oS
3 o 06 | /]\
= =
2 05 0.68a 24°C
98
v 2 04 | ID Control = 0.672g0-000x
o R?=0.002
= = 03
£ 3 02 | ID Ramga =1.053¢0.0L
8 R<=0.941
o 0.1
£
] 0 1 1 1 1 1 ! ]
12 15 18 21 24 27 30 33

Dias Experimentales

Figura 35. indice de desarrollo de O.vulgaris

I1.2.4. Consumo del volumen de vitelo a través del desarrollo embrionario de O.
vulgaris.

Los resultados del analisis de varianza factorial presentados en la tabla XXI mostraron que hubo
diferencias significativas en la manera como los embriones consumieron el vitelo en funcion del

efecto combinado del estadio y el tratamiento térmico (F=4.9, p<0.001).

Tabla XXI. Andlisis de varianza factorial del consumo de vitelo en los embriones O. vulgaris expuestos al tratamiento
control y rampa.

Vol. Vitelo
Tratamiento 0.069 1 0.069 17 0.000*
Estadio 6.215 9 0.691 171.1 0.000*
Tratamiento*Estadio 0.176 9 0.02 4.9 0.000*

En la figura 36 se observa como el embrién consumi6 el volumen de vitelo por estadio con la
desviacion estandar en lineas punteadas por cada tratamiento y estadio. Donde se ilustra la
diferencia de un grupo compuesto por el primer estadio el 10 (letra a) y el resto de los estadios 11 al
19 (letra b y c); la prueba pos-hoc Tukey que sustenta la figura 36, se puede observar en el anexo
11.4.2. (Tabla XXIV).

En general el tratamiento control presentd una tendencia del volumen de vitelo a decrecer a

medida que es un estadio mas avanzado. Mientras que el tratamiento rampa presenta una primera
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fase creciente (estadios 10 a 12) explicada por el desfase que ocurre en una puesta, cuando no
todos los embriones son colocados al mismo tiempo y una fase posterior decreciente al igual que el

tratamiento control cuando los embriones presentan estadios mas avanzados.
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Figura 36. Consumo de vitelo a través de los estadios de Naef en embriones de O. vulgaris. Con letras se muestran los
grupos que se formaron en la prueba de Tukey (Tabla XIV).

I1.2.5. Consumo de O2z en Octopus vulgaris.

En el andlisis de varianza aplicado para evaluar los efectos de la temperatura en el consumo de
oxigeno de los embriones de diferente edad en el tratamiento control, permitié aceptar la Ho, pues no
se encontraron diferencias significativas entre las tasas metabdlicas de los embriones de los
estadios 15 y 18 (F=0.775; p=0.404) (Fig.37). En el analisis de varianza aplicado para conocer los
efectos de la temperatura (tratamiento rampa) en el consumo de oxigeno de los embriones de los
estadios 15 y 18 se rechazd la Ho y se aceptd la Ha, por lo que fue posible concluir que la
temperatura si tuvo un efecto significativo en el metabolismo de los embriones de distinta edad
(F=9.103; p=0.017) (Fig. 37).

103



0.4 . b
035 - O. vulgaris
- 0.3
£ 025 -
“ 0.2 - a
% 0.15 -
@ o1
0.05 A
O -
24°C 24°C 28°C 30°C
Constante Constante Rampa Rampa
14-15 18-19 14-15 18-19

Figura 37. Andlisis de varianza del consumo de O: entre el tratamiento control, y el tratamiento rampa en los estadios 15
contra los 18-19. Las letras iguales indicaron que no hubo diferencias significativas (a), mientras que las letras diferentes
significan que si hubo diferencias significativas (a y b).

El analisis de varianza factorial mostré que hubo efecto dado por la interaccion, es decir las
diferencias significativas entre los tratamientos fueron un efecto combinado de la edad y la

temperatura que provoco un cambio en la tasa metabolica de los embriones de esta especie (Tabla
XXI).

Tabla XXII. Analisis ANOVA del consumo de Oz entre los tratamientos control y rampa en los estadios 14-15y 18-19.

Fuente SS GL MS F p
Temperatura 0.012 1 0012 199 0.178
Estadio 0.001 1 0.001 0.104 0.752
Temperatura*Estadio 0.044 1 0044 7288 0.016*
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I1.3.Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio pusieron en evidencia que los embriones de O.
vulgaris también son sensibles a las altas temperaturas. En este contexto fue posible observar que a
ante un incremento paulatino de la temperatura, los embriones de O. vulgaris fueron capaces de
tolerar temperaturas mayores a los 27°C. La hipdtesis planteada en el estudio fue comprobada
debido a que la mayoria de los embriones de tratamiento rampa agotaron el vitelo a partir del estadio
18 (n=124), lo que significd que ante un incremento de temperatura los embriones aceleran la tasa

metabdlica consumiendo mas vitelo.

I1.3.1. Caracteristicas morfoldgicas de los embriones de O.vulgaris

A pesar de que los embriones de O. vulgaris expuestos al incremento de temperatura no fueron
afectados en la eclosion, se demostré que también hubo un retraso general en el desarrollo
morfoldgico cuando fueron expuestos a la rampa. El retraso en el desarrollo fue observado a partir
de los 26-27 dias cuando la temperatura era de 30°C en comparacion con los embriones control que
tenia la misma edad (en dias).

Asi como ha obtenido en otras especies (Rosa et al., 2012; Repolho et al. 2014) los embriones de O.
vulgaris se deformaron cuando fueron expuestos a una alta temperatura. De acuerdo con el anélisis
de PCO de los caracteres morfologicos estudiados, el didmetro del ojo fue la estructura mas
afectada por la temperatura, en comparacion con el crecimiento del largo total, largo del brazo y
largo del manto. Otros estudios han demostrado que el desarrollo embrionario en los cefalépodos es
inverso a la temperatura (Lenz et al., 2015). En O.vulgaris del Golfo de México la temperatura
méxima de su habitat natural es de 29.4°C la cual ocurre en las masas de agua de las zonas
arrecifales de Veracruz donde habitan. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
estudio, en tales aguas, donde se lleva a cabo la reproduccion, los embriones tendrian la plasticidad
para tolerar dichas temperaturas probando que esta poblacion esta bien adaptada para tolerar
temperaturas superiores a las reportadas anteriormente para la especie (Repolho et al., 2014).

I1.3.2. Analisis de crecimiento logaritmico de los embriones de O.vulgaris

El crecimiento fue afectado por la condicion experimental. Se observo que la mayor temperatura
aceler6 el crecimiento de los embriones de esta especie. Esta aceleracion es comdn en los
embriones de los cefaldpodos. Morales-Ortega (2009), observd que al mantener a los embriones de
O. vulgaris entre 25-28°C éstos tuvieron una duracion del desarrollo embrionario de 22dias. Por otro
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lado Iglesias et al ( 2007) reportaron para O. vulgaris de la Ria de Vigo un intervalo optimo de 20 a
22°C con un intervalo adecuado de entre 19 y 27°C (Mangold & Boletzky, 1973; Caveriviere et al.,
1999, Iglesias et al.,2007). Asi, los resultados obtenidos en el presente estudio ponen de manifiesto
que los embriones de O. vulgaris que se distribuyen en las costas de Veracruz tienen una tolerancia
de 10°C mayor a la previamente observada en la misma especie pero en el Norte de Espafia, lo que
permite ampliar la tolerancia térmica de la especie a un intervalo de entre 29 y 30°C para Octopus

vulgaris del Golfo de México.

I1.3.3. Consumo de Vitelo

En este estudio se probd que el efecto combinado de los dos factores fijos (tratamiento térmico y
estadio) afectaron la cantidad de volumen de vitelo que consumieron los embriones de O. vulgaris,
siendo mayor el consumo de vitelo en el tratamiento rampa que en el control desde el inicio del
experimento. La hipotesis postulada al inicio del trabajo era que el incremento de la temperatura
aceleraria el metabolismo de los embriones y por lo tanto el consumo del volumen de vitelo hasta
agotarse. Los resultados obtenidos ahora permiten aceptarla pese a que algunos de los embriones

(n=4) en estadio 19 presentaron restos de vitelo.

Lo anterior es importante debido a que en la ecologia de los pulpos se podrian presentar dos

posibles escenarios:

1) Paralarvas sin vitelo (energia de reserva) podrian eclosionar cuando el bloom de plancton

este presente lo que favoreceria que tengan alimento disponible para sobrevivir.

2) Que las paralarvas sin vitelo eclosionen y esto no coincida con disponibilidad de alimento,
incrementando la probabilidad de inanicion debida al agotamiento premeditado de vitelo y
por lo tanto una alta mortalidad. Marquez et al. (2007) sugirieron que ante eventuales
incrementos de temperatura, las paralarvas de O. vulgaris podrian quedarse sin la energia

necesaria cuando les es preciso obtenerla de presas que ademas pudieran ser escasas.

Finalmente es importante recalcar que el consumo de vitelo tuvo una tendencia negativa
probablemente polindmica de tercer grado que podria estimarse con modelos mas complejos como
los modelos aditivos generalizados (GAM). Sin embargo hay algunas consideraciones bioldgicas

que deben de tomarse en cuenta: 1) El desfase en tiempo (dias) que hay entre cada individuo al
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ser puesto por la madre. Ya que no todos los individuos muestreados en el mismo dia tuvieron el

mismo estadio.

2) La manera en la que el embrion hace uso de las reservas de vitelo varia de forma
intraespecifica. Por lo que cada individuo consumira los nutrientes que necesite en diferente

cantidad.

I1.3.4. Respuestas metabdlicas de los embriones de 0. vulgaris ante intervalos
o6ptimos de temperatura y estresores agudos.

En el caso del presente estudio se pudo observar que los embriones de O. vulgaris en
estadios tempranos tienen una amplia capacidad para mantener el consumo de oxigeno sin
cambios. Esa estabilidad se pudo observar dentro de un amplio intervalo de temperaturas en los
primeros estadios del desarrollo. Los embriones en estadios mas avanzados fueron incapaces
de mantener la tasa metabolica en altas temperaturas, lo que sugiere que mientras los
embriones de O. vulgaris son capaces de compensar, incrementos de +3°C (de 24°C a 27°C)
durante los primeros estadios, podrian experimentar alteraciones fisiologicas producidas por el
aumento de la frecuencia ventilatoria, mecanismo frecuentemente usado para regular el
suministro de oxigeno en organismos acuaticos expuestos a altas temperaturas (Wells &Wells ,
1995; Melzner et al., 2006; Valverde & Garcia., 2005).

Derivado de los resultados que describen la aparente compensacion de incrementos de
temperatura de hasta 3°C para los embriones de O. vulgaris y O.maya, y tomando en cuenta el
panorama general que abarca mas que un simple andlisis del consumo de oxigeno en funcién de
la temperatura, el cual también abarca el cambio en los factores de andlisis bioquimicos que
indican que se eleva la concentracion de sustancias que afectan a los embriones (catalasa y
TPP3 como indicador de lipoperoxidacion), el cambio en la morfologia y el cambio en la tasa de
eclosion, surgen diferentes escenarios hioldgicos los cuales han sido construidos para explicar

cambios en la distribucion y abundancia de ambas especies:

Escenario actual (Figura 38): Hasta ahora la informacion pesquera indica que la poblacion de
O.maya se distribuye dentro de la plataforma continental de la Peninsula de Yucatan, entre los 0
a 27m de profundidad mientras que la poblacion de O.vulgaris se encuentra entre los 18 y 55m

de profundidad. Esta diferencia en la distribucion puede estar asociada con varios aspectos de la
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vida de éstos organismos, entre los cuales la temperatura es un factor determinante. En este
sentido todo parece indicar que si bien los adultos de O. vulgaris podrian ser menos tolerantes a
las altas temperaturas de la costa y por eso se encuentran a temperaturas mayores, los
embriones y las paralarvas parecen estar mejor capacitadas para tolerar las altas temperaturas
que podrian llegar a encontrar en su migracion hacia el interior del Golfo de México, en donde
podrian llegar a estar expuestas hasta 30°C. Asi, pareciera que, al buscar temperaturas mas
frescas, los adultos de O. vulgaris favorecen el desove y permiten, al ubicarse en la parte mas
externa de la plataforma, la dispersion de las paralarvas hacia el interior del Golfo, siguiendo las
corrientes que las conducen hacia los arrecifes de Veracruz en donde son capturados como

juveniles (Arenas-Fuentes & Jiménez-Badillo, 2004; Jiménez-Badillo et al., 2008).

Mientras que O. vulgaris ocupa la parte externa de la plataforma, O. maya se distribuye hacia el
interior, en donde la abundancia de alimento y refugio facilita las condiciones para el desove de
ésta especie. En ésta zona, aunque los reproductores también estan restringidos por la
temperatura (Juarez et al., 2015) este factor presenta valores mas altos que los que se
encuentran a mayor profundidad, favoreciendo asi que las dos especies se distribuyen en sitios
distintos. En este contexto se plantea un escenario en el que se indica la forma en que podrian
distribuirse los embriones tomando en cuenta las condiciones oceanograficas actuales y la

manera de dispersion y distribucion de cada especie al eclosionar.
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Figura 38. Mapa de la distribucion actual de los embriones de O.maya y O. vulgaris del Golfo de México.

Basados en los resultados obtenidos ahora y considerando a la temperatura como principal
modulador de la distribucion de los pulpos, se han postulado dos hipétesis que podrian modificar

la distribucion de ambas especies dependiendo de las condiciones ambientales.

Hipotesis | (Fig. 39): En el caso de un aumento progresivo de la temperatura y considerando
que los embriones de O.maya mostraron una mayor vulnerabilidad a temperaturas mayores a los
27°C es posible postular que, en zonas donde la surgencia estacional no tiene influencia
(principalmente en la zona frente al estado de Campeche) la poblacion de O.maya se veria
reducida. Eso permitiria un incremento en la presencia de juveniles de O. vulgaris en la
plataforma continental, aprovechando la disponibilidad de alimento, refugio, falta de competencia

y capacidad de tolerar una mayor temperatura.
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Figura 39. Mapa de distribucién de los embriones de O. maya ante un decremento de la poblacién y una posible
consecuencia hacia los juveniles de O. vulgaris.

Hipotesis Il (Fig. 40). Ante un incremento drastico de la temperatura las hembras de O. maya
migrarian para desovar hacia regiones mas frias quedando al margen de la plataforma continental.
De ocurrir esta migracion, las hembras de O.maya comenzarian a competir por espacio con las
hembras de O. vulgaris. Una vez eclosionados los embriones es probable que la dispersion de
O.vulgaris fuese la ya mencionada dispersando la especie. En contraste, un incremento gradual de
la temperatura podria provocar que algunos de los embriones de O. maya no se desarrollen

completamente, lo que ocasionaria una disminucion drastica de la poblacion de O.maya.
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Figura 40. Mapa de distribucion de los embriones ante un incremento de la temperatura del océano, sin influencia en los
juveniles de O. vulgaris.
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I1.4. Anexos

Anexo 11.4.1. Determinacion del numero de embriones 0. vulgaris por

estadio.

Tabla XXIll. Desarrollo embrionario a través de los dias promedio y el nimero de huevos por estadio O. vulgaris.
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Anexo I1.4.2. Prueba Tukey para el analisis del consumo de vitelo de los

embriones O.vulgaris

Tabla XXIV. Tukey del consumo de vitelo en los embriones de O.vulgaris (ordenada por estadio).
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6. CONCLUSIONES GENERALES

El andlisis de coordenadas principales (PCO) fue la herramienta adecuada para realizar la
comparacion del crecimiento de los embriones expuestos a una temperatura constante
(24°C) contra un incremento paulatino de la temperatura (rampa de 24 a 30°C). La
temperatura afecto la sobrevivencia de los embriones exclusivamente en la especie O. maya
(pulpo con desarrollo directo), por lo que podria ser considerada mas vulnerable a

incrementos de temperatura que O.vulgaris del Golfo de México.

El diametro del ojo (DO) fue un indicador fuertemente correlacionado con la segunda
coordenada del PCO tanto en Octopus maya como en Octopus vulgaris con un 2% y 22%
respectivamente. Este debe de tomarse en cuenta para estudios posteriores de crecimiento
en pulpos con desarrollo indirecto (ej. O.vulgaris) porque es un indicador del desarrollo del
sistema nervioso, el cual presenté un crecimiento menor en los embriones del tratamiento

rampa

El modelo logaritmico coincidié con el indice de desarrollo (ID) en la velocidad de desarrollo
de ambas especies. Ambos demostraron que en O.maya la velocidad de cambio fue muy

similar tanto en el tratamiento control como en rampa.

En O. vulgaris la velocidad de cambio fue mas acelerada en el tratamiento rampa que en
control, indicando que ésta especie tiene la capacidad de desplegar mecanismos

adaptativos (plasticidad fenotipica) para hacer frente a un ambiente cambiante.

¢ E| consumo del vitelo en los embriones estuvo influenciado tanto por la temperatura como por

la edad del embrion en ambas especies. La manera en la que se consume el volumen del
vitelo depende de la especie y el tipo de desarrollo. En O.maya el volumen de vitelo no se
agoto, pero los embriones no eclosionaron. Mientras que en la mayoria de los embriones O.

vulgaris el vitelo se agotd y los embriones si lograron eclosionar.

o E|l metabolismo de los pulpos fue mayor cuando se incremento la temperatura en ambas

especies, sobre todo en estadios avanzados. En O.maya el metabolismo incrementé a partir

del estadio 17, mientras que en O. vulgaris esto sucedid hasta el estadio 18.
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e Valores elevados de catalasa y lipoperoxidacion en los embriones de O.maya confirmaron
que los embriones estuvieron en el estado conocido como pésimo desde el estadio 17,
debido a incrementos de temperatura superiores a los 27°C.
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7. RECOMENDACIONES

Es ampliamente recomendable, cuando se hacen respirometrias y medidas morfométricas
individualizar a cada embrion para una mayor precision, lo siguiente implica asignarle a cada
embridn una etiqueta para seguir el registro en la cdmara respirométrica y en la fotografia para la
posterior medicion de los embriones. Como una idea alternativa también se puede determinar el
estadio del embrion cuando se estd haciendo el muestreo, sin embargo esto requiere de una

experiencia previa con los detalles que caracterizan a cada estadio de los embriones.

Respecto a la medicion del consumo del vitelo se intento realizar un modelo GAM, sin embargo la
naturaleza de los muestreos no permitié tener la una cantidad de datos minima en cada estadio. Si
en estudios posteriores se deseara continuar determinando como es que se consume el vitelo en los
embriones, se recomienda ampliamente:1)determinar el estadio al tomar la fotografia del embrion

para 2) asegurar gque por lo menos haya 10 embriones por cada estadio.

También se recomienda la determinacion de otras enzimas (ej. Octopina deshidrogenasa) para
conocer si los embriones utilizan 0 no el metabolismo anaerdbico, y de ésta manera tener una

panorama méas completo de la teoria de Portner et al. (2010) y Sokolova et al. (2012).

Finalmente realizar mayor esfuerzo en trabajos enfocados en la distribucion de las especies de pulpo
de mayor importancia, con la identificacién de paralarvas o juveniles; para respaldar los datos
actuales de pesquerias. De ésta manera se podria tener un panorama mas amplio de las posibles
alternativas ecoldgicas que tendrian ante un probable incremento de la temperatura, ya sea por

migracion, competencia con la otra especie, traslape o dominancia.
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8. APENDICE

Apéndice 8.2. Articulo del Capitulo I, aceptado en la revista Ecological Indicators, sera impreso en 2017.
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Table 1
Changes in the fatty acids profile of Octopus maya. Values as mean + SD.
Embryo stage

Fatty acids 6 & 11 12 13 14 15 17 18 19
€16:0 32284479 2740 £1.47 24144 349 26274030 2710 £0.82 27024109 2683 £0.73 26654055 27474095 27434057
ara 2924072 2.46+0.15 3134080 2494028 21794007 2374011 2354006 2684017 2774021 3014022
Ci8:0 10164153 851 £0.07 10554 257 9311064 9014013 8984063 92640.27 9164022 8991033 9865072
€20:0 0144020 0.14£0.01 0054005 009+ 003 008+ 006 0164003 ND 0154002 014404
2a 0344007 0634003 0564017 0664013 0544018 1044 028 0514008 0504000 0554013
a3 ND 0024003 0044003 002 4 003 Q01L003 ND ND 0034003 0044003
6t 094012 0845004 1004004 1034016 099 0.04 1044 007 0014003 0954003 1184006
izt 2824003 1434031 1704055 151+0.10 1214056 1774039 200 £0.07 1114034 168 +0.65
C18:in9 7.5841.12 6004020 7674075 7A5 4050 T244011 7084016 7204012 7154019 T84 £ 046
€20:tnd 3784107 3034031 3494073 124020 286012 3014020 3034013 3.0340.06 1254003
€22:tn9 037001 042 £0.02 0434007 045005 0454 0.09 0614 008 0414002 0434004 0555008
ClgnGe 0.16.40.00 02000 0x3i0m 021 4002 0254002 0204002 0194002 0234001 0314011
20:2 0744007 067 £007 0644010 066 4 0.05 0724000 0614000 070 L0010 0824006
@22 0164008 027004 0354006 0254 006 030+ 006 0474024 0174002 0344012 0284047
Ci8:3n3 0.2040.05 009 £0.0t 0184014 011001 Q102001 0104001 010 £0.00 0.08.£0.00 0.13£0.08
Cig8:3n6 ND 0064 006 £0.00 HD Q07+ 000 ND ND 007 40,00 007 L0
€20:3n3 ND 0.08 £0.05 0.044003 006+ 001 004 003 0032 004 ND 0.08.£0.06 0.04.£0.03
€20:306 24012 028 4002 0274009 0294 002 0332001 0274 000 027 £0.00 0314001 0354003
C20:4n6 12884 243 1563 £ 050 12334427 17684230 1296 4:0.35 16.04 4041 16.40 £ 0.55 1362400 13544172
€20:5n3 7194228 9374053 £78.4283 10104092 10.32.£0.10 2054 068 92240.23 961 L0E7 9804143
2260 12,85+ 508 1713 £095 15674 563 1844 £194 16.29 4043 15954202 16,63 +0.49 17504057 17314 178 17654294
Saturated 4583 3025 3857 IRB4 3453 30957 3896 39 41 3963 4083
Monounsaturated 15.50 1272 1429 1367 1274 1352 1355 1288 1267 1460
Polynsaturados Ml 4379 3855 4780 43.38 4272 42 4348 4235 4308
EPA+DHAFUFA 058 061 063 w60 066 059 059 063 064 061
n-3 0. 2687 24566 871 75 2513 2595 749 2700 paid]
N6 1225 1617 1200 1818 1361 16.50 1696 140t 1423 1427
n-3n-6 153 165 10 158 21 152 153 184 19 194
EPA T 194238 a37+053 BTEA203 10104092 10032 4010 9054 068 0224023 9764025 9614087 G891 .43
DHA 12.85 .4 5.08 1713 4096 15674 563 18444194 18.20 L0.43 15.95 6202 1663 £0.49 17594057 1731 £ 178 17654294
DHAERA 1764015 183 £0.01 177 40,08 1424003 177+ 003 1764009 180 001 1.80+0.02 1.8040.02 178 £0.04
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Apéndice 8. 3. Mencion Honorifica del Capitulo Il, por la fotografia "Dias antes de nacer del pulpo comdn..."
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