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RESUMEN

Se sabe que temperaturas extremas pueden alterar los procesos reproductivos de
los ectotermos marinos, reduciendo la talla de madurez, inhibiendo el proceso o
afectando a las caracteristicas de la progenie. Estudios previos han demostrado que
los adultos del pulpo Octopus maya (especie endémica de la Peninsula de Yucatan)
son particularmente sensibles a temperaturas mayores de 27 °C las cuales
provocan alteraciones morfolégicas y fisioldgicas en la progenie. También se tiene
evidencia de que temperaturas mayores de los 27 °C producen tasas metabdlicas
altas, malformaciones e incluso la muerte. Teniendo en cuenta esos antecedentes
el presente estudio fue disefiado con el objetivo de evaluar la condicion fisiolégica
de los embriones de pulpo provenientes de hembras adultas de O. maya capturadas
en épocas del afio con climas contrastantes (secas y lluvias). La hipotesis del
estudio establece que, si las hembras fueron naturalmente expuestas a un estrés
térmico éste deberia de reflejarse en la progenie, principalmente a través de tasas
metabdlicas altas, desarrollos anormales y/o un sistema antioxidante deficiente.
Estudios previos demostraron que debido a la forma en que se desarrollan, los
embriones pueden agruparse en tres etapas morfologica y fisiolégicamente
distintas: organogénesis, activacion y crecimiento. Estas etapas fueron
consideradas dentro de los estadios | a XIV, XV a XVIl y XVIII a XX,
respectivamente. Los resultados indicaron que el campo aerdbico (CA) de los
embriones es independiente de la época de captura, presentando los valores
maximos en la etapa de activacion (estadio XV a XVIl), donde los organismos tienen
la maxima capacidad energética para el crecimiento. Se observo el valor mas bajo
de CA en la etapa de crecimiento justo antes de la eclosion. Ademas se observo un
mayor estrés oxidante en los embriones provenientes de las hembras capturadas
en la época de lluvias. Estrés que eficientemente los embriones lograron compensar

al mismo tiempo que se desarrollaban.
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l. INTRODUCCION

El incremento de la temperatura es uno de los principales efectos del cambio
climatico. A finales del siglo XXl se estima que el océano experimentara un aumento
en la temperatura de 0.6 a 2.0 °C en los primeros 100 m de profundidad y de 0.3 a
0.6 °C a 1000 m, siendo las zonas tropicales y subtropicales del hemisferio norte
las regiones mas vulnerables ante estas alteraciones de la temperatura ambiental
(IPCC, 2013). El Golfo de México (GM) se encuentra entre los ambientes marinos
biolégicamente mas productivos del mundo, cuenta con riquezas minerales,
energéticas y biolégicas de gran importancia econdmica. La regién del Golfo de
Meéxico registro el 97 por ciento de la produccién total de pulpo a nivel nacional.
Yucatan aport6 27 mil toneladas con valor 828 millones de pesos y Campeche 9 mil
459 t. con valor de 314 mdp (CONAPESCA, 2018). La captura se compone de dos
variantes, el pulpo rojo (Octopus maya) representando el 74 % y el pulpo paton
(Octopus vulgaris) con un 26 %, colocando a México en el tercer lugar a nivel
mundial en la produccion de pulpo, reportando mas de 37 mil toneladas en 2017
(INAPESCA, 2019).

Las variaciones de temperatura ambiental en el GM modificaran las caracteristicas
del habitat de cientos de organismos (Martinez Arrollo et al., 2011), sobretodo
organismos ectotermos, como en el caso de O. maya, especie de pulpo endémica
de la Peninsula de Yucatan, cuya temperatura depende exclusivamente del medio
externo (Fanjul y Hiriat, 2008). En estos organismos la temperatura puede modificar
aspectos importantes de los ciclos de vida, como el tiempo de desarrollo
embrionario, la calidad de la progenie, la frecuencia de desoves, el apareamiento,
el crecimiento, el factor de conversién alimenticia y el sistema inmune, repercutiendo
directamente en la superviviencia, tamafo de las poblaciones y su distribucion
(Portner y Farrell, 2008; Talmage y Coutant, 2015).

Diversos estudios realizados en O. maya han demostrado que esta especie es
altamente sensible a la altas temperaturas (Noyola et al., 2013a; et al., 2013b;
Juarez et al., 2015). Las fases embrionarias son las mas sensibles. Esto es debido
a que, durante el desarrollo del embridén se llevan a cabo procesos sensibles de
replicacion del DNA, transcripcidn del RNA, sintesis de tejidos y érganos que son
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facilmente alterados ante cambios ambientales (Boletzky 1989; Juarez et al., 2016;
Caamal-Monsreal et al., 2016; Sanchez-Garcia et al., 2017). Estudios recientes
también han demostrado que las hembras de pulpo suelen canalizar parte del estrés
oxidante a los embriones, esto como un proceso natural asociado a la sintesis del
ovocito (Olivares et al., 2019). Teniendo en cuenta lo anterior, y considerando que
los agentes que generan estrés oxidante pueden alterar el proceso embrionario en
los pulpos (Sanchez-Garcia et al., 2017) el presente estudio fue disenado con el fin
de establecer la forma en que épocas del afio con caracteristicas contrastantes
pudieran modular la condicion energética de las hembras y con esto el potencial

energético necesario para el desarrollo adecuado de sus embriones.

Il. GENERALIDADES DE LA ESPECIE

Octopus maya es una especie cuyo signo distintivo son un par de ocelos que posee
en la cabeza, entre el ojo y el segundo y tercer brazo (Voss y Solis,1966). Como
todos los pulpos, se caracteriza por tener un cuerpo blando, cerebro bien
desarrollado y ocho brazos, los cuales poseen dos filas de ventosas. Los pulpos son
animales holobenténicos y se desplazan con ayuda de sus brazos por el fondo
marino o nadando a mayor velocidad mediante la propulsion de agua (Budelmann
et al., 1997). Los pulpos tienen un papel determinante en las estructuras tréficas en
los océanos, ya que son depredadores activos (Mangold, 1983; Solis-Ramirez,
1997). Los pulpos poseen una amplia variedad de estrategias evolutivas como la
capacidad de cambiar el color y la textura de su piel lo que les permite pasar
desapercibidos ante sus presas ademas tienen la habilidad de expulsar una nube
de tinta negra cuando se sienten amenazados o estresados, la cual es util para

desorientar y huir de sus depredadores (Rosas et al., 2013).
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2.1 Posicién taxondmica

Reino: Animalia.
Phylum: Mollusca
Clase: Cephalopoda (Cuvier, 1979)
Subclase: Coleoidea (Bather, 1888)
Superorden: Octobrachia (Young et al., 1998)
Orden: Octopoda (Leach, 1818)
Suborden: Incirrina (Grimpe, 1916)
Familia: Octopodidae (Orbigny, 1840)
Subfamilia Octopodinae (Grimpe 1921)
Género: Octupus (Cuvier, 1797)

Especie: Octopus maya (Voss y Solis-Ramirez, 1966)

2.2 Reproduccion

Los cefalopodos se caracterizan por tener ciclos de vida cortos. La mayoria de las
especies vive de uno a dos afios y esta directamente asociada a la temperatura del
agua (Wood y O Dor, 2000). El tiempo de vida de O. maya es entre 8 y 12 meses
(Hanlon y Forsythe, 1985) y entre 9 y 10 meses para temperaturas de cultivo entre
25y 30 °C, respectivamente (Van Heukelem, 1983). Las hembras son semélparas,
es decir, solo pueden reproducirse una vez en su vida (Mangold, 1983; Giménez y
Garcia, 2002).

Los cefalépodos tienen sexos separados, presentan dimorfismo sexual y el
desarrollo de estructuras propias de cada sexo. Estas caracteristicas aparecen
aproximadamente a partir de cuarto o quinto mes de desarrollo. En el caso de los
machos la maduracién sexual es precoz, esto les permite copular con el mayor
nimero de hembras (Angeles-Gonzalez et al., 2017). Por otro lado, las hembras
presentan una maduracién sexual tardia, aproximadamente a los ocho meses de
edad o cuando alcanzan el peso adecuado (Angeles-Gonzélez et al., 2017; Rosas
et al., 2013).

El macho presenta el extremo del tercer brazo derecho modificado en forma de

cuchara, el cual es denominado hectocotilo. Durante el apareamiento, la copula
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ocurre cuando el macho introduce el hectocotilo dentro del manto de la hembra y
deposita los espermatoforos (Figura 1). Cuando los huevos son fertilizados, la
hembra procede a desovar en la superficie superior del habitaculo (refugio para la
puesta). La hembra no sobrevive a la puesta (Van Heukelem, 1983) debido a que
pierde el apetito y usa toda su reserva energética en cuidar y proteger a su progenie
hasta la eclosion (Rocha et al., 2001; Rosas et al., 2013). La eclosion sucede de
cuadro a seis semanas después del desove (Mangold, 1983; Hanlon y Forsythe,
1985; Rosas et al, 2013). Las crias eclosionan por el extremo distal del huevo con
el saco vitelino reabsorbido y poseen todas las caracteristicas del organismo adulto.
A esta caracteristica evolutiva se le denomina desarrollo embrionario directo (Rosas
et al., 2013) o eclosiéon bentdnica (Ignatius y Srinivasan, 2006). En esta especie, los
juveniles tempranos rapidamente adoptaran el habitat de los subadultos (inmaduros
sexualmente) y finalmente el de sus padres (Young y Harman, 1988; Villanueva y
Norman, 2008), sin tener que pasar por etapa larval o eclosién planctonica como

ocurre en otras especies de pulpos (Rosas et al., 2013).

Figura 1. Cépula de Octopus maya (Rosas et al., 2013)

Cuando son recién depositados los huevos de O. maya son grandes (17 mm de
largo y 4.5 mm de ancho), piriformes y de color blanco lechoso. La fecundidad real
(huevos producidos) para esta especie varia entre 300 y 2000 huevos por hembra
(Rosas et al., 2013). Aunque también se han reportado hasta 5,000 huevecillos en
hembras cultivadas (Van Heukelem,1977). Por transparencia, a simple vista y
dependiendo de la etapa de desarrollo del huevo, se puede observar el saco vitelino

ocupando casi todo el huevo. La porcidon mas estrecha continua por un pedunculo

14



filamentoso que se entrelaza con otros formando un cordéon compacto de algas
verdes macroscopicas (Voss y Solis-Ramirez, 1966).

El desarrollo embrionario para esta especie varia entre los 50 y los 65 dias en el
medio natural (Solis, 1998) aunque en condiciones controladas se ha observado
que el desarrollo embrionario toma entre 45 y 50 dias. Los recién nacidos de esta
especie pesan en promedio 0.13 g (Martinez et al., 2011; Moguel et al., 2010).
Moguel et al., (2010) definieron dos fases en la historia temprana de O. maya:
estadio post embrionario (1-14 dias después de la eclosion) y juvenil (14 dias
siguientes a la fase de post-eclosion). Durante este proceso, los animales terminan
de desarrollar los brazos y re-absorben el vitelo interno lo cual da lugar a la madurez
de la glandula digestiva, caracteristica principal de la etapa juvenil (Martinez et al.,
2011; Moguel et al., 2010; Rosas et al., 2013). Los juveniles presentan cambios de
coloracién e incluso expulsan tinta cuando son estresados. Sus brazos son
suficientemente habiles para reptar y atrapar alimentos (Martinez et al., 2011;
Moguel et al., 2010; Solis-Ramirez, 1997).

2.3 Desarrollo embrionario en cefalépodos

El desarrollo embrionario es considerado desde la formacién del cigoto hasta la
eclosion. La descripcion de los estadios embrionarios en los cefalépodos fue hecha
por primera vez por Naef (1928) quién establecié las caracteristicas morfologicas
que distinguen cada estadio (Figura 2). Estas caracteristicas estan relacionadas con
la condicion fisiologica del embrion (Caamal-Monsreal et al., 2016; Joll, 1978;
Castro-Fuentes et al., 2002; Boletzky, 2003; Uriarte et al., 2012).
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2da. Reversion =

Estadio de desarrollo

1ra. Reversion

Figura 2. Caracteristicas del desarrollo embrionario de Octopus tetricus (Tomado de Joll, 1978;
Sanchez-Garcia, 2016)

Durante la organogénesis, los érganos cefalicos (sistema nervioso central y ojos)
son los primeros érganos conspicuos que aparecen en los embriones ya que son
en gran parte formados por las capas ectodérmicas (Boletzky, 2003; Uriarte et al.,
2012). 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 6rganos localizada
en el manto es prioritario sobre el desarrollo muscular (Uriarte et al., 2012).

Fertilizacion y meiosis
Inmediatamente después de la fecundacion, se inicia la primera division del ovocito,

caracterizada por la aparicién de un primer polocito en el polo animal y la retraccion
de la organizacion citoplasmatica, se incrementa el espacio peri-vitelino y se separa
la membrana plasmatica del micropilo (Castro-Fuentes et al. 2002; Figura 3). La
segunda division se caracteriza por la aparicion de un segundo polocito (Boletzky
1989, Tomado de Ortega-Ramirez, 2016).

PV
mp

cp bd

No fertilizado Fertilizado
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Figura 3. Huevo de Loligo pealei no fertilizado y fertilizado. Donde PA= polo animal, PV= polo
vegetal, mi= micrépilo, mp= membrana plasmatica, ep= espacio perivitelino, cp= cuerpo polar, bd=
blastodisco y v= vitelo. (Tomado de Watanabe et al. 1996; Castro-Fuentes et al. 2002, Ortega-
Ramirez, 2016).

Segmentacion
La primera segmentacién es cercana a los polocitos, formandose un surco de

division incompleto que se extiende a través del embrién desde el polo animal, sin
atravesarlo, formandose dos células en el centro del blastodisco (Figura 4A). Luego
una segunda segmentacion perpendicular a la primera forma cuatro células (Figura
4B) y una tercera en angulo de 45° forma 8 células (Figura 4C), siendo las siguientes
divisiones de dificil diferenciacion (Segmdller y Marthy 1984). Este proceso es

idéntico en todos los cefalépodos (Ortega-Ramirez, 2016).

DODC
DL

Figura 4. Segmentacién. Huevo de Loligo pealei. A) dos células, B) cuatro células y C) ocho células.
Donde cp= cuerpo polar, a= vista apical y |= vista lateral (Tomado de Watanabe et al. 1996; Castro-
Fuentes et al. 2002, Ortega-Ramirez, 2016).

Gastrulacion
En la etapa de gastrulacién las células blastodérmicas que han continuado

dividiéndose se reducen en tamano, formando un disco embrionario en la zona del
polo animal, que es denominada discoblastula (estadio |; Figura 5A).
Posteriormente, comienza el desplazamiento de células blastodermicas sobre el
vitelo. Esta etapa corresponde a un crecimiento epibdlico del blastodermo, el cual
cubre casi un cuarto de la gastrula (estadio IV; Figura 5B). En etapas posteriores el
blastodermo continda su desplazamiento, cubriendo poco mas de la mitad del
embrién (estadio VI; Figura 5C). Cuando el blastodermo ha cubierto alrededor de

tres cuartas partes, ademas de observarse el manto en formacion, el embrion

17



comienza a rotar alrededor de su eje longitudinal (estadio VII; Figura 5D).
Finalmente el blastodermo envuelve el vitelo y comienza el proceso de primera
reversion. En huevos grandes, la velocidad de los procesos embrionarios
posteriores es estrictamente dependiente de la temperatura (Boletzky 1989, Ortega-
Ramirez, 2016).

Estadiol Estadio IV Estadio VI Estadio VIl

Figura 5. Gastrulacion. Huevo de Loligo pealei. A) Estadio |, B) Estadio IV, C) Estadio VI y D) Estadio
VIl. Donde db= discoblastula, v= vitelo, ma= manto (Tomado de Watanabe et al. 1996; Castro-
Fuentes et al. 2002, Ortega-Ramirez, 2016).

Organogénesis y eclosion

La rotacion del embrion por accion ciliar permite un giro de 180° en el embrion,
orientandose el polo animal hacia el pedunculo (estadio VIII; Figura 6A) (Boletzky
1979). Al finalizar la gastrulacion proceden procesos morfogenéticos que conducen
a la diferenciacion de las areas de los 6rganos. Uno de los primeros sistemas que
se hace presente es el circulatorio, donde sobresale la funcién del saco vitelino que
funciona como un sistema de apoyo respiratorio y circulatorio con una musculatura
que se activa antes que se formen las branquias y corazones en el embrién (estadio
IX; Figura 6B). Los rudimentos de los brazos son reconocibles a partir del estadio
VIII (Figura 6A); la formacién del ojo y la boca es visible en el estadio IX; los
estatocistos que corresponden a 6rganos receptores se observan en el estadio XIlI.
Los cromatoforos aparecen a partir del estadio XV en la superficie dorsal y ventral,
cuyo numero y ubicacién son considerados de valor taxonémico (Boletzky 1988).
Una vez que las estructuras internas de los embriones se han desarrollado
completamente, se produce una reversion en el estadio XIX. Esto sucede por la
actividad muscular, en donde el manto del embrién ocupa el polo animal y el saco

de vitelo externo queda orientado hacia el pedunculo (Figura 6C). El momento de la
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eclosion esta determinado por la presion mecanica que ejercen los embriones sobre

la pared del corién (Castro-Fuentes et al. 2002., Tomado de Ortega-Ramirez, 2016).

A
br o . SR N
/ @\ o-_ \
/’ Lesn \ C AD L
/ | Pma A 8
| | /f \\

B c

N\

f b Rl

Estadio VIII Estadio IX Estadio XIX

Figura 6. Organogénesis. Huevo de Eledone cirrosa. A) Estadio VIII, B) Estadio IX, C) Estadio XIX.
Donde a= vista apical, |=vista lateral, br= brazo, b= branquia, o= 0jo, ma= manto, gs= glandula salival,
s=sifén, ev= envoltura del vitelo, v= vitelo, cr= cromatoéforo. (Tomado de Mangold et al. 1971; Castro-
Fuentes et al. 2002; Ortega-Ramirez, 2016).

2.4 Distribucién geografica

Octupus maya es endémico de la plataforma continental de la Peninsula de Yucatan
en el Golfo de México (GM). Se distribuye desde las aguas adyacentes a Ciudad
del Carmen en Campeche hasta Isla Mujeres, en Quintana Roo (Figura 7) (Solis-
Ramirez y Chavez; 1986; DOF, 2014).

Octopus maya reside en aguas someras hasta profundidades de 32 brazas (60 m),
en donde habita en los fondos duros y rocosos (Botello et al., 2010) cubiertos en
parte por Thalassia testudinum y diversas algas a lo largo de la costa (Rosas et al.,
2006). Suele refugiarse en conchas vacias de moluscos gasterépodos (Strombus
gigas, S. costatus y Pleuroploca gigantea) y en cuencas existentes de la loza calcita
del fondo o entre rocas coralinas distribuidas en manchones (Solis-Ramirez 1994,
Pérez- Pérez et al. 2006, Rosas et al., 2014).
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CAMPECHE QUINTANA ROO

Figura 7. Distribucion geografica de Octopus maya (tomado de Cruz-Lépez, 2010; Modificado de
SAGARPA-INP, 2004).

Caracteristicas oceanograficas
Las condiciones climatico-meteoroldgicas de la Peninsula de Yucatan (PY) se

definen a lo largo de un ciclo anual presentando tres épocas: secas, lluvias y nortes.
La época de “secas”, se presenta desde el mes de marzo hasta mayo;
seguidamente se presenta la época de “lluvias”, la cual comprende de junio a
octubre con presencia de depresiones tropicales; finalmente la época de “nortes”
tiene lugar desde noviembre a febrero, compuesto por frentes frios anticiclénicos
(Monreal-Gomez et al., 2004; Lara-Lara 2008; Pech-Pool et al., 2010; Enriquez et
al., 2010; Enriquez et al., 2013). Estos periodos son constantes, aunque suelen
traslaparse y su intensidad varia por efectos del cambio climatico (Lara-Lara, 2008).
La Peninsula de Yucatan presenta una extensa plataforma continental que recibe el
nombre de Banco de Campeche (BC), donde se diferencian por sus caracteristicas

geograficas dos zonas: la zona sublitoral y la sonda de Campeche (Figura 8).
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Figura 8. Mapa del Banco de Campeche, ubicacion geografica de la zona sublitoral y la sonda de

Campeche (modificado del Avila-Poveda et al., 2014).

La zona sublitoral, influenciada por los vientos alisios que provienen del
Este-Noreste, refuerza la corriente que proviene de la circulaciéon costera del
Caribe mexicano, originando un flujo paralelo a la costa, en direccion al
Poniente. En esta zona también tiene participacion la surgencia estacional
de verano, la cual se define como el ascenso de una masa de agua fria sub-
subtropical del Caribe (22 °C, salinidad de 36.8) cuyo origen se vincula con
la interaccion de talud continental y la corriente de Yucatan aproximadamente
a 400 km de la costa norte de la Peninsula de Yucatan (cerca de Cabo
Catoche). Este afloramiento de agua fria funciona como control externo de la
temperatura del agua en el Banco de Campeche, al inundarla con pulsos de
agua con temperatura menor a los 23 °C. La surgencia afecta zonas con entre
10 y 70 metros de profundidad, la cual se disipa en el Banco de Campeche
cada 17- 40 dias con velocidades alrededor de 10 cm s, fluyendo hacia el
Oeste de forma paralela a la costa hasta el arrecife Alacranes donde se
separa de la plataforma (Cochrane, 1968; Merino, 1997; CONABIO, 2006;
Enriquez et al., 2013; Zavala-Hidalgo et al,. 2003, Zavala-Hidalgo et al., 2006;
Enriquez et al., 2010).

La sonda de Campeche, esta influenciada por el constante aporte de
material terrigeno como arena fina, limo y arcilla producto del transporte
fluvial de los rios Usumacinta y Grijalva. El clima es calido humedo con lluvias
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en verano. La temperatura del agua en invierno se mantiene alrededor de los
24 °C, debido a la influencia de los vientos frios del norte y en verano a 29
°C, ya que la surgencia estacional de verano no se encuentra presente esta

zona (Figura 9) (Angeles-Gonzalez et al., 2017).
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Figura 9. La variacion de temperatura superficial del mar (TSM) en el Banco de Campeche presenta
una dinamica contrastante a lo largo del afio (modificado de Mendelssohn et al., 2017), durante los
meses de enero a marzo se presentan TSM ~23 °C (izquierda), mientras que los meses de julio a
septiempre la TSM alcanza ~30 °C (derecha) en la zona costera frente a la costa del estado de
Campeche (Sonda de Campeche).

[l. METABOLISMO

El metabolismo energético desempefia un papel central en la supervivencia del
organismo, asi como en la adaptacion y tolerancia a la amplia gama de factores
estresantes. La cantidad de energia disponible, la velocidad a la que se puede
obtenery la transformacion metabdlica, asi como la capacidad de almacenarla estan
inevitablemente limitadas en cualquier organismo. Por lo tanto la regulacién del
gasto de energia y su asignacion a diferentes funciones son fundamentales para la
aptitud del organismo. El estrés ambiental puede afectar fuertemente el balance
energético de un organismo, ejerciendo presion sobre los sistemas involucrados en
la adquisicion, conversion y conservacion de energia debido a la energia adicional
necesaria para recuperar y mantener la homeostasis (Sokolova et al., 2012).

El metabolismo aerdbico transforma el material alimenticio o las reserva de
nutrientes almacenados, en la energia necesaria para impulsar las actividades que

permiten la vida. Dicha energia se obtiene a través de la respiracion celular donde
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se produce ATP mediante la cadena trasportadora de electrones en las mitocondrias
y en donde el oxigeno es el ultimo aceptor (Nelson, 2016 ).

El consumo de oxigeno por un organismo marino, es frecuentemente utilizado como
un indice confiable de la tasa metabdlica. La tasa metabdlica total (TMT) de un
organismo es la suma de sus costos energéticos, representados principalmente por
las demandas metabdlicas de los 6rganos y el costo de la actividad y la energia
invertida para contraer el tejido muscular (Halsey, 2015). Las tasas metabdlicas
estan influenciadas por una variedad de factores intrinsecos y extrinsecos como el
ecotipo, la masa corporal, la temperatura, la digestion y el oxigeno ambiental, entre
otros (Clark y Norin, 2015).

3.1 Concepto Fry

La energia puede usarse como una herramienta para investigar la distribucion y el
comportamiento de los organismos en la naturaleza (Claireaux et al, 2000). Las
influencias del ambiente en los organismos se pueden clasificar en funcion de las
consecuencias que estas tienen en el metabolismo (Claireaux et al, 2000;
Claireaux y Lefrancois, 2007). Esto es por que el metabolismo esta intimamente
relacionado con la energia requerida para el crecimiento, la reproduccion, la
depredacion, el reclutamiento, la competencia, los procesos relacionados con la
homeostasis, la produccién de tejido somatico y de gametos entre otros (Portner y
Farrel, 2008; Farrell, 2013; Sokolova et al., 2012; Claireaux y Chabot, 2016).

Con el fin de establecer la forma en que las variaciones de la temperatura (y otros
factores ambientales) modulan el metabolismo de los organismos acuaticos
ectotermos, Fry (1947 y 1971) propuso una escala que clasifica los efectos en
funciéon de su papel en la fisiologia de los organismos: Los factores que controlan,
los que son letales, los limitantes, los enmascaradores y los directivos (Figura 10).
Un factor de control es aquel que rige la cinética de las reacciones biofisicas y
bioquimicas implicadas en el metabolismo (como la temperatura) mientras que un
factor letal inhibe el metabolismo. Por ejemplo los contaminantes, los cuales
bloquean los procesos metabdlicos y conducen a la muerte de los animales.

Una escasez de factores limitantes del metabolismo como son el oxigeno y el

amoniaco, interfieren con el suministro de oxigeno y restringen la tasa metabdlica.
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Un factor de enmascarador es aquel que carga el metabolismo con un trabajo
metabalico adicional relacionado con la homeostasis. Por ejemplo la salinidad, ya
que ésta aumenta la demanda metabdlica de mantenimiento debido a los costos
energéticos suplementarios asociados con la homeostasis interna

Finalmente, un factor directriz como el fotoperiodo, dirige la fisiologia y los
movimientos del organismo dentro de su habitat, canalizandolos hacia habitats o
estados fisiologicos a los que potencialmente puede “ajustarse” (Claireaux y
Chabot, 2016; Claireaux y Lefrancois, 2007)

[ Reproduccion ]
Y
Control: [ Crecimiento ]
Temperatura )\ |
Letal: { Actividad ]
Metales pesados |

4 [ Otras Funciones ]

-
Factores _< Limitante:
ambientales Oxigeno

Enmascarador:
Salinidad

J
Directivo: f

Fotoperiodo

Figura 10. Clasificacion de factores ambientales que influyen en el metabolismo y asignacion de
energia de organismos marinos (modificado de Fry, 1947).

3.2 Alcance aerdbico

El campo aerdbico (CA) es un indicador para examinar el rendimiento metabolico
en ectodermos marinos. (McDonnell y Chapman, 2016; Fry, 1947; Farrell, 2013;
Nati et al., 2016; Hansey et al., 2018). El CA proporciona una medida de la tasa
instantanea del gasto de energia metabdlica disponible para hacer frente a las
demandas ambientales (Claireaux y Lefrangois, 2007). El calculo de CA permite
comprender la ecologia de organismos en relacién con la influencia de los factores

ambientales sobre su metabolismo, proporcionando una base bioenergética para
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estudiar como las restricciones ambientales rigen el patron de distribucion espacial
y temporal de las especies y como pueden impactar en la tasa de crecimiento y en
consecuencia, en la productividad de una poblacién (Cucco et al., 2012). El campo
aerobico ha tomado relevancia en los ultimos afos para abordar cuestiones
relacionadas con los efectos del cambio climatico (Clark et al., 2013), sobre la
distribucion geogréfica y la seleccién de habitat (Fry, 1971; Portner y Farrell, 2008;
Cucco et al., 2012; Farrell, 2013).

Un CA grande indica el potencial de energia disponible para alimentar actividades
esenciales relacionadas con el rendimiento (crecimiento, reproduccion). Por lo
tanto, se predice que los cambios en el CA influyen en la aptitud general del
organismo (McDonnell y Chapman, 2016; Cucco et al., 2012). El campo aerdbico
es resultado de la diferencia entre tasas metabdlicas maximas y minimas (Figura
11) (Nati et al, 2016., Claireaux y Chabot, 2016., Clark et al, 2013., Cucco et al
2012., Claireaux y Lefrancgois, 2007).

TM-max

TM-min

B Temperatura

Figura 11. Campo aerébico (CA), amplitud (fechas grises) entre tasa metabdlica maxima (linea roja)
y tasa metabdlica minima (linea azul), a través de un gradiente de temperatura (modificado de
Verberk et al., 2016).

Tasa metabolica
(Consumo de oxigeno)

La tasa metabdlica minima (TMmin) representa el costo energético minimo que se
requiere para mantener la vida (procesos de mantenimiento vitales) (Chabot et al.,
2016; Claireaux y Chabot, 2016). El término tasa metabdlica maxima (TMmax) se
usa tipicamente para representar la tasa maxima de metabolismo aerébico de un
animal y se asocia con la velocidad maxima a la que el oxigeno puede transportarse
desde el medio ambiente a las mitocondrias para apoyar actividades que exceden
el mantenimiento (Clark y Norin, 2015; Claireaux y Chabot, 2016. La TMmax

25


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304380012001925#bib0130

destaca la capacidad para el uso de energia por vias aerdbicas bajo diferentes
condiciones ambientales (Fry y Hart, 1948; Brett, 1964; Fry, 1971).

3.3 Especies reactivas al oxigeno (ROS)

La generacion endogena de radicales libres y otras especies reactivas pro-
oxidantes son parte normal del metabolismo de todo ser vivo aerobio. Las especies
reactivas de oxigeno (ERO) son derivadas de reacciones de origen quimico, que se
llevan a cabo en la mitocondrias durante la reduccion de oxigeno (O2) en la cadena
transportadora de electrones, especificamente, durante la interaccién entre
moléculas de oxigeno y los complejos | y Ill. Las especies reactivas de oxigeno
mas producidas son: anion superéxido (O27), oxigeno singlete (102), perdxido (022),
radicales hidroxilo (OH), éxido nitrico (NO), radical dioxido de nitrégeno (-NO2) y
semiquinona (Q) (Tribenbach et al., 2013).

Las ERO son aquellas moléculas que en su estructura presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion que genera
alta inestabilidad, actuando sobre macromoléculas bioldgicas (lipidos, proteinas o
ADN) iniciando una cascada de eventos negativos que dan lugar a alteraciones en
la funcién celular o apoptosis (Pannunzio y Storey 1998, Stadtman y Levine 2003,
Li et al., 2016) (Figura 12).

Regula genes de Activa diferentes
envejecimiento y defensas de respuesta
apoptosis frente al estrés oxidante
», x
Dafo P ’V Efectos 1’ . Danar el
celular __EROs ) ADN
» K

Dafio por oxidacion
de 4cidos grasos
poliinsaturados y de
aminoacidos

Dafios por reacciones
por metales como el
hierro y el cobre

Figura 12. Diagrama de los efectos potenciales producidos por las especies reactivas de oxigeno
(EROs).
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3.4 Sistema antioxidante
Los factores ambientales pueden provocar un aumento en las especies reactivas de

oxigeno (ERO). En determinadas condiciones los niveles de ERO pueden producir
estrés oxidante (Figura 13), el cual se presenta cuando la tasa de generacion de
ERO excede la capacidad del sistema antioxidante de deshacerte de éstas (Li et al.,
2012).

Radicales Sistema Radicales

libres

Sistema
antioxidante

Radicales
libres

libres antioxidante

Estrés
Homeostasis oxidante

Figura 13. Homeostasis (A), equilibrio entre la producciéon de radicales libres y las defensas
antioxidantes, cuando se rompe ese equilibrio, da paso al al estrés oxidante (B, C).

Cuando se presenta el estrés oxidante las ERO sobre-producidas atacan los
componentes celulares, causando finalmente dafo a la funcion celular o sobre las
macromoléculas bioldgicas (lipidos, proteinas y ADN) lo que puede llegar a producir
muerte celular (Li et al., 2016). La lesion celular mas frecuente causada por ERO no
neutralizadas se llama "peroxidacion”, que es la reaccion de los ERO con los lipidos
del organismo, especialmente los asociados a la membrana (Trubenbach et al.,
2013). El sistema de defensa antioxidante es el sistema desarrollado por las células
de todos los organismos para compensar el estrés oxidante (Figura 14), cuya
funcidn es neutralizar las especies reactivas de oxigeno y protegerse del dafo
oxidativo, retrasando o previniendo significativamente la oxidacion o cambios en las

macromoléculas por accion de las ERO (Li et al., 2010; Li et al., 2016).
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Figura 14. Dinamica del sistema antioxidante, recuadro verte, reacciones de SOD y CAT (primera
linea de defensa antioxidante), recuadro naranja, reacciones glutatién reducido (GSH).
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Las defensas antioxidantes tienen como funcion impedir que otras moléculas se
unan al oxigeno, reaccionando mas rapido con especies reactivas del oxigeno que
con el resto de las moléculas presentes; es decir, tienen reacciones de sacrificio de
su propia integridad molecular evitando asi alteraciones de las moléculas ya
mencionadas (Jakoky y Ziegler, 1990).

Este sistema de defensa incluye antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GR y GPx)
y no enzimaticos (GSH) (Li et al., 2010; Li et al., 2016; Trubenbach et al., 2013).
En la primera linea de defensa se encuentran la superdoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y la catalasa (Figura 14):

A) Superdxido dismutasa (SOD): las cuales transforma el anion radical superoxido
02 a H202. Su funcién esta relacionada con la catalasa o con glutation peroxidasa
(GPx) que a su vez utiliza al glutation reducido (GSH) como donador de electrones
(Lesser, 2006; Li et al., 2016).

B) Catalasa (CAT) es un catalizador muy activo para la reduccion de H202 en H20
y O2 independientemente de cualquier sustrato inhibiendo su acumulacién en

células y tejidos (Li et al., 2016). En altos niveles de H202, la reaccién implica 2
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moléculas de H202, sirviendo tanto como aceptor y como donante de moléculas de
hidrogeno y que conduce a la produccion de H20 y O2. A bajas concentraciones de
H202, modula la desintoxicacion de otros sustratos, como fenoles, alcoholes, por
reacciones acopladas. También previenen la formacion de radicales hidroxilo que
son iniciadores altamente reactivos de la peroxidacion de lipidos (Lesser, 2006,
Regoli et al., 2011).

En la segunda linea de defensa actuan las enzimas relacionadas con glutation
reducido (GSH) :

C) Glutation reductasa (GR) proporciona células con el antioxidante glutatiéon (GSH,
es decir, al reaccionar con O 2y OH), y ademas suministra la actividad enzimatica
de glutatién peroxidasa (GPx) y glutation-S-transferasa (GST).

D) Glutation peroxidasa (GPx) elimina el H202 usando GSH como sustrato.

F) Glutation S-transferasa (GST) en asociacién con GSH, elimina el H202 (Lesser,
2006; Li et al., 2016).

IV.  ANTECEDENTES

En los ultimos 50 afos se han llevado a cabo una serie investigaciones de con
cefalépodos abarcando diferentes tépicos, desde los de taxonomia y de
comportamiento hasta biomédicas (Iglesias et al, 2014). Recientemente la biologia
adaptativa ha tomado relevancia ante escenarios de cambio climatico. Octopus
maya es una especie endémica de la peninsula de Yucatan, sensible a las
variaciones de los factores ambientales que rigen su distribucion, tal como el
aumento de la temperatura del océano (Angeles-Gonzalez et al., 2017). Aunque se
presume que podria echar mano de mecanismos que permitan su supervivencia
ante escenarios de calentamiento es fundamental conocer cuales son los limites y
si es que estos son producto de estrategia adaptativas o evolutivas como
consecuencia de haber acumulado informacion genética que les permita ser
exitosos en un ambiente de alta temperatura.

Voss y Solis (1966), describieron taxonédmicamente a O. maya, mientras que Walker
et al. (1970) reportaron las primeras condiciones para el cultivo y el mantenimiento
de la especie en condiciones de laboratorio. Van Heukelem (1976, 1977) incubd
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huevos artificialmente, con una tasa de éxito del 100% de los huevos fertilizados en
el desarrollo de crias con periodos de incubacion de aproximadamente 45 dias a
25°C. Ese mismo autor postuld a la especie como modelo para estudios de
neurobiologia, comportamiento, inmunologia, endocrinologia y envejecimiento.
Durante la década de 1980, los estudios se dedicaron principalmente a las
condiciones de cria de laboratorio, patologia, deficiencias de minerales y la nutricion
de varias especies de cefalépodos, incluyendo O. maya (Hanlon 1987, Hanlon et
al., 1984,1989; Hanlon y Forsythe, 1985, 1990; Lee, 1994; Lee et al., 1991). Hanlon
(1987) reporté a O. maya y O. bimaculoides como las mejores especies candidatas
para la acuicultura de entre otras 20 especies de cefaldopodos -cultivados,
pertenecientes a la familia Octopodidae.

Desde 2004, se han realizado investigaciones sobre la produccion acuicola de esta
especie, especificamente para desarrollar la tecnologia y establecer los parametros
optimos de temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, total de amonio adecuados
para el cultivo (Rosas et al, 2013). Destacan estudios sobre la actividad enzimatica
de la glandula digestiva (Lépez-Ripol, 2010) y la elaboracion de dietas (Caamal-
Monsreal, 2006), aportando informacion acerca de la morfologia, histologia y
fisiologia en cuanto al comportamiento alimenticio de la especie.

Noyola y colaboradores (2013a; et al., 2013b) demostraron que O. maya tiene una
mayor capacidad de adaptacion a temperaturas moderadas, y establecio valores de
temperatura critica maxima (TCMax) y temperatura critica minima (TCMin) (27 °C y
16°C respectivamente), para esta especie. Noyola et al., (2013b) También
determinaron la temperatura Optima de crecimiento (23.4 °C), en juveniles
tempranos. Alrededor de esa temperatura se ha podido establecer que el uso de la
energia ingerida en el alimento es maxima. Caamal-Monsreal et al, (2016)
determinaron la tasa metabdlica y los efectos morfoldgicos y fisiologicos que
provocan diferentes temperaturas de incubacién de los embriones, estableciendo
que el intervalo 6ptimo del sistema de incubacién debe de mantenerse entre 22-26
°C.

Juarez y colaboradores (2015; et al., 2016), comprobaron los efectos de la historia

térmica de las hembras reproductoras en el rendimiento de los desoves de esta
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especie. Cuando las hembras de O. maya son expuestas a estrés térmico producen
una menor cantidad de huevos por desove y los embriones procedentes de éstos
resultan significativamente menores que los obtenidos de hembras no estresadas
térmicamente. Ademas propuso que un aumento gradual de la temperatura de 1 °C
cada 5 dias es probablemente suficiente para permitir que los organismos hagan
ajustes fisioldgicos sin un costo energético excesivo, relevante aspecto en cuando
a las predicciones actuales sobre el cambio climatico.
Sanchez-Garcia et al., (2017) describieron el limite térmico de los embriones a 27
°C. Por sobre este limite, la eclosion se inhibe, y los embriones sufrieron dafos
oxidativos, el cual no fue posible revertir. La alta sensibilidad térmica de los
embriones de O. maya, indican que esta especie tiene un potencial importante para
la biomonitorizacién de los efectos del calentamiento ambiental. Los cambios en la
dinamica de la poblacion de esta especie deben estudiarse mas a fondo, ya que
pueden ser utilizados como un indicador del calentamiento de los ecosistemas del
sur del Golfo de México.
Angeles-Gonzalez et al., (2017), mediante estudios de biologia reproductiva en
organismo extraidos del medio natural, indican que en las costas frente al estado
de Yucatan, donde tiene influencia la surgencia estacional de verano, encontraron
machos y hembras en etapa reproductiva a lo largo de todo el afio, en comparacién
con los organismos encontrados en las zonas donde la surgencia no influye (costas
de Campeche). También observaron que la madurez sexual solo se alcanza
después del verano, cuando la temperatura del océano disminuye por debajo de los
27 °C, presentando mayor frecuencia en los meses de noviembre y diciembre, lo
que desencadena el apareamiento, y por ende el desove.

V.  JUSTIFICACION

Durante el ultimo cuarto de siglo, los estudios de la sensibilidad térmica en los
rendimientos de los ectotermos se han convertido en el foco principal de los
programas de investigacion en fisiologia evolutiva (Angilletta et al., 2002). Estos
estudios se han llevado a cabo principalmente en especies templadas y polares, y
en menor grado en especies tropicales. Por facilidades técnicas los estudios

térmicos se han enfocados en organismos juveniles y adultos, en los que se ha
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demostrado que los organismos presentan mecanismos compensatorios para hacer
frente a las variaciones medio ambientales. En juveniles y adultos de O. maya, se
ha evaluado el efecto de la temperatura sobre diversos aspectos de su biologia, en
los que se han establecido intervalos de temperatura en donde los organismos
despliegan un desempefio 6ptimo (Noyola et al., 2013a; Juarez et al., 2015). Asi
mismo, las investigaciones realizadas en etapas embrionarias, han puesto en
evidencia que estas etapas resultan ser mas sensibles al estrés térmico que las
observadas en juveniles y adultos, lo que sugiere que, debido a los procesos de
sintesis y desarrollo los embriones estan menos capacitados para responder a
amplias alteraciones ambientales. Se ha demostrado que temperaturas por debajo
de los 16 °C y sobre los 27 °C, pueden reducir la tasa de eclosion mas de un 50%,
e incluso pueden interrumpen el desarrollo embrionario (Caveriviére et al., 1999).

Los estudios realizados en otras especies de pulpos han demostrado que el analisis
de los efectos de la temperatura en el crecimiento de los embriones puede ser de
gran utilidad en la comprension de los mecanismos adaptivos que los organismos
han adquirido para desarrollarse en las condiciones ambientales en las que han sido
exitosos (Uriarte et al., 2012). En este sentido el presente estudio ha sido

desarrollado con el fin de responder a la siguiente pregunta de investigacion.

Pregunta de investigacion:

Estudios anteriores han demostrado que la condicion fisioldégica de los embriones
es afectada por la temperatura a la que las hembras han sido expuestas bajo
condiciones experimentales, por lo que es posible pensar que ¢la respuesta
fisiolégica de los embriones refleje las condiciones ambientales experimentadas por
las hembras silvestres de O. maya capturadas en épocas térmicamente
contrastantes?

VI.  HIPOTESIS

Estudiar embriones permitiria reflejar las condiciones ambientales que las hembras
silvestres experimentan, teniendo en cuenta que los regimenes térmicos
contrastantes que presenta la costa adyacente a la peninsula de Yucatan a lo largo
del afio deben de tener alguna influencia en la fisiologia de las hembras y por tanto
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en las caracteristicas fisiolégicas de su progenie (Juarez et al., 2016; 2017), se
espera que los embriones procedentes de hembras capturadas en la época de
lluvias, bajo el supuesto de que han experimentado un incremento de temperatura
ambiental durante su maduracién sexual, presentaran tasas metabdlicas (CA) y
niveles de estrés oxidante mayores que los embriones procedentes de hembras

capturadas en la época de secas que no experimentan dicho incremento.

VII.  OBJETIVOS

General
Conocer si la respuesta fisiolégica de los embriones refleja las condiciones

ambientales experimentadas por las hembras silvestres de Octopus maya
capturadas en épocas térmicamente contrastantes.

Particulares
- Utilizando el campo aerdbico como herramienta, conocer la magnitud del

metabolismo respiratorio de los embriones de O. maya, provenientes de
hembras silvestres capturadas en dos épocas contrastantes del afo.

- Conocer la respuesta del sistema antioxidante en embriones de O. maya
provenientes de hembras silvestres capturadas en dos épocas contrastantes

del ano.
VIIl. MATERIALES Y METODOS
8.1 Area de estudio

El area de estudio se encuentra en Sisal. El puerto turistico-pesquero de Sisal
(Figura 15) es una comisaria del municipio de Hunucma, se encuentra ubicado a 45
km de la ciudad de Mérida, capital del estado de Yucatan, y a 40 km por mar del
puerto de Progreso; sus coordenadas geograficas son 21°10°0.33"'N y 90°
1'28.157°0 (Blancas, 2014).
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Figura 15. Sisal puerto (circulos amarillos) Google Earth Pro.

Sisal junto con los puertos vecinos Progreso y Celestin, componen una zona de
transicion (Figura 15) entre los puertos orientales yucatecos (Rio Lagartos y Dzilam
de Bravo) y campechanos (Sabancuy, Champoton, Seybaplaya y Campeche)
(Angeles-Gonzalez, 2012).

8.2 Obtencidn de organismos

La captura de los organismos se realizd en dos épocas contrastantes del afo:
durante la época de secas y de lluvias del ano 2016. En consecuencia las capturas
se llevaron a cabo en los meses de abril y octubre en los que se colectaron 25
adultos (11hembras, 14 machos), y 22 organismos (14 hembras, 8 machos),
respectivamente. Los animales se obtuvieron de una zona aproximadamente a 5
km de la costa, y a una profundidad de alrededor de 12.6 m.

La captura se llevé a cabo mediante un método artesanal de pesca denominado
“gareteo”, que consiste en colocar en la popa y proa de la embarcaciéon una vara
(generalmente de bambu) llamada “jimba”. De punta a punta las varas cuentan con
una linea madre de la cual cuelgan lineas (~10 lineas por embarcacion) con carnada
(jaiba Callinectes sp., ocool Cardisoma armatum o maxquil Libinia emarginata y
L.dubia) y un plomo. La embarcacion navega a la deriva por un periodo de tiempo
gue varia de acuerdo a las condiciones del clima y abundancia de la captura
(Blancas-Garcia et al., 2011). Debido a que con este método se favorece la captura
de machos, se ha considerado que el gareteo pudiera llegar a ser un método

sustentable de pesca de pulpo. Una vez capturados, los animales se colocaron en
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un tanque de 400 L con agua de mar natural provista de aireacion y se transportaron
al area de cultivo de pulpo en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e
Investigacion, Facultad de Ciencias, UNAM.

Una vez ahi, los ejemplares adultos de O. maya se colocaron en estanques de
10,000 litros acoplados a un sistema abierto de flujo de agua de mar, aireacién

constante, refugios y un sistema de recirculacion (Figura 16).

Figura 16. Estanques externos para la aclimatacion de adultos de Octopus maya en las instalaciones
de la UMDI-Facultad de Ciencias UNAM en Sisal, Yucatan.

Estudios previos han demostrado que en estas condiciones se favorece la cépula,
garantizando la fecundidad de los desoves (Caamal-Monsreal et al., 2015; Caamal-
Monsreal et al., 2016). Durante este periodo de tiempo los animales se alimentaron
dos veces al dia (9 am y 6 pm) con una pasta elaborada a partir de una mezcla de
jaiba (Callinectes spp) y calamar (Dosidicus gigas) adicionada con vitaminas y
minerales.

Area de desove
Una vez cumplido el periodo de acondicionamiento y copula, las hembras se

trasladaron al area de maduraciéon (Figura 17), donde se colocaron en estanques
individuales con capacidad de 80 litros a 24 + 1°C. Estos estanques cuentan con
aireacion constante, refugios especiales para la puesta y estan acoplados a un
sistema de recirculacién de agua de mar que permite mantener a las hembras en
un ambiente constante. Durante este periodo las hembras se alimentaron dos veces
al dia con la pasta de jaiba y calamar, previamente mencionada hasta que se ocurre

el desove.
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Figura 17. Area de desove para las hembras de Octopus maya. Nétese el tipo de refugio artificial en
el que la tapa, al ser deslizable permite el traslado de los huevos a la incubadora.

Area de incubacion
Cinco dias después de iniciado el desove, los huevos se trasladaron al sistema de

incubacion (Figura 18), en donde se mantuvieron en estanques de 30 | en un
sistema de recirculacion con agua de mar aireada y esterilizada (UV), control de
temperatura (2411 °C) y niveles de oxigeno cercanos a la saturacién. Del numero
de racimos se obtuvo el numero de huevos y asi la cantidad de huevos desovados

por cada hembra.

Figura 18. Incubadora para huevos de Octopus maya en las instalaciones de la UMDI, Fac. de
Ciencias UNAM en Sisal, Yucatan. Los huevos permanecen en la incubadora por aproximadamente
45 dias hasta la eclosion.

8.3 Disefio Experimental

En total se utilizaron seis desoves de hembras silvestres de O. maya, tres por cada
época de muestreo (secas y lluvias). Los muestreos se llevaron a cabo cada cinco
dias hasta la eclosion. En cada muestreo se seleccionaron al azar 10 huevos por
desove los cuales se utilizaron para evaluar la tasa metabdlica de los embriones.

Metabolismo aerdbico
El método TIMR (temperatura induced metabolic rate, por sus siglas en inglés) es

una técnica que induce la tasa metabdlica maxima o minima al exponer a los

organismos a una temperatura alta o baja no letal. Para inducir una tasa metabdlica
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maxima (TIMRmax) los embriones se expusieron a 30°C mientras que la TIMRmin
se obtuvo en organismos expuestos a 11°C. Ademas se registrd6 una tasa
metabdlica de rutina (TIMR rut) medida a la misma temperatura que el sistema de
incubacion (24°C).

Las TIMRmax, TIMRmin y TIMR rut se determinaron individualmente, colocando a
los embriones dentro de camaras respirométricas (750ul de volumen) montadas en
una microplaca con sensores integrados (Loligo Systems). La microplaca se
sumergio en un recipiente de vidrio transparente con agua de mar a una temperatura
controlada de 11°C (TIMR min) durante 40 min, o a 30°C (TIMR max) por 20min y
24°C (TIMR rut) durante 40 min. Los registros de concentracion de oxigeno se

realizaron cada 15 s (Figura 19).

=

Figura 19. Sistema de respirometria. Camaras respirométricas (izquierda). Sofware, regulador de
temperatura, las camaras respirométricas se ubican a bafio maria dentro del contenedor de unicel
(derecha).

Al término de las mediciones los embriones se pesaron y fotografiaron utilizando un
microscopio LEICA (EZ4HD) con camara integrada. La identificacion de los estadios
de desarrollo se realizaron utilizando la escala de Naef (1928). Finalmente, los
embriones se congelaron y almacenaron a -80°C para su posterior analisis
bioquimico.

Las tasas metabdlicas se calcularon de acuerdo a la siguiente formula:

MO2 = (Oza) — Ozg)) * (Vy/t)

Donde MO: es la tasa respiratoria (mg O2 h™" mg ph™'), O2) es la concentracion de
oxigeno inicial de la camara (mg O2L""), O2@) es la concentracion de oxigeno final
(mg O2L7"), V es el volumen de la cdmara menos el volumen desplazado por el

animal (0.000502 L), t es tiempo trascurrido durante la medicion (h), y M es el peso

hamedo del embrion (mg PH).
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El campo aerébico (CA) se calculé como la diferencia entre la TIMRmax y TIMRmin
durante todo el desarrollo embrionario de los embriones. La figura 20 muestra la
forma hipotética de la relacion entre el desarrollo y el CA de los embriones de O.
maya. El CA factorial se calculd como: TIMRmax/TIMRmin y representa la
proporcion de energia disponible para realizar trabajo metabdlico en los

organismos.

TM-max

Campo aerébico

Tasa metabolica
(Consumo de oxigeno)

TM-min
ORG ACT CRE
[ - XIII XIV - XVI XVII - XIX

Etapas de desarrollo

Figura 20. Esquema hipotético del metabolismo a lo largo del desarrollo embrionario de Octopus
maya.

Ensayos bioquimicos del sistema antioxidante
Los embriones almacenados a -80°C se descongelaron a temperatura ambiente y

luego se homogenizaron en proporcion de 50 mg de tejido por un ml de buffer Tris
pH 7.4. Se utilizé un homogeneizador Potter-Elvehjem de piston de teflén en un tubo
de vidrio que permanecié sumergido en hielo hasta obtener una consistencia liquida.
En cada muestra se registro el potencial redox utilizando un sensor acoplado a un
amplificador (pH/mv/temp meter JENCO). Los homogenados se dividieron en 6
tubos Eppendorf (1.5 ml), en dos de los cuales se colocaron 100 ul y en otros dos
200 pl, todos sin centrifugar. Los otros dos tubos fueron utilizados para almacenar
muestras de 200 pL del homogenado centrifugado a 10,000 rpm por 5 min (Figura
21). Los tubos fueron almacenados a -80 °C para su posterior analisis. Los ensayos
bioquimicos se llevaron a cabo siguiendo los protocolos adaptados a microplacas

(véanse anexos).
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Figura 21. Diagrama de flujo del procesamiento de las muestras.

8.4 Andlisis de datos

Los datos obtenidos del consumo de oxigeno se analizaron considerando las tres
etapas que caracterizan el desarrollo de los embriones (Olivares et al., 2019):

- La organogénesis (ORG) que contempla a partir del estadio I-XIllI

- La activacion (ACT) del estadio XIV-XVIy

- El crecimiento (CRE) del estadio XVII-XIX.

Campo aerdbico

El campo aerdbico se calculdé como la diferencia entre la TIMRmax y TIMRmin. Los
datos se analizaron por medio de un ANOVA de dos vias (R core team 2016) donde
los factores fueron época (secas y lluvias) y etapa de desarrollo (ORG, ACT y CRE).
Sistema antioxidante

El analisis del sistema antioxidante se realiz6 un analisis multivariado. En este
andlisis las coordenadas principales (PCO) se calcularon sobre la matriz de
distancias euclidianas calculadas entre pares de muestras (Legendre & Legendre,
1998). Previo a la ordenacién de los datos éstos fueron normalizados (es decir cada
dato fue centrado y dividido entre la desviacion estandar de su variable respectiva
(Legendre y Lengendre, 1998). Sobre la matriz de disimilitudes se aplic6 un ANOVA
multiple con permutaciones (PERMANOVA) para distinguir los cambios en el
sistema antioxidante entre los embriones provenientes de hembras capturadas en

diferentes épocas. El modelo utiliz6 un disefio ortogonal con dos factores fijos

39



(épocay etapa de desarrollo).

La interaccion entre estos términos se examind para establecer diferencias en el
sistema antioxidante entre los embriones analizados. Para ello se utilizaron 9999
permutaciones de los residuales bajo el modelo reducido (Anderson, 2001; Mcardle
y Anderson, 2001). Posteriormente, se aplico un PCO sobre las distancias de los
centroides de cada grupo (PRIMER v6 + PERMANOVA add in, 2017) con el objeto

de obtener una mejor visualizacion del modelo en una configuracion bidimensional.

IX. RESULTADOS
10.1 Metabolismo aerdbico
Tasa metabolica minima
Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la tasa metabdlica
minima (TM-min) aumenta conforme avanza el desarrollo embrionario
independientemente de la épocas de muestreo (Figura 22), con los valores mas
bajos (4.5% en secas y 6% en lluvias) en la etapa organogénesis (ORG) y los mas

altos (30.4% en secas y 30.6% en lluvias) en la etapa de crecimiento (CRE).
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Figura 22. Tasas metabdlicas de los embriones de Octopus maya: minimo (TM-min), Rutina, Maximo
(TM-max). Etapas de desarrollo embrionario ORG (organogenesis), ACT (activacion), CRE:
(crecimiento). Epoca de secas A; Epoca de lluvias B. Campo aerdébico absoluto C; campo aerdbico
factorial D.
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Tasa metabolica maxima
La tasa metabdlica maxima (TM-max) presentd una tendencia diferente a la

observada en la tasa metabdlica minima, con una trayectoria en forma de campana,
independientemente de la temporada de muestreo (Figura 22). Los valores mas
altos (24.3% en secas y 21.7% en lluvias) se registraron en la etapa ACT, y los mas
bajos (11.8% en secas y 11.1% en lluvias) en ORG (Tabla 1).

Tasa metabolica de rutina
La tasa metabdlica de rutina (TMrut) present6 una tendencia similar a la observada

en la tasa metabdlica maxima y fue independiente de la temporada de muestreo
(Figura 22). Los valores mas altos (23.5% en secas y 24.6% en lluvias) en ACT y

los mas bajos (11.1% en secas y 7.1 % en lluvias) en la etapa ORG.

Tabla I. Valores promedios y desviaciones estandar de las tasas metabdlicas (mg Oz h™' mg ph™')
de embriones de O. maya, minimo (TIMRmin), Rutina, Maximo (TIMRmax); y valores del campo
aerobico absoluto y factorial.

SECAS
ETAPA TIMRmin Rutina TIMRMax CA absoluto CA factorial
(11°C) (24°C) (30°C)
ORG 8.16 + 8.47 51.99 + 26.17 62.58 + 7.25 5442 +11.20 7.67
ACT 24.47 + 6.64 110.22 + 18.93 128.94 + 44.26 104.46 + 37.71 5.24
CRE  54.82 +16.82 88.56 + 29.05 86.45 + 18.39 31.62 +12.67 1.58
LLUVIAS
ORG 10.99 + 6.20 33.54 +16.41 58.77 + 26.00 47.78 + 25.54 5.35
ACT 26.55 +11.00 115.30 £ 7.47 114.83 + 1.62 88.28 +12.43 4.33
CRE  55.28+1.95 67.91 + 15.38 77.14 + 20.18 21.86 + 18.34 1.4

El campo aerdbico absoluto
El campo aerdbico absoluto (CA abs) presentd el mismo comportamiento que el

metabolismo maximo y de rutina, independientemente de la temporada de muestreo
(Figura 22). Los valores mas altos de CA abs (Tabla |) se encuentran en la etapa
ACT (29.1% en secas y 24.6% en lluvias). Mientras que los valores mas bajos se
registraron en la etapa CRE (8.8% y 6.1% en secas y lluvias respectivamente)

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de dos vias sobre el CA abs,
mostré que la capacidad respiratoria de los embriones cambia significativamente

con el desarrollo y no asi con la época del afio (Tabla Il).
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Tabla Il. Resultados del analisis de varianza de dos vias del campo aerébico absoluto de
embriones de O. maya.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Epoca 1 1130.23 1130.23 2.00 0.17211
Etapa 2 1225496 6127.48 10.83 0.00058  *=*
Epoca:Etapa 2 123.94 61.97 0.11 0.89673
Residuales 21 11876.65 565.55 NA NA

GL = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = suma de cuadrados medios; Valor de
F = valor de la F de Fisher; valor de P = valor de probabilidad.

El campo aerdbico factorial

El campo aerdébico factorial (CA fac) presenté una tendencia decreciente conforme
avanza el desarrollo embrionario (Figura 22). Es decir, inversamente proporcional
a la tasa metabodlica minima. El CA fac resulté ser independiente de la época de
muestreo, reportando sus valores mas altos (29.5%, en secas; 20.5% en lluvias) en
la etapa ORG y los mas bajos (6%, 5.3%, en secas y lluvia respectivamente) en la
etapa CRE (Tabla II).

Los resultados del ANOVA de dos vias sobre el CA abs y fac, sefialan que la
magnitud del CA abs y fac es diferente entre al menos dos etapas de desarrollo, sin
embargo no es lo suficientemente fuerte para sefalar diferencias entre las épocas

de muestreo (Tabla Ill).

Tabla Ill. Resultados del analisis de varianza de dos vias del campo aerdbico factorial de
embriones de O. maya.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Epoca 1 0.47 0.47 0.98 0.33401
Etapa 2 10.47 523 10.82 0.00059  *==
Epoca:Etapa 2 0.68 0.34 0.70 0.50817
Residuales 21 10.15 0.48 NA NA

10.2 Sistema antioxidante

Los resultados obtenidos en el analisis de coordenadas principales (Figura 23)
indican que la primera coordenada principal (PCo1) explica el 46% de la variacion
total, y esta fuertemente asociada a las variables GST, CAT y PO. En consecuencia,
los embriones en crecimiento (CRE) tanto de secas como de lluvias localizados en
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el lado derecho del mapa, presentaron actividades altas de CAT y GST, pero bajas
de PO, mientras que aquellos en organogénesis (“ORG”) y actividad (“ACT”) de
ambas temporadas, localizados en el lado izquierdo del mapa tuvieron altos valores
de PO, pero bajos de GST y CAT.
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Figura 23. Ejes 1 y 2 del analisis de coordenadas principales (PCO) del sistema antioxidante de
embriones de Octopus maya.

La segunda coordenada principal (PCo2) explica el 17% de la variacion total, y
estuvo asociada a la LPO. Los embriones tanto de secas como de lluvias en las
“‘ORG” y “ACT", localizados en el lado superior izquierdo del mapa, presentan
valores de LPO mas altos que los embriones “CRE” de las mismas temporadas, y
que se localizaron en la parte superior derecho del mapa (Figura 23).

La tercera coordenada principal (PCo3) explica el 16% de la variacion total, y estuvo
asociada a la variable Eh y en menor medida a GsH (Figura 24). En consecuencia,
los embriones en etapa “ORG” de lluvias tuvieron mayores valores de Eh que los de
“‘ACT” de la misma temporada. Por ultimo, los embriones “CRE” de secas tuvieron

valores mas altos de GsH que los correspondientes de lluvias, y ambos tuvieron
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valores mas altos de GsH que los embriones “ORG” y “ACT” de cualquiera de las

dos temporadas.

PCO3 (16% of total variation)
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Figura 24. Analisis de coordenadas principales (PCO) del sistema antioxidante de embriones de

Octopus maya (ejes 1y 2).

Los patrones descritos en las figuras 23 y 24 se repiten al localizar los centroides
de cada grupo experimental (Figura 25 y 26).
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Figura 25. Ordenacion de los centroides de los grupos experimentales del sistema antioxidante de

embriones de Octopus maya (ejes 1y 2).
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Figura 26.
Ordenacion de los centroides de los grupos experimentales del sistema antioxidante de embriones
de Octopus maya (ejes 1y 3).

El analisis de varianza multivariada por permutaciones (PERMANOVA) mostré que
la interaccion entre los factores (época y etapa de desarrollo) es significativa
(p=0.0001). Esto pudiera indicar que existen cambios en las concentraciones del
sistema antioxidante de los embriones a lo largo de su desarrollo y estos cambios
siguen un patron diferente dependiendo del régimen térmico al que estuvieron

sujetas sus madres (Tabla Ill).

Tabla IV. Resultados del analisis PERMANOVA del sistema antioxidante de embriones de O.
maya.

Factor GL SC CM Pseudo-F P Permutaciones
Epoca 1 64.549 64.549 15.654 0.0001 9938
Etapa 2 1417.8 708.88 171.91 0.0001 9933
Epoca x Etapa 2 73.342 36.671 8.8933 0.0001 9911
Residual 813 3352.4 4.1234
Total 818 4908

GL = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = suma de cuadrados medios; PSEUDO-
F = valor hipotético de la F de Fisher; P = valor de probabilidad.

En la tabla IV se muestran los eigenvalores y el porcentaje de variacion que explica
el analisis PERMANOVA en cada eje. Los eigenvectores sefialan cuanta de la

variacion esta siendo explicada por cada variable en cada uno de los ejes
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Tabla V. Eigenvalores del PCO de los biomarcadores del sistema antioxidante de embriones de
O. maya.

Ejes Eigenvalores % individual % acumulado
PCoA1l 2244.7 45.73 45.73
PCoA2 807.91 16.46 62.2
PCoA3 783.09 15.96 78.15

Tabla VI. Valores de los eigenvectores del PCO de las variables del sistema antioxidante de
embriones de O. maya.

GSH GST CAT PO LPO Eh
PCoA1l -0.574 -0.928 -0.836 0.787 -0.307 -0.376
PCoA2 -0.226 -0.002 0.103 -0.242 -0.873 0.325
PCoA3 0.348 -0.073 0.151 -0.189 -0.324 -0.817

Las medias de todos los grupos (Tabla V) fueron diferentes unos de otros, indicando
que las magnitudes de las diferencias en los patrones observados (Figura 24)
fueron distintas dependiendo de la época y del estado del sistema antioxidante. Esto
implica que las diferencias descritas en el mapa de ordenacion (Figura 24) son
estadisticamente significativas en las pruebas pareadas dentro del analisis de

varianza multivariada (Tabla VI).
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Tabla VII. Promedio y desviaciones estandar de los biomarcadores del sistema antioxidante de
embriones de O. maya.

SECAS
Etapa Estadio eh PO GST GSH CAT LPO
2 108.333+4.726  0.212+0.100  0.026 £0.038  0.076 £ 0.045 0.023 +0.039  0.384 + 0.193
3
4 94 £ NA 0.146 = NA 0.124 + NA 0.012 + NA 0.000 + NA 0.472 + NA
5 99.444 + 3.877 0.172+0.093 0.048 £0.116 0.024+0.024 0.079 +0.037 0.404 + 0.348
6 105 £ NA 0.149 + NA 0.000 + NA 0.024 + NA 0.002 = NA 0.236 + NA
-
8
9
10 90.5+2.121 0.228+0.006 0.538 £0.518 0.002+0.003 0.003 +0.004 0.532 + 0.028
11 101.833 +12.608 0.181+0.038 0.310+0.379 0.005+0.004 0.059 + 0.054 0.435 + 0.168
12 100.793 + 10.314  0.203 +0.078 0.394+0.503  0.016 + 0.032 0.0589 +0.039 0.368 + 0.164
13 102 + 13.520 0.206+0.075 0.484 +£0.414 0.005+0.003 0.060+0.051 0.360 + 0.095
ORG 101.026 £5.845  0.183+£0.031  0.218+0.214  0.026+0.028  0.039 +0.031  0.385 + 0.092
14 102.933 £ 10.145 0.216 +0.060  0.756 £ 0.628  0.003 £ 0.002  0.103 + 0.104  0.335 +£ 0.152
15 105.066 + 15.400  0.197 £0.067  1.063 +0.768 0.005+0.007 0.141 +0.038 0.328 +0.181
16 109412 +7.592  0.171£0.042 2.717+1.756 0.026£0.033 0.128 £0.055 0.423 £0.182
ACT 105.804 +£3.302  0.195+£0.022 1.512+1.055 0.012+0.013 0.124+£0.019 0.362 £+ 0.053
17 111.261 £9.255  0.173+0.039  6.083 £5.656 0.037+0.028 0.119+0.091 0.481 + 0.158
18 112.381+£7.255  0.148 +0.044 11.087 +7.578 0.038 +£0.018 0.258 +0.204  0.536 + 0.145
19 109.538 +11.114  0.069 + 0.040 57.839 +47.170 0.102 +£0.053 0.960 + 0.705 0.444 + 0.199
CRE 111.060+1.432  0.130+0.054 25.003 + 28.547 0.059 + 0.037 0.446 + 0.451 0.487 + 0.046
LLUVIAS
Etapa Estadio eh PO GST GSH CAT L PO
2 82.58 + 8.583 0.140+0.065 0.012+0.041 0.042+0.056 0.068 +0.024 0.301 +0.132
3 81.8 +3.53 0.162 +£0.041  0.000 +£0.000 0.058£0.036 0.075+0.030 0.278 +0.093
4 86+ 12.675 0.146 + 0.023  0.000 +0.000 0.017+0.021 0.079 +£0.028 0.256 + 0.087
5 91.166+£32.781  0.187+0.107  0.025+0.025 0.026 £ 0.040 0.066 + 0.028  0.382 £ 0.295
6 79.25 + 8.221 0.123+0.035  0.000+0.000 0.016+0.018 0.038 £0.027 0.312 + 0.042
7 90.095 + 7.463 0.208 +0.075 0.002 +£0.007 0.047+0.073 0.067 = 0.035 0.334 +0.268
8 98 +31.241 0.194+0.100 0.049+0.050 0.010+0.009 0.062+0.024 0.374+0.212
9 93.25+17.36 0.193+0.059 0.061 £0.039 0.012+0.011 0.114+0.070 0.360 + 0.234
10 86.833 £10.685  0.172+0.077  0.000+0.000 0.035+0.033 0.065+0.016 0.282 + 0.083
11 78.909 +£13.397  0.173+0.059 0.013+0.044 0.044 +0.051 0.058 +0.036 0.291 +0.071
12 106.4 + 34.543 0.150+0.043 0.038 £0.083 0.045+0.057 0.070+0.041 0.260 + 0.072
13 117.590 £ 43.111  0.209+0.085 1.401 £2.761 0.063 £ 0.066 0.076 +0.076  0.327 + 0.167
ORG 91.145+11.124  0.172+0.027 0.126 +0.384 0.035+0.018 0.071 +£0.017 0.312 + 0.041
14 110.741 £ 37.413  0.198 +0.049  0.521 £0.500 0.055+ 0.064 0.060 +0.040 0.343 £0.194
15 109.259 +£ 28.217 0.212+0.047 1.026+0.808 0.037+0.036 0.075+0.087 0.464 +£0.173
16 114.659 £ 37807 0.206+0.051 2.599+1.902 0.046+0.051 0.093 £0.074 0.517+0.191
ACT 111.553+£2.790  0.205+0.007  1.382+1.083 0.046+0.009 0.076 £0.016  0.441 + 0.089
17 113.639 +£31.466 0.161 +£0.055 6.102+4.156  0.085+0.070 0.133 +£0.103  0.591 £ 0.208
18 116.051 £ 30.357  0.157+0.044 8.126 +£7.198 0.056+0.040 0.157+0.130 0.680 + 0.044
19 120.549 + 23.718  0.077 £ 0.041 45.799 + 33.645 0.071 £0.061 0.697 +0.598 0.573 £ 0.293
CRE 116.747 £ 3.507  0.131 +0.047 20.009 + 22.358 0.070 £ 0.015 0.329+0.319 0.615 + 0.057

Potencial redox (mV); Carboxilacion de proteinas (PO) nmol/mg; Glutation S-transferasa (GST) nmol/min/mg proteina;

Glutation total (GSH) nmol/mg; Catalasa (CAT) U/mg; lipoperoxidacion de lipidos (LPO) nmol peréxido/mg.
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Tabla VIII. Resultados de las pruebas pareadas por nivel (PERMANOVA) de la actividad del
sistema antioxidante de los embriones de O. maya procedentes de hembras capturadas en dos
épocas del afo.

Nivel Grupos t P per mutaciones
ORG secas, lluvia  2.5981 0.0002 9944
ACT secas, lluvia  2.9601 0.0001 9938
CRE secas, lluvia  3.5092 0.0001 9951
Nivel Grupos t P per mutaciones
secas ORG, ACT  2.0783 0.0029 9954
secas ORG, CRE  10.093 0.0001 9944
secas ACT,CRE 9.4142 0.0001 9945
Nivel Grupos t P per mutaciones
lluvias ORG, ACT  4.9302 0.0001 9947
lluvias ORG,CRE  12.809 0.0001 9935
lluvias ACT,CRE 8.4753 0.0001 9929

T= valor de t-studens; P= valor de probabilidad.

X. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que tanto la magnitud
como la forma del campo aerébico a lo largo del desarrollo de los embriones de
Octopus maya, no fueron afectados por las épocas en que las hembras fueron
capturadas.

Al analizar los resultados del consumo de oxigeno de rutina, se observo que la etapa
de organogeénesis resultd ser energéticamente menos costosa que la de activacion
y la de crecimiento de los embriones de O. maya. Esto sugiere que la organogénesis
si bien representa una etapa de division celular intensa, esto no significa un alto
gasto de energia, lo que sugiere que en el proceso de sintesis los mecanismos de
aprovechamiento del vitelo son de alta eficiencia. Esta alta eficiencia podria ser
consecuencia de mecanismos bioquimicos que facilitan el uso de las moléculas
contenidas en el vitelo en un entorno en el que las mitocondrias son escasas.
Resultados obtenidos en embriones de O. maya, O. vulgaris, y O. mimus han

mostrado que el consumo de vitelo por parte de los embriones si bien comienza en
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la etapa de organogénesis, la mayor tasa de consumo de éste ha sido registrada en
los embriones a partir de la etapa de activacidn, sugiriendo que es a partir de ese
estadio que los requerimientos para el crecimiento son los de mayor demanda
energética (Caamal-Monsreal et al., 2015, Repolho et al., 2014). En un estudio
detallado del desarrollo embrionario de O. mimus (Olivares et al., 2019) se pudo
observar que la movilizacion de reservas (glucogeno, glucosa, colesterol, Acil-
gliceridos y proteinas) del vitelo es significativamente mayor a partir del momento
de la activacion del sistema circulatorio de los embriones reafirmando la hipétesis
de que es en ese momento que la energia es mas demandada. Por esa razén es
posible concluir que la etapa energéticamente mas costosa es la de activacion,
debido a la sintesis de tejidos, movilizacion de nutrientes y por consecuencia de la
activacion de organos y enzimas metabdlicas todo eso repercutiendo en el control
de la homeostasis y eliminacién del dafo oxidante. Estos resultados coinciden con
lo obtenido por Sanchez-Garcia et al., (2017), quienes reportaron un aumento
exponencial en la tasa metabdlica de rutina de los embriones de O. maya en el
estadio XV en donde se observo también un aumento en el metabolismo como
consecuencia de la activacion de los sistemas internos y sobre todo al inicio de la
actividad cardiaca del embrion. Finalmente, el gasto de energia se reduce en la
etapa de crecimiento, previo a la eclosion, probablemente asociado con el

agotamiento de las reservas energéticas contenidas en el vitelo.

------ CA absoluto

...... CA factorial

Estrés
oxidante

Sistema
antioxidante

X Xl XV XVI XVII XVIlI XIX juv

Organogénesis I Activacion I Crecimiento

Figura 27. Relacién entre el desarrollo embrionario y los cambios en el campo aerdbico absoluto
(CA absoluto) y el factorial (CA factorial) de Octopus maya. Nétese como, después de la activacion
del sistema circulatorio, las enzimas involucradas en el control del sistema antioxidante reducen la
lipoperoxidacion y la carboilacion de proteinas (LPO; PO: estrés oxidante).
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En el presente estudio se puso en evidencia que el metabolismo es lo
suficientemente capaz de producir una gran cantidad de energia. Esto es, un
embrién de 100 mg de peso requiere para completar el desarrollo de 1,025 ATP
equivalentes a 84,184 Kj producidos durante los 40 dias que dura el desarrollo
(Véase anexo).

En los primeros estadios (I-XIIl) del desarrollo embrionario, la actividad del sistema
antioxidante no se detecta debido a que en estas etapas de desarrollo esta
ocurriendo la division de células y diferenciacién de érganos que posteriormente
daran lugar al embridn mas no los sistemas internos que en los ultimos estadios
tendran lugar. Al inicio del desarrollo se encontraron niveles bajos de CAT y GST,
también se observaron niveles altos de LPO y PO, es importante destacar que la
lipoperoxidacion es un indicador de estrés oxidante, por lo que estos resultados
coinciden con lo reportado por Olivares et al., 2019. Donde se manifiesta que las
hembras transmiten a su progenie cierta cantidad de dafio oxidante durante la
vitelogénesis. En la etapa de activacion (estadios XIV-XVI) los embriones ponen en
marcha el sistema circulatorio y se puede observar un aumento en la actividad del
sistema antioxidante, donde los niveles de CAT y GST aumentan y los de LPO y PO
disminuyen como lo reportado en Sanchez-Garcia et al., (2017). En la ultima etapa
(estadios XVII-XIX) del desarrollo embrionario se observa una maxima actividad de
CAT y GST, lo que les permite eliminar por completo los niveles de LPO (Figura 27)
Los embriones procedentes de hembras capturadas en la época de lluvias
recibieron una mayor acumulacién de dafo oxidante dado a los altos niveles de Eh,
LPOy PO, en comparacion con los procedentes de hembras capturadas en la época
de seca. Asi mismo se pudo observar que el dafo oxidante fue procesado
adecuadamente por los embriones de ambas épocas dado que en ninguno de los
casos se observaron mortalidad o malformaciones que pudieran estar asociadas
con las alteraciones que el estrés oxidante provoca en estos organismos (Repolho
et al. 2014; Sanchez et al., 2017). Por lo que la respuesta del sistema antioxidante
de los embriones es afectada por la época de la cual las hembras proceden y por

las etapas del desarrollo embrionario.
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Los resultados demuestran que las diferencias que presentan los embriones
provenientes de hembras capturadas en diferentes épocas son significativas, por lo
que estas diferencias podrian ser el reflejo de la historia térmica previa, es posible
hipotétizar que el dafio oxidante encontrado en los embriones refleja la forma en
que las condiciones ambientales modulan la produccion de radicales en las hembras
y Sus consecuencias para la progenie.

Juarez et al. (2016), en condiciones de laboratorio evaluaron el metabolismo de
juveniles tempranos de hembras térmicamente estresadas (incremento de
temperatura), encontraron que el metabolismo de rutina de esos organismos resultd
ser mayor que el observado en juveniles procedentes de hembras no estresadas
(temperatura constante). Los autores concluyeron que el estrés térmico de las
hembras repercute en la progenie probablemente a través de los efectos
epigenéticos y cuyas repercusiones al parecer se presentan a nivel metabdlico.
Tomando en cuenta esos resultados es posible concluir que las temperaturas que
experimentan las hembras silvestres, producen un estrés térmico que no se refleja
completamente en el metabolismo aerdbico pero si en los niveles y actividad del
sistema antioxidante amortiguando el estrés oxidante y esa condicion no afecta el
desarrollo del embrién Dichas diferencias podrian explicarse como una
consecuencia de una alta actividad metabdlica de las hembras, producto del estrés
térmico provocado por la temperatura ambiental debido a los procesos
oceanograficos que tienen lugar en el lugar donde octopus maya habita.

En el golfo de México la temperatura del mar no es constante todo el afio, presenta
marcadas fluctuaciones dependiendo de la época del afio (nortes, secas, lluvias).
Ademas se encuentra influenciada por la surgencia estacional de verano (Enriquez
et al., 2010). Esto provoca diferencias en la temperatura del mar entre los estados
de Campeche y Yucatan. En la zona frente a las costas de Campeche durante la
época de secas donde la surgencia no tiene presencia las temperaturas aumentan
alrededor de los 29°C, mientras que en las costas frente al estado de Yucatan en
esa misma época la temperatura del mar se encuentra entre los 22-26°C.

La temperatura es un factor determinante, y lo que determina son las tasas

involucradas en la conversién de energia, por su influencia en la cinética de las
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moléculas como en las enzimas metabdlicas. En diversos estudios sobre tolerancia
térmica y la plasticidad fenotipica en especies ectotermicas, se ha observado que a
mayor temperatura menor es el tiempo del desarrollo embrionario. Sin embargo si
la temperatura continia aumentando y sobrepasa el limite de tolerancia térmica
entonces se producen dafos oxidantes en las células que el organismo no puede
reparar. En condiciones de laboratorio para O. maya se ha establecido un intervalo
de temperatura para la reproduccion de entre 22 y 26 °C (Juarez et al., 2016) y una
temperatura 6ptima de incubacion en ese mismo intervalo (Caamal-Monsreal et al.,
2016). Bajo estas condiciones el desarrollo embrionario de O. maya tiene una
duracion de 45 dias, en el presente estudio los embriones de la época se secas y la
de lluvias tuvieron duraron alrededor de 39-50 dias respectivamente, mientras que
en el medio natural varia entre 50 y 65 dias (Solis, 1998).

Angeles-Gonzales et al., (2017), postuld una hipétesis donde menciona que al
aumentar la temperatura del mar en la época de seca frente a las costas de
Campeche, provoca que la poblacion de octopus maya migre hacia zonas optimas
de temperatura en el estado de Yucatan.

Los altos niveles de LPO, PO y Eh detectados en los embriones de pulpo indican
que las hembras capturadas en la época de lluvias podrian provenir de organismos
que experimentaron temperaturas relativamente elevadas las cuales favorecieron la
produccion de esos radicales como consecuencia de una tasa metabdlica mas
acelerada (Figura 27). En contraste, embriones provenientes de las hembras que
desovaron en la época de nortes mostraron niveles de Eh bajos, lo que sugiere que
las bajas temperaturas que experimentan las hembras, al reducir la tasa metabdlica
también favorecen la baja produccién de radicales. Lo que sugiere que en las
condiciones de desove de la poblacion silvestre los embriones de esta especie estan
adaptados para tolerar intervalos de temperatura como los que el ecosistema de la
PY ofrece. Es interesante establecer que a pesar de las variaciones de temperatura
que experimentan las hembras, los embriones son capaces de compensar el estrés
oxidante que reciben, desarrollandose sin las malformaciones que pudieran ser

esperadas en el caso dano producido por la acumulacidon de elementos oxidantes
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como los observados en los embriones desovados en la época de lluvias (Repolho
et al., 2014 y Sanchez et al., 2017).

XI. CONCLUSIONES

La condicion fisiologica de los embriones no fue afectada por la temperatura
ambiental que experimentaron las hembras silvestres capturadas en las diferentes
épocas del afno.

El metabolismo de los embriones no es afectado por la temperatura ambiental que
experimentan las hembras durante su crecimiento y maduracion.

La tasa metabdlica minima (TM-min), representa los costos metabdlicos basales
que el embrion tiene que cubrir al desarrollarse. Por tanto aumenta conforme el
embridn se desarrolla.

La demanda energética es diferente en cada una de las etapas del desarrollo
embrionario independientemente de la época de captura de las hembras.

La actividad del sistema antioxidante y los indicadores de estrés oxidante de los
embriones fueron afectados por la temperatura ambiental que experimentaron las
hembras silvestres capturadas en épocas diferentes del afo

- Los indicadores de estrés oxidante (LPO PO, Eh) son altos en las primeras
etapas del desarrollo mientras que el sistema antioxidante no presenta
actividad

- La actividad del sistema antioxidante (CAT, GsH, GST) es mayor al final del
desarrollo embrionario, en contraste los indicadores de estrés oxidante se
encuentran reducidos.
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XIll.  ANEXOS

Anexo 1. Produccion de energia
La capacidad metabdlica embrionaria se traduce en la produccion de energia

requerida por el embrion para llevar a cabo un desarrollo exitoso hasta la eclosion.
Utilizando los datos del campo aerdbico (CA) se estimo la energia requerida por los
embriones para alcanzar el estadio XX, partiendo del estadio XV que es en el que
los embriones se activan y dan lugar al crecimiento. Esa energia se calcul6 de la
siguiente manera:

a. La suma de la tasa metabdlica de rutina promedio del desarrollo embrionario de

las dos épocas estudiadas resulto ser de 232.9 mgO2/h/mg ph (Tabla 1).

Este valor correspondioé con el consumo de oxigeno de rutina de los embriones
durante organogénesis: 42.2 x 24 x 100 mgO2/h/mg ph = 101 gO2/d/100 mg ph;
Activacion 112.5 x 24 x 100 mgO2/h/mg ph= 270 gO2/d/100 mg ph

Crecimiento 78.2 x 24 x 100 mgO2/h/mg ph = 188 gO2/d/100 mg ph

b. Esos valores se multiplicaron por el tiempo que le toma a los embriones llegar al
estadio XX, considerando 20 d para la organogénesis, 5 dias para la activacion y

15 dias para el crecimiento a 24°C:

Organogénesis: 101 gO2/d/100 mg ph x 20 d = 2020 gO2/Estadio/100 mg ph
Activacion: 270 gO2/d/100 mg ph x 5 d = 1350 gO2/Estadio/100 mg ph
Crecimiento: 188 gO2/d/100 mg ph x 15 d = 2820 gO2/Estadio/100 mg ph
TOTAL = 6190 gO2/Desarrollo embrionario/100 mg ph

Con este valor se calcul6 la cantidad de ATP que se requiere para la produccion de
1 juvenil de Octopus maya de la siguiente manera:

Si un atomo de oxigeno (Oz2) tiene un peso molecular de 16 g/mol y cada molécula
de oxigeno tiene dos atomos, entonces el peso molecular de una molécula de
oxigeno es de 32g (2*16g/mol): 1 mol O2=32g oxigeno

Si la produccién de 36 ATP por 1 mol de glucosa requiere de 6 mol Oz, que pesan

1929 (32 x 6 = 192g O2), y para el desarrollo de 1 juvenil de pulpo se consumen
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6190 gO2, entonces la cantidad de ATP producida para completar el desarrollo
embrionario es calculado como:

192g O2 producen 36 ATP; 6190 g de O2 (consumidos por un embrion) producen:
1160 ATP con un equivalente energético de 84,184 Kj/40 d de desarrollo
embrionario/100 mg pulpo = 21,040 Kj/d/g pulpo.

Anexo 2. Determinacion de la actividad de la catalasa método UV
La actividad de la catalasa (CAT) se determiné mediante el método UV en

microplaca, este método se basa en la degradacion del peroxido de hidrogeno en
presencia de oxigeno y agua.

En este procedimiento se colocd por duplicado 10ul de cada muestra en dos
microplacas de 96 pocillos (placa 1y placa 2), incluyendo los blancos con 10 ul de
Buffer Tris pH 7.4.

En la placa 1 se agregd 100 ul de solucidn de peréxido (H202), se dejo incubar por
3 min, seguidamente se le agregd 100 pl de la solucion de Molibdato de Amonio a
cada muestra.

En la placa 2 se le pipeteé 100 ul de buffer de fosfatos, pasados 3 minutos, se le
adiciond 100pul de la soluciéon de Molibdato de amonio a todos los pozos, las
absorbancias se leyeron a punto final a 405nm en un lector de microplaca
(Spectophotometer BIORAD).

Los valores se expresaron como U/ml y se normalizaron de acuerdo a su contenido

de proteina. Los valores se calcularon de acuerdo a la siguiente formula

2.303 Abs B1—-Abs B2 vVt
CAT U/ml = 2% |og( ) n
t Abs M placal—Abs M placa2 Vh

Donde:

Abs B1= absorbancia blanco placa 1
Abs B2= absorbancia blanco placa 2
Abs M= absorbancia muestra

t= tiempo en minutos (t=3)

Vt= volumen total de la reaccion (210 pl)
Vh= volumen del homogeneizado (10 pl)
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Anexo 3. Determinacion de Glutation total (GSH) basado en kit de Sigma
CA0260
El glutation total se determiné usando un kit de ensayo Sigma CA0260,

primeramente se corroboré que la curva tipo para determinar la actividad del
glutation era correcta, seguidamente se prosiguioé a preparar las muestras para su
analisis. Los tubos eppendorf que contenian la muestra se descongelaron y
enseguida se les anadio acido Sulfosalicilico 5% (SSA) a una relaciéon de 1:1,
dichas muestras se pasaron por el bortex para homogenizar la mezcla, enseguida
para desproteinizar las muestras, estas se centrifugaron (centrifuge 5424R
eppendorf) a 10000 rpm durante 5 minutos.

El glutation oxidado (GSSH) provoca una reaccién continua de 5,5 -ditio bis (2-acido
nitrobenzobico) (DTNB) a TNB (trinitrobenceno) formandose GSSG (disulfuro de
glutation) con ayuda de glutation reductasa (GRx) y Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato en forma oxidada (NADPH). El disulfuro de glutation (GSSG)
formado es reciclado por la glutation reductasa y NADPH para formar GSH.

En microplacas de 96 pocillos se agregaron 150ul de la solucion de trabajo,
posteriormente se afadido 10ul del sobrenadante de la muestra centrifugada por
duplicado, justo antes de la lectura se coloco 50ul de la solucion de NADPH.

La solucion de trabajo contiene fosfatos/EDTA, Glutation reductasa (S. Cerevisiae)
y DTNB/DMSO. En un lector de microplaca (spectophotometer BIORAD) la
absorbancia se leyé a 405nm en el modulo de cinética durante 10 minutos con
intervalos de 15 segundos. El glutation total se expresé como nmol GSH/ mg de

proteina y se calculd de acuerdo a la siguiente formula

[P1(muestra)/ P2(mol de GSH) x factor de dilucién
CxPr

Nmol GSH/ml prot =

Donde:

P1 (muestra)= pendiente generada por la muestra

P2 (mol de GSH)= pendiente por mol de GSH, calculado de la curva tipo
Factor de dilucion = factor de dilucién de la muestra original

C= Dilucion de la muestra y SSA

Pr= Proteina de la muestra
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Anexo 4. Determinacion de Glutation S-transferasa basado en el Kit Sigma
CS04
Esta enzima se determiné mediante el Kit de ensayo sigma CS04, donde se utiliza

1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) 100 mM como sustrato. Tras la conjugacion
del grupo tiol del glutation.

La reaccion fue medida cinéticamente de inmediato a una longitud de onda de 340
nm en un lector de microplaca (spectophotometer BIORAD) durante 5 minutos (20
lecturas cada 15 segundos).

La actividad GST se expresé como: nanomoles de sustrato hidrolizado por minuto
por miligramo de proteina proteina (nmol/min/mg proteina) y su calculo se realiz6

segun la siguiente formula:

A Abs /minuto 4 1

Actividad GST = seoonn-t (T0).cp

Donde:

Vm= volumen de la muestra (10 pl)

VT= volumen total de la reaccién (200 ul)
Cp= concentracion de proteina

Anexo 5. Determinacion de proteina por el método de Bradford, 1976 adaptado
a microplaca
Las concentraciones de proteina en las muestras se midieron segun lo descrito por

Bradford (1976). Este método consiste en la cuantificacion de la union de un
colorante, en este caso el azul de Coomassie G-250, a la proteina, comparando
esta union con la de diferentes cantidades de una proteina estandar Sigma
(Albumina de Suero Bovino (BSA)).

En microplacas de 96 pozos se colocaron 2ul de muestra por duplicado,
posteriormente se agregd 8ul de agua destilada, seguidamente se les afiadio 190pl
de reactivo de Bradford, las microplacas se colocaron en el agitador (CORNING)
por 10 minutos a temperatura ambiente, finalmente se leyd la absorbancia a punto
final 2 595nm en un lector de placas (spectophotometer BIORAD). Las absorbancias
se calcularon de acuerdo a la curva de ajuste obtenida de las diluciones del reactivo
de Bradford.

La concentracién de proteina se expresé mg/ml, los valores se calcularon de

acuerdo a la formula:
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Concentracion de proteina mg/ml = ( Abs muestra — Abs blanco ) — (%) * FD

Donde:
Abs = absorbancias
FD= factor de dilusion 5

Anexo 6. Peroxidacion de lipidos por el método FOX basado en el peroxidetect
Kit de Sigma
Los lipidos peroxidados se cuantificacion mediante la técnica de Fox, la cual se

fundamenta en la capacidad que presentan los peroxidos lipidicos de oxidar Fe?* a
Fe3* a pH bajos (condiciones acidas) el Fe3* forma un complejo con el naranja
xilenol.

Las muestras que contenian 100ul de homogenizado sin centrifugar se
descongelaron, seguidamente se les agregd metanol en una proporcion 1:1
(homogeneizado: metanol). Después de pasar las muestras por el bortex, estas se
centrifugaron (centrifuge 5424R eppendorf) a 10000g por 5 minutos.

En una microplaca de 96 pozos se colocan 10 ul del sobrenadante de la muestra
por duplicado, seguidamente se les agreg6 160 ul de la solucion de trabajo a cada
pozo, para después dejarlos incubar 60 minutos.

La solucién de trabajo contiene sulfato ferroso 1 mM, acido sulfurico 0,25M, naranja
de xilenol 1m y agua destilada. Finalmente se ley6 la absorbancia a punto final a
595 nm en un lector de placa (Spectophotometer BIORAD).

Los lipidos peroxidados se expresaron nmol peroxido/ml en la muestra y los valores

se calcularon a partir de la curva tipo de acuerdo a la siguiente formula.

I_[A595(muestra)—A595(blar1co metanol)] x factor de dilucién

Nmol perdxido/m
ol pero do/ [A595(1mol per6xido)] x volumen de muestra

Donde:

Factor de dilucion de la muestra original = 2

[A595 (1 nmol perdxido)]= calculado de la curva tipo
Volumen muestra ml= 0.01 ml

Anexo 7. Determinacion de carboxilacion de proteinas (PO) basado en
Mesquita et al, 2014.
Las muestras que contenian 100yl de homogenizado sin centrifugar se

descongelaron, seguidamente se les agregd 100ul DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina)

66



en HCI (acido clorhidrico). Seguidamente las muestras se pasaron por el bortex y
se incubaron durante 10 minutos, posteriormente se les agregd 50 yl de NaOH
(hidréxido de sodio) 6M. A continuacion las muestras se centrifugaron (centrifuge
5424R eppendorf) por 5 minutos a 10000rpm a temperatura ambiente.

En microplacas de 96 pozos se colocaron 150 ul de cada tubo en un pozo por
duplicado, finalmente la absorbancia se leyd en punto final a 450nm en un lector de
microplaca (spectophotometer BIORAD).

Los valores se expresaron como nmol PO /mg de tejido y se calcularon los a partir

de la siguiente formula:

abs muestra—abs blanco ) (Vm)

nmol PO /mg= 2022 VT
factor de diluciéon

Donde:

abs = absorbancia

Vm= volumen de la muestra
VT= volumen total de la reaccion
Factor de dilucién = 50
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