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RESUMEN

En el medio ambiente, los organismos estan expuestos a estimulos estresantes que requieren una
adaptacion fisioldgica y de comportamiento. De esta manera, la respuesta al estrés cobra suma
importancia ya que su activacion permite a los individuos aumentar la probabilidad de
supervivencia. Desafortunadamente, la evaluacion de la respuesta al estrés en los pulpos es un area
poco estudiada, por lo que el conocimiento sobre los efectos que los factores estresantes
ambientales pueden tener sobre el comportamiento y la cognicion sigue sin estar claro. Una
estandarizacion de la evaluacion conductual al estrés es necesaria ya que permitird una mejor
interpretacion de los resultados obtenidos en investigacion en estos organismos. Se ha demostrado
que los pulpos permanecen inactivos dentro de una guarida durante todo el dia, evitando la luz para
no ser detectados por los depredadores. Por este motivo, se propuso la luz blanca brillante como
estresor ambiental ya que desencadena la respuesta de estrés, pero no compromete el bienestar y la
supervivencia de los animales. Asi, el objetivo principal de este estudio fue evaluar los cambios
conductuales y neurobiologicos en Octopus maya (O. maya) producidos por una exposicion de
estrés agudo a este estimulo. Se utilizaron ejemplares jovenes de (6 - 20 g) criados en cautiverio y
alojados en peceras con sistema de circulacion cerrada de agua de mar en un ciclo LD (light-dark)
12:12. Primero, estos individuos fueron evaluados en una Prueba de Preferencia de Lugar en una
pecera dividida en tres compartimentos de igual tamafio por paredes acrilicas negras con aberturas
que permiten el acceso a cada uno, se evalud la preferencia y no preferencia entre una luz roja (30
1x) y una luz blanca brillante (130 1x). Los resultados obtenidos mostraron que O. maya pasé menos
tiempo en la camara de luz blanca brillante, presentando un menor tiempo de conductas de reposo
y una mayor presencia de conductas de locomocion (mayor frecuencia de escalamiento y mayor
tiempo y frecuencia de propulsion) en comparacion con el compartimiento de luz roja. Observando
el efecto aversivo de la luz blanca brillante a nivel conductual, se procedié a dividir a los ejemplares
en 2 grupos: un grupo expuesto a una luz roja de baja intensidad de 30 Ix (control) y un grupo
expuesto a una luz blanca brillante de 130 Ix (experimental) en dos diferentes ambientes (peceras
hogar y pecera externa). La exposicion a la luz blanca brillante se realiz6 durante 12 horas (08:00-
20:00) (exposicion aguda). La exposicion a estrés en peceras hogar disminuy6 el tiempo y la
frecuencia de las conductas de locomocion en los ejemplares (permanecieron dentro de la guarida).
No hubo diferencias en las conductas de reposo. Mientras que la exposicion a estrés en la pecera
externa disminuy6 el tiempo y la frecuencia de las conductas de locomocién (escalamiento y
propulsion) y no hubo efectos en las conductas de arrastre y reposo, en comparacion con el grupo
control. Finalmente, los resultados de la ELISA para corticosterona (CORT) mostraron que hay
presencia de esta hormona en el sistema nervioso de los pulpos, especificamente en el ganglio
cerebroide, en donde se observd una tendencia a presentar un aumento en las regiones de 16bulo
optico derecho y de las regiones supra y sub esofagica en los ejemplares expuestos a estrés. Estos
resultados sugieren que el uso de la luz blanca brillante como estresor ambiental desencadena la
respuesta al estrés y provoca un cambio en la conducta y el sistema nervioso del pulpo. Este es un
buen precedente para futuras investigaciones en este campo y anima a prestar mas atencion a los



estimulos ambientales que utilizamos en las condiciones de laboratorio, asi como su influencia en
los resultados conductuales y cognitivos del modelo.

ABSTRACT

In the environment, the organisms are exposed to stressful stimuli that require behavioral and
physiological adaptation. In this way, the stress response becomes extremely important, its
activation allows individuals to increase the probability of survival. Unfortunately, the evaluation
of the stress response in octopuses is a poorly studied area, so the knowledge about the effects that
environmental stressors may have on behavior and cognition remains unclear. A standardization
of the behavioral evaluation of stress is necessary since it will allow a better interpretation of the
results obtained in research in these organisms. Octopuses have been shown to be inactive inside a
den throughout the day, avoiding light so as not to be detected by predators. For this reason, we
propose the white bright light as environmental stressor since it triggers the stress response but
does not compromise the welfare and survival of the animals. The main goal of this study was to
evaluate the behavioral and neurobiological changes in Octopus maya (O. maya) produced by an
acute stress exposure to this stimulus. Juveniles were used and maintained in tanks with a closed
circulation seawater system in a 12:12 LD cycle. First, these individuals were tested in a Place
Preference Test in a tank divided in three equal sized chambers by black acrylic walls with openings
that allow access into each chamber. We determined the preference and no preference between a
red light (30 1x) and a white bright light (130 1x). The obtained results showed that O. maya spent
less time in the white bright light chamber and shows a fewer time of rest behaviors and a greater
presence of locomotion behaviors (greater frequency of climbing and greater time and frequency
of jet propulsion) in comparison with the red-light chamber. After determination of the aversive
effect of bright white light at a behavioral level observed, the specimens were divided into 2 groups:
a group exposed to a low intensity red light 301x (control) and a group exposed to white bright light
1301x (experimental) in two different environments (housing tanks and an external tank). The
exposure to the white bright light was made for 12 hours (08:00-20:00). Exposure to acute stress
in housing tanks showed a decrease in time and frequency of locomotion behaviors (they remained
inside the den). There were no differences in resting behaviors. While exposure to stress in the
external tank decreased the time and frequency of locomotion behaviors (climbing and propulsion),
there were no effects on crawling and resting behaviors compared to the control group. Finally, the
results of the ELISA showed hormone CORT presence in the nervous system of octopuses,
specifically in the cerebroid ganglion, where is a tendency to present an increase in CORT levels
in right optic, and the supra and subesophageal lobes in specimens exposed to stress. Those results
suggest that the use of the white bright light as an environmental stressor triggers the stress response
and provoke a change in the behavior and the nervous system of the octopus. This is good precedent
for future research in this field and encourage to pay more attention to the environmental stimuli
that we use in the laboratory conditions as well as their influence on the behavioral and cognitive
results of the model.
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1 INTRODUCCION
En un entorno en constante cambio, los animales se enfrentan a estimulos ambientales

estresantes que exigen una adaptacion a nivel conductual y fisiologico (Di Cosmo & Polese, 2016).
Para ello, la activacion de la respuesta de estrés se vuelve de suma importancia ya que les permite
a los individuos aumentar la probabilidad de supervivencia (Sanchez-Castillo et al., 2014). Se sabe
que esta respuesta esta presente en todos los organismos vertebrados, pero diversas evidencias
fisiologicas, conductuales, neurobioldgicas, neuroendocrinas y de sistema inmune indican que los
mecanismos que subyacen a la respuesta de estrés también estdn presentes en organismos

invertebrados, como por ejemplo en los animales que conforman la clase de los cefalopodos.

La clase de los cefalopodos es considerada la mas compleja dentro del phylum Mollusca
(Fiorito et al. 2014) debido a la organizacidon de su sistema nervioso y al amplio repertorio
conductual que presentan, siendo los pulpos uno de los cefalépodos mas estudiados en
neurociencias (Borrelli & Fiorito, 2008). Los pulpos se han posicionado como un buen modelo de
investigacion debido a que han desarrollado, desde una linea evolutiva diferente, un sistema
nervioso complejo y con un gran nimero de células nerviosas en comparacion con otros grupos de
invertebrados y algunos vertebrados (Di Cosmo et al., 2018), permitiéndoles desplegar capacidades
atencionales, de memoria y de aprendizaje (O’Brien et al., 2018). No resulta extrafio que este
desarrollo complejo del sistema nervioso en los pulpos esté asociado con la flexibilidad y las
conductas avanzadas que presentan (Hochner et al., 2006), lo cual les ha permitido desarrollar
sistemas sensoriales agudos y poder adaptar rapidamente su morfologia y repertorio conductual en

ambientes cambiantes (Grasso & Basil, 2009; Zarrella et al., 2015).

Desafortunadamente, la evaluacion de la respuesta de estrés en pulpos es un area poco
estudiada, por lo que el conocimiento sobre los efectos que pueden tener diversos estimulos
ambientales en la modificacion de la conducta y cognicién en estos organismos sigue sin estar
claro. Algunos estudios de acuacultura se han centrado principalmente en el estudio de los efectos
de la variacion de las condiciones de laboratorio en las que se mantienen a los ejemplares, como
por ejemplo cambios en la temperatura, privacion de comida, calidad del agua, salinidad, altos
niveles de amonio, peceras con pocos estimulos e incluso la sola manipulacién por parte del
investigador (Fiorito et al., 2014; Malham et al., 2002; Xu & Zheng, 2018; Yasumuro & Ikeda,
2011). Sin embargo, la evaluacion de la respuesta de estrés se ha centrado en la evaluacion de los

efectos fisiologicos que se producen en el desarrollo, reproduccion y crianza de estos organismos



(Feyjoo et al., 2011; Fiorito et al., 2014; Lopez-Galindo et al., 2019; Malham et al., 2002; Xu &
Zheng, 2018; Yasumuro & lkeda, 2011). No se estan considerando los posibles efectos
neurobiologicos y conductuales que también podrian estar sucediendo, los cuales al desconocerse

podrian estar afectando los resultados obtenidos en estudios relacionados con la cognicion.

Esta evaluacion de la respuesta de estrés en una especie de pulpo (Octopus maya) nos
proporciona evidencia que ampliard la informacion fisioldgica previamente obtenida en otras
especies, ademds de proporcionar un punto de referencia para que otros investigadores que
comiencen con la investigacién con pulpos puedan evaluar de una manera rapida y eficiente el
bienestar de los organismos por medio de la conducta y evitar la presencia de variables extrafias

que afecten el despliegue conductual en tareas relacionadas con la cognicion.

Considerando todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacién
conductual y neurobioldgica de la respuesta de estrés en organismos juveniles de la especie O.
maya criados y mantenidos en condiciones de laboratorio. La respuesta de estrés fue inducida

mediante la exposicion a un estresor ambiental de luz blanca intensa (1301x).

2 ANTECEDENTES
2.1 ESTRES

2.1.1 Respuesta de estrés en vertebrados
El estrés a lo largo de la historia es un concepto que ha sido muy complicado de definir,

principalmente porque es un fenémeno en el cual muchos factores estdn involucrados. En la
actualidad esto es algo que no ha cambiado, debido a que el fendmeno se le ha relacionado en
muchos contextos diferentes, lo que ha llevado a que la definicion de estrés sea muy amplia y tenga
demasiados significados dependiendo de las condiciones en las que se presenta, dificultando asi la

conceptualizacion (Fink, 2016).

Sin embargo, de manera general podemos definir al estrés como una respuesta sistémica
desencadenada por un estimulo potencialmente peligroso para un organismo y que permite al
individuo adaptarse, aumentando la probabilidad de supervivencia (Migliaro et al., 2020). En
primera instancia es una respuesta sistémica debido a que ocurre una activacion de los sistemas
que conforman al organismo (inmune, endocrino, cardiaco, respiratorio, etc.) después de la
exposicion a un estresor. En segundo lugar, esta respuesta puede ser desencadenada por una

amenaza real; es decir por un evento en el cual hay una interaccion fisica directa con la amenaza,



o bien percibida; en la cual la amenaza no estd presente fisicamente, pero la sola expectativa de
ésta genera la activacion de la respuesta. Y, por ultimo, es una respuesta con una caracteristica
adaptativa ya que permite aumentar la probabilidad de supervivencia de un organismo, de su

descendencia, o de toda la especie (Sanchez-Castillo et al., 2014; Migliaro et al., 2020).

Se sabe que la respuesta al estrés estd presente en todos los organismos vertebrados y que
estd mediada por dos ejes principales: el eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) y el eje simpato-
adreno-medular (SAM) los cuales son ejes conformados por diversas estructuras que se activan y
generan sefializaciones en todo el organismo después de la presencia de una amenaza, generando
asi, el desencadenamiento de la respuesta de estrés (Alyamani & Murgatroyd, 2018; Fink, 2016;
Sanchez-Castillo et al., 2014; Valencia-Flores, 2018; Valencia-Flores et al., 2023).

De manera general, la activacion del eje HPA comienza en el ntcleo paraventricular del
hipotdlamo liberando la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona arginina
vasopresina (AVP), esto estimula la liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en la
parte anterior de la pituitaria la cual se libera al torrente sanguineo llegando a las glandulas
suprarrenales y propiciando la liberacion de glucocorticoides en la corteza adrenal (Alyamani &
Murgatroyd, 2018; Sanchez-Castillo et al., 2014). Por otra parte, también ocurre la activacion del
eje SAM provocando una activacion de todos los érganos que estan inervados por la rama simpatica
del Sistema Nervioso Autonomo y la consecuente liberacion de adrenalina y noradrenalina en la

médula adrenal de las glandulas suprarrenales (Fink, 2016; Valencia-Flores, 2018).

Como ya se mencion6, una de las caracteristicas principales sobre la respuesta de estrés es que
permite a los organismos adaptarse adecuadamente a situaciones que pueden poner en peligro su
supervivencia (Sanchez-Castillo et al., 2014). Es decir, los organismos en su habitat estan
constantemente expuestos a estimulos estresantes que los llevan a modificar su conducta para
adaptarse, tanto los que viven en ambientes terrestres como aquellos que viven en ambientes
acuaticos (Di Cosmo & Polese, 2016). Justamente esta caracteristica sobre la respuesta de estrés
permite intuir que no solamente estd presente en vertebrados sino también en organismos

invertebrados, como por ejemplo en los animales que conforman la clase de los cefalopodos.



2.2 MODELO DE PULPOS

2.2.1 Caracteristicas generales
Los cefalépodos son organismos bilaterios invertebrados perteneciente al phylum Mollusca

(Fiorito et al., 2015). La palabra “cefalopodo” proviene del griego cabeza-pies o pies en la cabeza,
refiriéndose a la composicion anatdmica de esta clase: cuerpo-cabeza-apéndices, en oposicion a la
composicion anatomica de los vertebrados: cabeza-cuerpo-apéndices (O’Brien et al., 2018).
Actualmente se reconoce la existencia de alrededor de 700 especies vivas de cefalopodos, las cuales
estan divididas en dos subclases, por un lado, la subclase Nautiloidea (Nautilus y Allonautilus)
caracterizada por poseer una concha externa, y, por otro lado, la subclase Coleoidea (sepias,
calamares y pulpos) caracterizada por la ausencia de una concha o estar internalizada (Fiorito et

al., 2015).

Los organismos pertenecientes a la subclase Coleoidea se caracterizan por tener un rapido
crecimiento, un periodo de vida corto y presentar reproduccion semélpara (Xavier et al., 2014),
ademas son organismos exotérmicos que presentan una alimentacion de tipo carnivora y estan
altamente adaptados al ambiente marino (Fiorito et al., 2015). Estos organismos presentan un
repertorio conductual amplio y un sistema nervioso comparable a los vertebrados (en cuanto a la
relaciéon peso cerebro/peso corporal) (Grasso & Basil, 2009; Hochner & Shomrat, 2014),
permitiendo a los cefalopodos poseer sistemas sensoriales agudos y poder adaptar rapidamente su
morfologia y repertorio conductual en ambientes cambiantes (Grasso & Basil, 2009; Zarrella et al.,

2015).

Por estas caracteristicas, la clase de los cefalépodos es considerada la mas compleja dentro
del phylum Mollusca (Fiorito et al. 2014) y uno de los cefalopodos mas estudiados en neurociencias
son los pulpos (Borrelli & Fiorito, 2008; Fiorito et al., 2014). Existen alrededor de 300 especies
reconocidas de pulpos y todas ellas poseen la misma composicion anatémica (Figura 1): en la parte
inferior se encuentran ocho extremidades conocidos como brazos los cuales poseen alrededor de
250 ventosas en cada uno de ellos, estos estan conectados a la cabeza del organismo en donde se
encuentran los ojos, el pico y el ganglio cerebroide y, por ultimo en la parte superior, estos
organismos poseen un cuerpo conocido como manto en donde estan almacenados los 6rganos

internos del pulpo (O’Brien et al., 2018).



"Cabeza"

(Estan los ojos, pico y el ganglio cerebroide)

\

Manto
(Estan los 6rganos internos)

Extremidades
(8 Brazos con 250 ventosas cada uno)

Figura 1. Composicion anatomica general de un pulpo. El cuerpo de un pulpo estd conformado por tres

partes generales: manto, cabeza y extremidades. Comunicacion personal.

Los pulpos no poseen partes duras en su anatomia (a excepcion del pico y la radula) por
consiguiente no poseen un esqueleto rigido que proporcione apoyo y movimiento corporal (Mather,
1998), por lo que el movimiento de los brazos del pulpo es llevado a cabo a través del mecanismo
de hidrostato muscular (O’Brien et al., 2018). Este mecanismo consiste en la asignacion de algunos
musculos que fungen como soporte y otros asignados a la contraccion durante una accion, lo cual
permite que los brazos del pulpo sean increiblemente flexibles, fuertes y con una capacidad de
doblarse en cualquier punto (Mather & Alupay, 2016; O’Brien et al., 2018). Este mecanismo en
los brazos les permite a los pulpos utilizarlos para varios propositos, como la biisqueda de presas,
alimentarse, algunas formas de locomocion, reproduccion, entre otras; de hecho, se considera que
el amplio repertorio conductual que presentan estos organismos es debido en gran parte a la

versatilidad y dinamismo que presentan en los movimientos de sus brazos (O’Brien et al., 2018).

Otra caracteristica importante de los pulpos es la habilidad de cambiar la coloraciéon y
textura de la piel, permitiéndoles imitar patrones de otros organismos y logrando un camuflaje para
evitar depredadores (Amodio et al., 2019). Estos organismos logran cambiar de color a través de

células con pigmentos en su interior llamadas cromatoforos y de células reflectoras de luz llamadas



leucoforos e iridoforos (Mather & Alupay, 2016), las cuales mediante la contraccion y relajacion
de los musculos en donde se encuentren ubicados producen cambios en los patrones de coloracion
dependiendo de la especie (How et al., 2017; Huffard, 2013). Aunado a esto, los patrones de
coloracion son acompafiados por cambios en la textura de la piel a través de la contraccion y
expansion de elementos musculares conocidas como papilas, las cuales pueden producir
protuberancias en la piel o aplanarse por completo (O’Brien et al., 2018). Si bien los cefalopodos
no son los Unicos organismos que pueden cambiar su apariencia, la velocidad con la cual son
controlados los cambios en los patrones corporales de los cefalopodos es rapida, principalmente
debido a que las estructuras responsables estan directamente inervadas por centros neurales en el
sistema nervioso, permitiendo provocar cambios en menos de 30 milisegundos (How et al., 2017;

O’Brien et al., 2018).

Los pulpos, al igual que los demds organismos coloideos, han cambiado fenotipicamente a
lo largo de su evolucion, probablemente debido a las fuerzas de seleccion derivadas de la
competencia por los recursos con los teledsteos y reptiles que habitaban los mares en el momento
en que los cefalopodos coloideos comenzaron a desarrollarse (aproximadamente hace 65 millones
de afios) (Hochner et al., 2006; O’Brien et al., 2018; Vitti, 2013; Zarrella et al., 2015). En este
sentido, la competencia permiti6 que los cefalopodos generaran nuevas estrategias para responder
a esta presion de seleccion, desarrollando capacidades motoras, sensoriales y cognitivas no
presentadas anteriormente y que llevaron en conjunto al desarrollo de un sistema nervioso grande
y con multiples 16bulos para lograr realizar estas capacidades (Grasso & Basil, 2009).

2.2.2 Sistema nervioso de pulpos

A pesar de que los pulpos descienden de otros moluscos simples, han desarrollado de
manera independiente un sistema nervioso grande y complejo en comparacion con otros grupos de
invertebrados (Di Cosmo et al., 2018). Asi pues, los pulpos poseen un sistema nervioso con mas
de 500 millones de neuronas, de las cuales aproximadamente 200 millones de ellas estan
centralizadas en un ganglio cerebroide conformado por tres partes (Figura 2): la region supra
esofagica (SPE), subesofagica (SUE) y dos l6bulos opticos (LO) (Hochner et al., 2006; O’Brien et
al., 2018), mientras que las neuronas restantes se encuentran distribuidas fuera de la cabeza, tanto
en los cordones nerviosos de los ocho brazos como en regiones del manto mediando funciones

vitales y de camuflaje (Huffard, 2013; Imperadore et al., 2017; O’Brien et al., 2018).



Figura 2. Se muestra la localizacion anatdémica del cerebro del pulpo. El cerebro o ganglio cerebroide se
localiza en la cabeza del pulpo y estd conformado por tres estructuras: La region supraesofagica (SPE), la

region subesofagica (SUE) y dos lobulos opticos (LO). Comunicacion personal.

Primeramente, el ganglio cerebroide de los pulpos estd ubicado alrededor del eséfago y esté
dividido en aproximadamente 40 lobulos diferentes que muestran una organizacion tipica de
invertebrados, en la cual los cuerpos de las células neuronales se encuentran en la region exterior
de cada l6bulo, mientras que sus procesos forman un neuropilo central (Deryckere & Seuntjens,
2018; Di Cosmo et al., 2018; Hochner & Shomrat, 2014; Vergara-Ovalle et al., 2022) (Figura 3).
De manera general, las tres estructuras que conforman el ganglio cerebroide se encargan de recibir
las sefales sensoriales, integrar la informacion y procesarla (O’Brien et al., 2018), representando
una serie funcional jerarquica de unidades que modulan diversas funciones del organismo, incluida
la modulaciéon de las visceras, modulacion motora y sensorial de respuestas conductuales y
aprendizaje de distintos tipos (Borrelli & Fiorito, 2008; Hochner et al., 2006; Tricarico et al., 2014).
Dentro de esta organizacion, uno de los l6bulos que mas destacan es el lobulo vertical, estructura
posicionada en la regiéon SPE y que contiene mas del 60 % del numero total de neuronas de la
region en su totalidad (O’Brien et al., 2018). Esta estructura es importante ya que estd implicada
en funciones cerebrales complejas como lo son diversos tipos de aprendizaje y en la memoria a
largo plazo (Hochner & Shomrat, 2014; Shigeno & Ragsdale, 2015), permitiendo una mayor

flexibilidad en el repertorio conductual de los pulpos (Figura 3).
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Figura 3. Lobulos del ganglio cerebroide de pulpo (O. maya). A) Corte sagital del ganglio cerebroide.
Fotografia del tejido fresco en perspectiva ventral B) y dorsal C). Abreviaciones de los l6bulos: Vertical
(LV); Vertical medial (LVm); Superior Frontal (SF); Inferior Frontal (IF); Buccal (Bu); Dorsal Basal
Posterior (Badp); Subvertical Posterior (SubVp); Dorsal Basal Anterior (Bada); Subvertical Anterior
(SubVa); Basal Anterior (BaA); Precommissural (Prec); Basal Medial (Bam): Conexion Posterior pedal—
basal (Con Pe-BaP); Conexion Anterior pedal-basal (Con Pe-BaA); Conexion Brain—brachial (Con Cer-
Bra); Cromatoforo Posterior (ChP); Paliovisceral (PV); Pedal Posterior (PeP); Pedal Anterior (PeA);
PosBraquial (PosBra); PreBraquial (PreBra); Medial Vasomotor (VasMd); Ventral Vasomotor (VenVas);
Sifon Posterior (SifPos); Pedal Posterior (PeP); Pedal Anterior (PeA); PosBraquial (PosBra); PreBraquial
(PreBra); Nervio Braquial 1 (nBral); Nervio Braquial 2 (nBra2); Nervio Braquial 3 (nBra3); Optico (Opt);
Glandula optica (Gopt); Tracto éptico (TrOpt); Nervio Optico (nOpt); Ojo (Eye). Modificado de Vergara-
Ovalle et al., 2022.

Por otra parte, como ya se menciono, dos terceras partes de las neuronas del sistema
nervioso completo del pulpo no se encuentran centralizadas, aproximadamente 300 millones de
neuronas estan localizadas en cordones neurales a lo largo de los ocho brazos, los cuales contienen
ganglios que reciben informacion individualmente por parte de cada ventosa del organismo
(Grasso, 2014). Si bien, la funcién principal que se atribuye a estas neuronas es el control motor
de los brazos, también se sugiere que esta organizacion neural no centralizada podria estar
involucrada en otras funciones, ya que diversos estudios experimentales indican que los brazos
pueden tener cierto nivel de autonomia en respuestas reflejas o en la capacidad para interactuar con
su entorno, esto incluso después de ser desconectado quirtrgicamente del ganglio cerebroide

(Bellier et al., 2017). Por ultimo, los pulpos poseen dos ganglios posicionados en el manto los



cuales se comunican con la regién subesofagica del ganglio cerebroide a través de los nervios
paliales, dichas neuronas se encargan de inervar los musculos del manto y los cromatéforos de la
piel, por lo que estan implicados en procesos como la respiracion y los patrones de coloracion

(Imperadore et al., 2017, 2019).

Otras regiones importantes del sistema nervioso de los pulpos son los centros
neuroenddcrinos, en donde se ha observado que las funciones y mecanismos son muy similares
comparadas con otras phyla como nematodos, artropodos y cordados (Hartenstein, 2006). De
manera general, en animales bilaterios, el sistema endécrino consiste en multiples poblaciones de
células especializadas compactadas en glandulas las cuales se encargan de regular diversos
mecanismos homeostaticos, como por ejemplo la respuesta de lucha y huida que se presenta en la
activacion de la respuesta de estrés en los animales (Hartenstein, 2006). Particularmente en
cefalopodos, existe una estrecha relacion entre el sistema enddcrino y el sistema nervioso debido a
la complejidad que presentan, mostrando un sistema de control de tercer orden lo cual implica que
hay un mayor numero de o6rganos neurosecretores (glandula oOptica, lobulo olfatorio, tracto
reproductivo, tracto Optico, etc.) y de moléculas mensajeras implicadas en el control
neuroendocrino (serotonina, GnRH, NMDA, progesterona y sus receptores, testosterona y sus
receptores, FMRF, entre otras), comparable con el eje HPG (Hipotalamo-pituitario-gonadal) (Di

Cosmo & Polese, 2016; Polese et al., 2015).

El principal centro neuroenddcrino en los pulpos son las glandulas dpticas cuya funcion se
menciona puede ser andloga a la glandula pituitaria de los vertebrados (Wang et al., 2022). Las
glandulas oOpticas estan ubicadas bilateralmente en los tallos 6pticos, incrustadas entre cada uno de
los 16bulos opticos que conforman al ganglio cerebroide (Wang & Ragsdale, 2018). Se sabe que
estas glandulas reciben sefales inhibitorias por parte del nervio de la glandula optica el cual
proviene del l6bulo subpeduncular de la region SPE del ganglio cerebroide (Di Cosmo & Di Cristo,
1998; Iwakoshi et al., 2002; Wang & Ragsdale, 2018). El funcionamiento de la glandula optica
principalmente se ha atribuido a conductas maternas y de reproduccion en donde se sabe que hay
una disminucién de la presencia de estas conductas cuando se hace el retiro quirtirgico de las

glandulas opticas (Wang & Ragsdale, 2018; Wodinsky, 1977).

A través de un andlisis de secuenciacion de RNA se conoce que los sistemas de sefializacion

mas relevantes son a través de péptidos y de esteroides en la glandula optica de los pulpos (Wang



et al., 2022). En este sentido, después del apareamiento, las glandulas Opticas muestran una
disminucién en la expresion de genes que codifican neuropéptidos y un enriquecimiento en la
expresion de genes que codifican enzimas biosintéticas de hormonas esteroides, mostrando que el
tejido neuroenddcrino del pulpo comprende un rico repertorio de esteroles que cambian al
comienzo de la maternidad, durante la primera etapa de crianza y permaneciendo elevadas durante
el periodo materno (Wang & Ragsdale, 2018; Wang et al., 2022). Como puede observarse, la
glandula optica es un 6rgano sumamente importante para la sefalizacion de hormonas, siendo la
fuente de multiples moléculas de sefializacion incluidos neuropéptidos, hormonas, catecolaminas
y glucocorticoides, los cuales pueden fluir a través del torrente sanguineo para regular las funciones
de otros o6rganos (Dominguez-Estrada et al., 2022; Wang & Ragsdale, 2018).
2.3 RESPUESTA DE ESTRES EN PULPOS

Diversas evidencias sugieren que los sistemas de neurotransmision (Edsinger & Ddlen, 2018;
Malham et al., 2002), asi como conexiones neuroendocrinas y de sistema inmune relacionadas a la
respuesta de estrés estdn conservados tanto en vertebrados como en invertebrados (Di Cosmo &
Polese, 2016), demostrando que, a pesar de las diferencias en los caminos evolutivos y las
diferencias en la configuracion del sistema nervioso, la respuesta de estrés puede caracterizarse en

estos organismos.

Algunos experimentos han demostrado que la respuesta de estrés estd presente en el orden
Octopoda, ya que la variacion de las condiciones de laboratorio en las que se mantienen a los
ejemplares pueden ser altamente estresantes, como por ejemplo cambios en la temperatura,
privacion de comida, calidad del agua, salinidad, altos niveles de amonio, peceras con pocos
estimulos e incluso la sola manipulacion por parte del investigador (Fiorito et al., 2014; Malham et
al.,2002; Xu & Zheng, 2018; Yasumuro & Ikeda, 2011), los cuales se desarrollaran a continuacion.

2.3.1 Efectos fisiologicos
Malham et al., (2002) demostraron que la privacion de oxigeno mediante la exposicion a
aire durante 5 minutos en la especie de pulpo E. cirrhosa (una practica comun en la manipulacion
de los ejemplares), resulto en la activacion de la respuesta de estrés a nivel fisioldgico, encontraron
que los niveles de noradrenalina y dopamina en hemolinfa aumentaron de manera transitoria
inmediatamente después de la exposicion a este estresor, regresando a niveles basales después de
30-60 minutos de finalizada la exposicion. Este resultado indica que la liberacion de catecolaminas

inducido por estrés es un proceso no sélo presente en mamiferos, sino que también esta conservado
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en el phylum de los moluscos (ademés también presente en otras clases de moluscos como bivalvos
y gastropodos). Ademas de esto, se encontrd una activacion de la respuesta inmune disminuyendo
la cantidad de hemocitos en hemolinfa inmediatamente después del estresor, asi como un aumento
en la actividad fagocitica de estos y un aumento en la liberacion de especies reactivas de oxigeno,
demostrando asi una primera aproximacion en cuanto a la relacion entre el estrés, el sistema

neuroendocrino y el sistema inmune en pulpos (Di Cosmo & Polese, 2016).

Por otra parte, Lopez-Galindo et al. (2019) han dilucidado los efectos que puede provocar
un estrés térmico de altas temperaturas en el éxito reproductivo de pulpos macho de la especie O.
maya mediante la exposicion a tres diferentes temperaturas (24° C, 28° C y 30° C) encontrando que
aquellos pulpos expuestos a altas temperaturas (28° C y 30° C) presentaban un incremento en el
nimero de hemocitos, una disminucion en el rango de consumo de oxigeno y un proceso de
inflamacion en los 6rganos reproductivos, afectando no solamente el desempefio reproductivo sino
también la salud de los ejemplares utilizados. Estos resultados que también se han observado en
hembras de la misma especie de pulpo asi como en su descendencia (Juarez, et al., 2015; Juarez, et

al., 2016).

Desafortunadamente la informacion acerca de la evaluacion de la respuesta de estrés en
pulpos es escasa aun. Los estresores utilizados en los estudios anteriores tuvieron efectos
fisiologicos en los pulpos, sin embargo, no se han considerado otro tipo de efectos como por
ejemplo a nivel neurobioldgico y conductual, las cuales son variables que tomar en cuenta cuando
se habla de estresores ambientales.

2.3.2 Efectos conductuales

De manera descriptiva, hay algunas evidencias acerca de cambios conductuales derivados
de un estimulo aversivo. Por ejemplo, Packard & Sanders (1971) reportaron patrones conductuales
de enroscamiento o curvatura de uno o todos los brazos en O. vulgaris jévenes como una respuesta
de defensa ante estimulos aversivos como el acercamiento de otro pulpo. Algo parecido lo reporta
Mather (1998), en donde describe la postura denominada “retroflex”, una postura defensiva
desplegada contra la presencia de depredadores y otros pulpos en la cual los brazos estan
enroscados hacia la cabeza y el manto, presentada mayormente dentro de una guarida y adherido a
alguna superficie (Mather & Alupay, 2016). Ademas, se ha descrito ampliamente la postura

“Flamboyant”, una postura criptica estereotipada presente en especies jovenes de pulpo: O.
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vulgaris, Enteroctopus dofleni, Abdopus aculeatus, Octopus chierchiae, Octopus gorgonus y
Octopus joubini (Huffard, 2007, Mather & Alupay, 2016; Mather, 1998; Packard & Sanders, 1971),
la cual se caracteriza por una separacion y enroscamiento de los brazos ventrales hacia arriba y un
enroscamiento de los brazos dorsales en forma de hélice, ademas el manto se mantiene en forma

de ojiva y las papilas del pulpo se encuentran levantadas (Mather & Alupay, 2016).

Por otra parte, Feyjoo et al. (2011) estudiaron los efectos de la exposicion a diferentes
concentraciones de amonio (NH3) y nitritos (NO2), dos productos del catabolismo de las proteinas
comunes de encontrar en la acuacultura de pulpos, cuya acumulacién ha demostrado ser toxico en
paralarvas de O. vulgaris. Mediante la evaluacion de la supervivencia, alimentacion, y control de
cromatoforos en las paralarvas, ellos reportaron un aumento en el porcentaje de mortalidad, una
disminucién del consumo de artemias y una disminucion en la habilidad de los cromatoforos de
responder y de mantener la respuesta a estimulos; estos efectos fueron mas pronunciados conforme
las concentraciones de NH3 y NO2 aumentaban. Esto nos indica que un estresor ambiental como
lo es un aumento en los niveles de amonio y nitritos esta afectando no solamente el sistema nervioso
de los ejemplares, sino también un efecto a nivel conductual en las paralarvas de los pulpos en la
especie O. vulgaris (Feyjoo et al., 2011).

2.3.3 Efectos neuroendocrinos

La evidencia sobre la caracterizacion de hormonas que pudieran relacionarse a la respuesta

de estrés en pulpos no es amplia, sin embargo, hay algunas evidencias que muestran la presencia

de glucocorticoides en los pulpos y su relacion con estresores ambientales.

Se ha logrado caracterizar la presencia de corticosterona (CORT) en la especie de pulpo E.
dofleni, esto mediante la medicion no invasiva en las heces fecales de estos organismos mediante
técnicas de inmunoensayo (Larson & Anderson, 2010) (Tabla 1). En este estudio se demostr6 que
los niveles de CORT fecal aumentaron después de la exposicion a tres diferentes tipos de estresores
(movimiento de los ejemplares de un tanque de agua a otro, inyeccion de ACTH e inyeccion de
solucion salina), mostrando no solamente la presencia y caracterizacion de esta hormona en el
organismo de los pulpos, sino que también probablemente esta hormona puede tener una funcion
similar a la que se ha visto en vertebrados ya que el pico mayor de CORT reportado fue después
de la inyeccion de ACTH, mostrando una posible similitud en los mecanismos de accion en la

liberacion de la CORT en respuesta a eventos estresantes, siendo un precedente importante para
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conocer la posible conexion entre el sistema endocrino y el sistema nervioso (Di Cosmo & Polese,

2016).

Por otra parte, a través de otra medicion no invasiva mediante raspados de piel en los
pulpos, se ha logrado evaluar de manera efectiva diferentes hormonas con la intencién de obtener
indicadores tanto de estados reproductivas como de estresores agudos (Chancellor et al., 2021).
Para esto, utilizaron como estresor el perseguimiento de los ejemplares alrededor del acuario
mediante una red durante 5 minutos, evaluando en intervalos de 15 minutos los niveles de cortisol
posterior al estrés. Lo que estos autores encontraron fue que ejemplares en etapa reproductiva
respondieron al estresor con un pico ce cortisol dos veces mayor a los 15 y 90 minutos después de
finalizado el estresor, en comparacion con los niveles de cortisol medidos previo al estrés. Ademas,
también reportaron que ejemplares en estado de senescencia mostraron niveles mas altos de
cortisol, en comparacion con los ejemplares en etapa reproductiva, indicando posiblemente que la
senescencia podria ser un estado de estrés cronico en donde las vias del cortisol pueden mantenerse

alteradas (Chancellor et al., 2021) (Tabla 1).

Tabla 1. Evidencias en donde se ha investigado la presencia de glucocorticoides en pulpos después de un

estresor.
. Molécula Tipo de Resultado posterior
Referencia P Estresor utilizado
evaluada Muestra al estresor
Movimiento de una pecera a|Aumento de CORT
Larson & Anderson, )
2010 CORT Heces fecales | otra/ Inyeccion de ACTH/|después de cada
Inyeccion de solucion salina estresor.
Chancellor et al., Raspados  de | Perseguimiento de los )
Cortisol ) ) ) Aumento de cortisol.
2021 piel ejemplares mediante una red.

Como se ha evidenciado, las pocas evaluaciones del estrés en pulpos provienen de estudios en
acuacultura, centrandose solamente en los efectos fisiologicos que se producen en el desarrollo,
reproduccidn y crianza. Sin embargo, no se estan considerando los posibles efectos neurobiologicos
y conductuales, los cuales al desconocerse podrian estar afectando los resultados obtenidos en

estudios relacionados con la cognicion. Ademads, las pocas evidencias conductuales provienen de
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investigaciones muy antiguas en donde se reporta la evaluacion del estrés desde un nivel anecdético
y sin tener una unidad de medida cuantificable de la conducta que sea objetiva y replicable entre
los organismos. Es por eso por lo que, el objetivo general de esta investigacion fue evaluar la
respuesta de estrés en ejemplares jovenes de O. maya de manera conductual y neurobioldgica,
evaluando los efectos provocados por la exposicidon a un estresor ambiental que puede ocurrir en
condiciones de laboratorio (luz intensa), cuantificando los efectos y caracterizando un posible

marcador biologico de la respuesta de estrés en estos organismos.

3 JUSTIFICACION
El uso de cefaldopodos en investigacion estd tomando mucha fuerza en los ultimos afos,

principalmente en el campo de las neurociencias; una de las principales razones para esto se debe
a la inclusion en el afio 2013 de estos organismos en la regulacion de animales experimentales en
investigacion en la Union Europea por la Directive 2010/63/EU (Di Cristina et al., 2015). Es decir,
bajo esta legislacion las 700 especies vivas de cefalopodos tienen el mismo estatus legal que los
vertebrados en relacion con su uso experimental en investigacion, poniendo un énfasis en la
aplicacion de los principios de Reemplazo, Reduccion y Refinamiento de las "3Rs" formulados por

Russell y Burch en 1959 (Smith, et al., 2013).

Fiorito et al. (2014) mencionan que una de las anticipaciones que se pensaron sobre la Directive
2010/63/EU fue que proporcionara un estimulo para la investigacion en neurociencia en
cefalopodos, ya que incrementar el conocimiento sobre el bienestar de estos organismos requiere
generar conocimiento desde distintas areas de investigacion bioldgica y de neurociencia. Bajo esta
perspectiva, una de estas areas de investigacion es el analisis fisioldgico y evaluacion del estrés, en
la cual existe muy poca investigacion en cefalopodos, y la poca informacion existente simplemente
se queda en la medicion fisioldgica del estrés o en relatos descriptivos de los organismos, dejando

de lado la evaluacion y cuantificaciéon conductual.

Por lo tanto, hace falta estandarizar la evaluacion conductual de la respuesta de estrés en pulpos
mediante la identificacion de estimulos ambientales que puedan modificar el comportamiento y
cognicidn de los ejemplares para una mejor interpretacion de resultados obtenidos en investigacion
en estos organismos. La evaluacion de la respuesta de estrés en una especie de pulpo (O. maya)
nos proporcionara evidencia que ampliard la informacion fisioldgica previamente obtenida en otras

especies, ademds de proporcionar un punto de referencia para que otros investigadores que
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comiencen con la investigacién con pulpos puedan evaluar de una manera rapida y eficiente el
bienestar de los organismos que utilizaran por medio de la conducta y asi, evitar la presencia de

variables extrafias que afecten el despliegue conductual en tareas relacionadas con la cognicion.

4 OBJETIVOS E HIPOTESIS
General
- Evaluar los cambios conductuales y neurobioldgicos en la especie de pulpo O. maya
producidos durante la exposicidon a un estresor ambiental de luz presentado de manera

aguda.
Especificos

- Determinar el estimulo estresor a utilizar en el procedimiento experimental mediante la
Prueba de Preferencia de Lugar donde se evaluara la preferencia/aversion entre una longitud
e intensidad de luz estandar (roja 30 1x) y una luz de alta intensidad (blanca 130 Ix).

- Evaluar los cambios conductuales provocados en O. maya durante la exposicion aguda a
un estresor ambiental de luz, esto mediante la cuantificacion de las conductas de reposo
(reposo dentro de guarida, reposo fuera de guarida y reposo total) y de locomocion (arrastre,
deslizamiento, escalamiento, propulsion y salto en conchas).

- Caracterizar la expresion de CORT en regiones del sistema nervioso central de O. maya
(ganglio cerebroide) como biomarcador relacionado con la respuesta de estrés.

HIPOTESIS

- Se observara una aversion conductual a la luz de mayor intensidad (blanca 1301x) durante

la Prueba de Preferencia de Lugar.

- La exposicion a estrés agudo por luz intensa provocara un aumento en las conductas de

locomocion en la especie de pulpo O. maya.

- La exposicion a estrés agudo por luz intensa provocara una disminucion en las conductas

de reposo en la especie de pulpo O. maya.

5 MATERIALES Y METODOS

51 SUJETOS
Se utilizaron ejemplares jovenes de O. maya (6 - 20 g) criados en cautiverio y provenientes del

Laboratorio de Ecofisiologia Aplicada en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion
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UNAM ubicada en Sisal, Yucatan, México. Los ejemplares fueron enviados y transportados a la
Facultad de Psicologia UNAM en la Ciudad de México y se alojaron en compartimentos
individuales de dos peceras hogar grandes de 120cm x 40cm x 40cm (largo, ancho y alto
respectivamente) con capacidad de alojamiento para 3 ejemplares cada una. Las peceras contienen
un sustrato natural de arena o grava, conchas de diversos tamaios, tubos de PVC fungiendo como
guarida y estuvieron iluminadas por una luz roja de 30 Ix en un ciclo de luz-oscuridad 12-12, de

acuerdo con la ecologia del ambiente natural de la especie.

El agua salada artificial utilizada se prepard con sal de la marca Instant Ocean y se mantuvo en
constante circulacion a través de un sistema cerrado de filtrado sump (filtro externo), ademas de
ser filtrada a través de skimmers (espumadores), filtros UV y esponjas con bacterias
desnitrificantes. Las condiciones se mantuvieron en niveles estdndar de salinidad de 3.5%, pH de
7.8-8.3, temperatura de 25 °C + 3°C y niveles de nitritos y de amonio bajos (entre 0-0.1). Las
mediciones de todos los pardmetros de las peceras se evaluaron cada tercer dia durante la primera
semana correspondiente a la aclimatacion y semanalmente durante el resto del tiempo de
alojamiento. Los ejemplares se alimentaron dos veces al dia (10:00 hrs y 18:00 hrs) con trozos de
camarén o tentaculo de calamar congelados. Cabe mencionar que las caracteristicas de las
instalaciones utilizadas estan basadas completamente en las condiciones ya estandarizadas en las
que se mantienen a los organismos en el Laboratorio de Ecofisiologia Aplicada en la Unidad

Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion UNAM (Rosas et al., 2014).

Antes de comenzar con los experimentos se llevd a cabo un proceso de aclimatacion a las
peceras hogar, esto para evitar que el estrés provocado en los organismos (debido al procedimiento
de transportacion y manipulacion para la aclimatacion a las peceras) pudiera afectar la conducta y
por consiguiente las observaciones del registro conductual. Por esta razon las videograbaciones se
realizaron después de un periodo de 1 semana posterior a la llegada de los ejemplares, teniendo
como pardmetro de aclimatacion total al sistema de peceras la apropiacion de algin espacio u

objeto dentro de la pecera donde el ejemplar pasa la mayoria del tiempo y sea utilizada de guarida.

5.2 CARACTERIZACION DEL ESTRESOR

5.2.1 Prueba de Preferencia de lugar
Para poder determinar la longitud de onda del estresor de luz utilizado en el procedimiento

experimental, primero se realiz6 una prueba de preferencia de lugar (PPT por sus siglas en inglés:

Place Preference Test) en la cual se evalud la preferencia y no preferencia por una longitud de onda
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determinada. La tunica referencia en la literatura en donde se haya adecuado este protocolo en
pulpos es el realizado por Edsinger & Dolen (2018) con el objetivo de evaluar el efecto del MDMA
(éxtasis) en la regulacion de conductas sociales. No obstante, para fines de este proyecto, la prueba

se adecuo de acuerdo con las variables a estudiar.

Para ello se construy6 una pecera experimental con unas dimensiones de 60x40x30 (largo,
ancho y alto respectivamente en centimetros) dividida en tres compartimientos iguales y separados
por dos acrilicos con aberturas, las cuales permiten el acceso a cada uno de los compartimentos
(Figura 4). El compartimento de la izquierda y el compartimento de la derecha albergaron una de
las dos luces con longitudes de onda diferentes a poner a prueba, por lo cual ambos espacios
presentaron condiciones iguales; colocando un tubo de PVC como guarida del mismo tamafio, asi
como la misma cantidad de arena como sustrato para mantener las mismas condiciones en ambos
lados y evitar sesgos. Por otro lado, el compartimento central tuvo como objetivo ser el lugar de
inicio de la prueba en donde se colocaba al ejemplar para iniciar la evaluacion. Ademas, en el
compartimento central se alojaron todos los aditamentos necesarios para mantener el agua en
adecuadas condiciones (un filtro para mantener el flujo constante del agua, un calentador a la
misma temperatura de las peceras hogar y una bomba de oxigeno para mantener adecuados niveles
de oxigenacion en el agua). Asimismo, para cuidar que el movimiento y flujo de agua fuera el
mismo en ambos lados, se construyd un sistema de tubos en forma de T conectados a la boquilla
del filtro de agua, en donde cada una de las salidas caia tanto en el compartimento izquierdo como
en el derecho, generando que el flujo del agua fuera constante e igual para ambos espacios,
permitiendo un mayor control en la calidad del agua, asi como de las variables presentes en la

pecera experimental.
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Figura 4. Fotografias de la pecera experimental construida para la prueba de preferencia de lugar (PPT). A)
Imagen en donde se pueden apreciar las divisiones de la pecera experimental mediante dos acrilicos con
aberturas, permitiendo el paso del ejemplar hacia cualquiera de los dos compartimentos. B) Imagen de la
pecera experimental durante la prueba de preferencia, mostrando ya colocadas las luces en cada
compartimento. C) Imagen del sistema de tubos PVC en forma T que se construy6, en donde el agua sube
de manera vertical mediante el filtro de agua y es llevada a cada uno de los brazos, provocando una caida

de agua equitativa en cada uno de los compartimentos con luces.

Para esta prueba se utilizaron cinco ejemplares de pulpo, los cuales después de ser
aclimatados a las condiciones del sistema en las peceras hogar, fueron expuestos a dos luces
diferentes en la pecera experimental por 12 horas (08:00-20:00 hrs) durante 3 dias (36 horas de
exposicion en total), manteniendo un ciclo de luz oscuridad 12/12 (las luces permanecian apagadas

de 20:00-08:00 hrs) (Figura 5).

Las dos luces que se utilizaron fueron las siguientes. Por una parte, se utilizé una luz roja
(620-780 nandmetros) con una intensidad de 30 Ix, la cual es una intensidad que es utilizada en

condiciones control ya que ha demostrado que en estas condiciones los organismos de la especie
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O. maya pueden crecer y desarrollarse adecuadamente (Rosas et al., 2014). La segunda luz utilizada
fue una luz blanca de alta intensidad (130 1x) la cual se propuso con base en descripciones
anecdoticas trabajando con estos organismos, asi como en estudios preliminares realizados
anteriormente (Gonzélez-Navarrete et al., 2019), en donde se observo una posible aversion de los
ejemplares hacia este tipo e intensidad de luz. La combinacion de luces utilizada fue invertida a la
mitad de la exposicion total (a la mitad de la exposicion en el dia 2 de la prueba, especificamente
a las 14:00 hrs) (Figura 5), esto con la finalidad de evitar un posible sesgo espacial y que la
preferencia observada del organismo sea realmente por la variable de luz y no por haber elegido al

azar alguno de los dos espacios de la pecera experimental.

Para el registro se llevaron a cabo videograbaciones continuas durante las 12 horas de
exposicion a las luces (se inicié grabacion a las 08:00 hrs. y se finaliz6 a las 20:00 hrs.) durante los
tres dias de la prueba de preferencia de lugar, tomando como parametros conductuales a evaluar el
tiempo que pasaron en cada uno de los compartimentos, asi como las conductas de locomocién y
reposo de los organismos (detalladas mas adelante). Edsinger & Dolen (2018) realizaron una
prueba de preferencia para evaluar conductas sociales, con sesiones de prueba de 30 minutos. Aqui
se decidié utilizar un tiempo mucho mas amplio ya que ain no estan estandarizadas este tipo de
prueba en pulpos y seria un error establecer un tiempo similar al que se utiliza en roedores ya que
son especies con caracteristicas y despliegue conductual diferentes. La longitud de onda menos
preferida después de estas exposiciones fue propuesta como estresor a utilizar en la exposicion a
estrés en el procedimiento experimental. Cabe mencionar que los periodos de alimentacion se
mantuvieron en el mismo horario (10:00 y 17:00), asi como la evaluacion de los pardmetros de las

peceras.

14:00 hrs.

30 Ix 130 Ix 130 Ix 30 Ix
o XYV L5 Ao
2 3 705 B B
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Figura 5. Se muestra el procedimiento de la prueba de preferencia de luz para ambas combinaciones. Los
ejemplares fueron expuestos a dos luces diferentes en la pecera experimental por 12 horas (08:00-20:00 hrs)
durante 3 dias (36 horas de exposicion en total), manteniendo un ciclo de luz oscuridad 12/12 (las luces
permanecian apagadas de 20:00-08:00 hrs). La combinacion de luces utilizada fue invertida a la mitad de la

exposicion total (a la mitad de la exposicion en el dia 2 de la prueba, especificamente a las 14:00 hrs)
5.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

De acuerdo con los resultados obtenidos en la PPT, la luz blanca (1301x) fue el estimulo de
menor preferencia en los ejemplares, lo cual coincide con resultados previamente obtenidos en el
laboratorio (Gonzalez-Navarrete et al., 2019). Por esta razon, se decidi6 utilizar la luz blanca como
estresor en el procedimiento experimental. Se utilizaron ejemplares diferentes a los utilizados en
PPT, los cuales fueron divididos al azar en dos grupos: un grupo control al cual no se le expuso a
ningun estresor y se mantuvo en las condiciones estandar previamente mencionadas (N=2) y un
grupo experimental expuesto a estrés agudo a una luz blanca de 130 Ix durante 12 horas continuas
(N=2). El procedimiento experimental se realizé tanto en las peceras hogar como en una pecera

experimental externa.

En el caso de la exposicion en las peceras hogar, las luces se colocaron justo por encima de las
peceras a una distancia de 20 cm con respecto a la tapa durante 12 horas continuas, empezando la
exposicion a las 08:00 hrs y finalizando a las 20:00 hrs del mismo dia. Mientras que, para la
exposicion en la pecera experimental externa, se utilizo la pecera descrita y utilizada en la PPT
(seccion 5.2), pero se cambiaron los acrilicos con aberturas utilizados en PPT por otros acrilicos
sin las aberturas, para de esta manera evitar el paso de los ejemplares hacia el centro, generando
dos camaras individuales de alojamiento para la exposicion a las luces. Cabe mencionar que estos
acrilicos nuevos tenian agujeros pequenos a lo largo y ancho para permitir el correcto flujo de agua,

pero evitando el escape del ejemplar del compartimento individual.

Para la exposicion, primero se llevé a cabo el procedimiento de traslado de los ejemplares de
las peceras hogar a la pecera experimental de manera cuidadosa y rdpida para evitar lo menos
posible la exposicion a aire de los ejemplares, esto 12 horas antes del comienzo de la exposicion
para una correcta aclimatacion de los ejemplares a la pecera experimental y asegurar que las
conductas presentadas no se deban a la novedad del cambio de habitat sino a la luz blanca. El
parametro de aclimatacion fue el mismo utilizado en las peceras hogar. La exposicion a las luces

en la pecera experimental fue igual a la exposicion en las peceras hogar (aguda, durante 12 horas
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de 08:00-20:00 hrs del mismo dia). Una vez terminadas las horas de exposicion para cada grupo se
regresaron a las condiciones estandar con luz roja de 30 Ix de intensidad. Es importante mencionar
que durante toda la exposicion se monitoreo de manera constante la salud y bienestar de los
organismos de acuerdo con la guia para el cuidado y bienestar de los cefalopodos en la
investigacion (Fiorito, et al., 2015).

5.4 EVALUACION DE EFECTOS CONDUCTUALES.

5.4.1 Registro conductual
La evaluacion conductual se realizd6 mediante un registro de tipo continuo a través de

videograbaciones de 12 hrs durante la exposicion al estresor, tanto para el grupo control como para
el grupo experimental (de 08:00 hrs a 20:00 hrs). Se evaluaron las conductas de locomocién y de
reposo de los pulpos (descritas mas adelante). Para esto se utilizaron videocamaras HD 1080 mp
de la marca Sony montadas en un tripi¢ a 70 cm de distancia de las peceras y conectadas a una
computadora para almacenamiento y analisis posterior del video.
5.4.2 Analisis conductual

Para el andlisis conductual se evaluaron las categorias conductuales de locomocién y
reposo. La eleccion de estas conductas se baso en las descripciones realizadas en el etograma
especifico en condiciones de laboratorio de O. maya (Gonzalez-Navarrete, 2021; Gonzalez-
Navarrete et al., 2023), las cuales se describiran a continuacion. Para los andlisis se registraron el
tiempo y la frecuencia de las conductas.

5.4.2.1 Conductas de reposo
Son conductas relacionadas con la inactividad del ejemplar, en ocasiones van acompafiados

de un reacomodo del cuerpo, tanto dentro como fuera de la guarida (Figura 6A).

Dentro de guarida: El pulpo estd parcialmente dentro de la guarida con su brazo delantero
dispuesto en forma de bigote, de manera que el manto y la mitad de los brazos estan dentro mientras
que la cabeza y la otra mitad de los brazos estan afuera. Este comportamiento puede ir acompanado
de una reorganizacion de todo el cuerpo sin cambiar la posicion general de la conducta. Ademas,

los ojos estan extendidos y mirando al frente (Figura 6B).

Fuera de guarida: Para este comportamiento el pulpo se encuentra fuera de la guarida sin
presentar actividad de movimiento, con los brazos relajados y extendidos alrededor del cuerpo.

Este comportamiento puede ocurrir en el fondo o en las paredes del tanque y puede ir acompanado
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de una reorganizacion de todo el cuerpo sin cambiar la posicion general del comportamiento

(Figura 6C).

Reposo total: El organismo se encuentra completamente dentro de la guarida sin presentar
actividad visible, puede estar adherido completamente a una de las superficies de su guarida (Figura

6D).

6A

Figura 6. Conductas de reposo de O. maya. A) Dibujo de O. maya. B) Reposo dentro de guarida: No hay
actividad dentro de la guarida. C) Reposo Fuera de guarida: Sin actividad fuera de la guarida. D) Reposo
total: Completamente dentro de la guarida y sin mostrar ninguna actividad aparente. (Gonzalez-Navarrete
et al., 2023).
5.4.2.2 Conductas de locomocion
Son conductas relacionadas con la actividad, caracterizada por diferentes formas de

movimiento del pulpo a lo largo del ambiente (Figura 7).

Arrastre: Tipo de locomocion en el fondo del tanque mediante el movimiento de los ocho brazos
juntos. Este comportamiento ocurre cuando el pulpo sale de la guarida y explora el entorno durante

los periodos de actividad (Figura 7A).

Deslizamiento: En este tipo de locomocidn, el pulpo se mueve en el fondo del tanque con solo el
cuarto y quinto brazo, mientras que el resto de los brazos estan parcialmente enrollados hacia la
parte posterior del cuerpo y no tocan el fondo. Esta locomocién se produce cuando la distancia a

recorrer es corta (Figura 7B).
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Escalamiento: El organismo recorre las paredes de la pecera de manera ascendente, descendente
y horizontal extendiendo los ocho brazos para moverse. Esta conducta se presenta cuando el
organismo escanea el entorno fuera de su guarida durante los periodos de actividad del dia (Figura

70).

Propulsion: El organismo hace uso de un chorro de agua a través del sifon para moverse de un
lugar a otro de manera mas rapida. En esta conducta la posicion del cuerpo del organismo es
diferente, ya que el manto va por delante y las extremidades quedan en la parte de atras. Por lo
general, esta conducta se presenta cuando el organismo necesita escapar o aproximarse a otro

organismo (Figura 7D).

Salto en conchas: El organismo se mueve en la pecera mediante saltos, utilizando como superficie
los objetos que se encuentran disponibles en el fondo de la pecera, como por ejemplo conchas o

piedras que se encuentran cercanas entre si y posandose sobre ellas (Figura 7E).

Figura 7. Conducta de locomocion de O. maya. A) Arrastre: tipo de locomocion en el fondo de la pecera

mediante los ocho brazos juntos. B) Deslizamiento: el pulpo se mueve en el fondo de la pecera unicamente
con dos brazos (cuarto y quinto). C) Escalamiento: locomocion de manera ascendente, descendente y
horizontal a lo largo de las paredes de la pecera. D) Propulsion: el pulpo hace uso de un chorro de agua para
moverse de un lugar a otro. E) Salto en conchas: locomocion mediante saltos utilizando objetos dentro del

fondo de la pecera (conchas o piedras) (Gonzalez-Navarrete et al., 2023).
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5.5 EVALUACION DE CORTICOSTERONA (CORT) EN SISTEMA NERVIOSO
Debido a las evidencias que se han recopilado sobre la CORT en pulpos (Chancellor et al.,

2021; Di Cosmo & Polese, 2016; Larson & Anderson) (Tabla 1), la cuantificacion de los niveles
circulantes de CORT se puede establecer como una propuesta viable para caracterizar la respuesta
de estrés. No obstante, la caracterizacion de esta hormona en el sistema nervioso de pulpo es nula,
siendo esta la primera ocasion en la cual se trata de caracterizar esta hormona de manera
neurobiolédgica en los pulpos.
5.5.1 Obtencion del tejido
Se utilizaron 4 ejemplares jovenes de O. maya. Los sujetos utilizados tanto del grupo
control (N=2) como del grupo experimental (N=2) fueron sacrificados mediante el uso de anestesia
(etanol 3.5% en agua marina) y una vez que los ejemplares ya no presentaban una respuesta
conductual o de coloracion a estimulos externos (estimulos tactiles en ojos, manto y brazos, ruido
o manipulacion) se procedid a colocarlos en tubos Falcon de 50ml con agua salada (3.5% salinidad)
y se congelaron a -20°C para la posterior extraccion del ganglio cerebroide y analisis de CORT.
5.5.2 Extraccion del ganglio cerebroide
Para la extraccion del ganglio cebroide de los ejemplares se siguio el protocolo estandarizado
en el Laboratorio de Neuropsicofarmacologia por Vergara-Ovalle (2023) el cual es descrito a

continuacion.
- Se separan el manto y los brazos, dejando solo el segmento que contiene los ojos y el craneo.

- Se separa el craneo del tejido muscular y se obtiene el craneo, el cual tiene forma triangular,
dos de los lados corresponden a las cuencas donde se ubican los ganglios opticos, y el tercer

lado corresponde a la region dorsal. La parte superior del craneo es ligeramente redondeada.

- Se corta el vértice entre los dos lados con las cuencas de los ojos y desde alli se hacen cortes

hasta el orificio de la via optica, en el centro de cada lado del craneo.
- Estos cortes permiten abrir la parte superior del craneo, exponiendo asi el cerebro.

- Se toma como referencia el l6bulo vertical, ya que es rapidamente identificable por sus

caracteristicos surcos.

- Finalmente, se separa cuidadosamente el cerebro, cortando los nervios de la region inferior

y se limpian los restos de cartilago.
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5.5.3 Diseccion de 16bulos
Una vez obtenido el tejido nervioso, se procedio a realizar la diseccion de los 16bulos del

ganglio cerebroide a utilizar, tomando como guia el trabajo realizado por Vergara-Ovalle et al.
(2022). Debido al tamafio de los ejemplares utilizados y al tamafio del ganglio cerebroide de los
mismos, se decidié hacer un analisis general de las regiones totales correspondientes a la region
supraesofagica (SPE), subesofagica (SUB) y de los 16bulos opticos derecho (LOD) e izquierdo
(LOD).
5,54 ELISA

El analisis se llevo a cabo mediante el kit para CORT de ARBOR ASSAY (Corticosterone 5-

Pack) con numero de catalogo K014-HS5 y numero de lote 20Cs020a. El ensayo se llevo a cabo de

acuerdo con las especificaciones del protocolo del kit.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizo el software Prisma Graphpad para realizar los analisis estadisticos. Debido al tamafio

de la muestra utilizada en los experimentos, se utilizaron pruebas estadisticas de distribucion libre
para los andlisis estadisticos. Para los datos obtenidos en la prueba de preferencia de lugar (PPT)
se utiliz6 la prueba no paramétrica Kruskall Wallis seguida de una prueba multiple de comparacion
de Dunn, comparando los tiempos totales, asi como las conductas de locomocion y reposo
registradas en cada compartimento (tiempo y frecuencia), realizando la sumatoria de los tres dias
que dur6 la prueba. En el caso de la exposicion al estresor, para la comparacion entre los grupos
control y experimental se utiliz6 la prueba no paramétrica para grupos independiente U de Mann
Whitney. Este andlisis se hizo para los datos conductuales de tiempo y frecuencia de ambos grupos,
asi como también para los niveles de CORT obtenidos. El valor establecido para rechazar la
hipotesis nula fue un alfa menor que 0.05. Los datos son reportados como mediana y rangos

intercuartilicos.

6 RESULTADOS
6.1 PRUEBA DE PREFERENCIA DE LUGAR (PPT)

6.1.1 Tiempo en compartimentos
Se evaluaron a 5 ejemplares juveniles de O. maya en la prueba de preferencia de lugar,

encontrandose que hubo una menor preferencia en tiempo por el compartimento con luz blanca
(130Ix) en comparacion con el tiempo que pasaron en el compartimento con luz roja (301x) (Figura

8).
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Se llevo a cabo una prueba no paramétrica Kruskall-Wallis comparando el tiempo que
pasaron en cada uno de los compartimentos (H=4.860), sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0.0853)). No obstante, se puede observar una tendencia en el
tiempo mostrado por los ejemplares, pasando un menor tiempo en el compartimento blanco en
comparacion con el compartimento rojo (Figura 8A). Esta tendencia se mantuvo incluso
observando los perfiles de manera individual de cada uno de los ejemplares utilizados, siendo solo
el ejemplar nimero 5 el que tuvo un perfil conductual distinto a los demas, con tiempos muy
similares en cada compartimento (Figura 8B). Ademas, se puede observar que los ejemplares 4 y
5 en general presentaron un perfil conductual distinto a los demas ejemplares, esto probablemente
pudo deberse a que estos provenian de un envio diferente, aunado a que fueron evaluados durante

el mes de mayo en donde se presentan temperaturas muy altas, pudiendo afectar el despliegue

conductual de los ejemplares.
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Figura 8. Resultados de tiempo de PPT en O. maya. A) Tiempo (horas) que pasaron en cada uno de los
compartimentos de la prueba de preferencia de lugar. B) Tiempos (horas) individuales de cada ejemplar.
Para el analisis se considerd la sumatoria por los 3 dias de duracion de la prueba (36 horas en total). Los

datos son reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

6.1.2 Conductas de reposo (Reposo Dentro de Guarida, Fuera de Guarida y
Reposo Total)

Con respecto a las conductas de reposo presentadas en PPT se utilizaron 3 ejemplares para
los analisis, agrupando los tiempos de las 3 conductas de reposo en cada uno de los compartimentos

para un mejor analisis de los datos (Figura 9).

Se llevé a cabo una prueba no paramétrica Kruskall-Wallis comparando el tiempo en

conductas de reposo que pasaron en cada uno de los compartimentos (H=4.860), encontrandose
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diferencias estadisticamente significativas (p=0.0107) Posteriormente al realizar la prueba multiple
de comparacion de Dunn, se encontré diferencias estadisticamente significativas entre el tiempo
del compartimiento rojo y el compartimiento blanco (p=0.0338). Esto nos indica que los ejemplares
pasaron mas tiempo en conductas de reposo en el compartimento con la luz roja en comparacion

con el tiempo presentado en el compartimento con la luz blanca.
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Figura 9. Tiempo (horas) en conductas de reposo para cada uno de los compartimentos en la prueba de
preferencia de lugar (PPT). Para el analisis se consider6 la sumatoria por los 3 dias de duracion de la prueba

(36 hrs en total). Los datos son reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

6.1.3 Conductas de locomocion (Arrastre, Escalamiento y Propulsion)
Se utilizaron 3 ejemplares para los andlisis, registrando el tiempo y la frecuencia de las

conductas de Arrastre, Escalamiento y Propulsion. Es importante mencionar que las conductas de

deslizamiento y salto en conchas no se observaron en los ejemplares durante la prueba.

Con respecto a las conductas de arrastre, se llevd a cabo una prueba no paramétrica
Kruskall-Wallis para el tiempo (H=1.689) (Figura 10A) y la frecuencia (H=3.227) (Figura 10B)
que pasaron en cada uno de los compartimentos, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos pardmetros (p=0.5107 y p=0.2321

respectivamente) (Figura 10).
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Figura 10. Resultados conductuales de Arrastre en PPT. A) Tiempo (s) de arrastre para cada compartimento.
B) Frecuencia de eventos de arrastre para cada compartimento. Para el analisis de ambos parametros se
considero la sumatoria por los 3 dias de duracion de la prueba (36 hrs en total). Los datos son reportados

como mediana y rangos intercuartilicos.

Con respecto a las conductas de escalamiento (Figura 11), se llevo a cabo una prueba no
paramétrica Kruskall-Wallis para el tiempo (H=3.467) y la frecuencia (H=5.535) comparando cada
uno de los compartimentos, sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los dos pardmetros (p=0.1964 y p=0.0500 respectivamente) (Figura
11).
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Figura 11. Resultados conductuales de Escalamiento en PPT. A) Tiempo (s) de escalamiento para cada
compartimento. B) Frecuencia de eventos de escalamiento para cada compartimento. Para el andlisis de
ambos parametros se consider¢ la sumatoria por los 3 dias de duracion de la prueba (36 hrs en total). Los

datos son reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

Por ultimo, con respecto a las conductas de propulsion (Figura 12), se llevo a cabo una

prueba no paramétrica Kruskall-Wallis para el tiempo (H=5.422) y la frecuencia (H=5.956)
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comparando cada uno de los compartimentos, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.0714 y p=0.0250

respectivamente) (Figura 12).
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Figura 12. Resultados conductuales de Propulsion en PPT. A) Tiempo (s) de propulsion para cada
compartimento. B) Frecuencia de eventos de propulsion para cada compartimento. Para el analisis de ambos
parametros se considerd la sumatoria por los 3 dias de duracion de la prueba (36 hrs en total). Los datos son

reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

6.2 EFECTOS CONDUCTUALES AL ESTRESOR DE LUZ

6.2.1 Exposicion en Peceras hogar
Se evaluaron a 4 ejemplares juveniles de O. maya divididos en dos grupos, un grupo control

al cual no se le expuso a ninglin estresor y se mantuvo en las condiciones estindar previamente
mencionadas (N=2) y un segundo grupo expuesto a estrés agudo a una luz blanca de 130 Ix durante
12 horas continuas (N=2). La exposicion aguda a este estresor provocd una modificacion
conductual, ya que los ejemplares del grupo estrés permanecieron dentro de su guarida desde el
inicio y hasta la finalizacion del estresor, observandose una disminucion del tiempo y frecuencia
de las conductas de locomocidn en comparacion con el grupo control.

6.2.1.1 Conductas de reposo (Reposo dentro de guarida, fuera de

guarida y reposo total)
Con respecto a las conductas de reposo, se agruparon los tiempos de las 3 conductas de

reposo presentadas durante la exposicion al estresor para un mejor analisis de los datos. Se llevo a
cabo una prueba no paramétrica para grupos independiente U de Mann Whitney (U=0)
especificamente para los tiempos del grupo control y del grupo estrés, sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.3333) (Figura 13).
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Figura 13. Tiempo (horas) en conductas de reposo durante la exposicion a luz blanca (1301x) en peceras

hogar. Los datos son reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

6.2.1.2 Conductas de locomocion (Arrastre, Escalamiento Yy
Propulsion)
Para el andlisis de las conductas de locomocion, se registraron el tiempo y la frecuencia de

las conductas de Arrastre, Escalamiento y Propulsion. Es importante mencionar que las conductas

de deslizamiento y salto en conchas no se observaron en los ejemplares durante la exposicion.

Con respecto a las conductas de arrastre, se llevo a cabo una prueba no paramétrica para
grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=0) (Figura 14A) y la frecuencia (U=0)
(Figura 14B) presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.3333 y p=0.3333

respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14. Resultados conductuales de Arrastre durante la exposicion a luz blanca (1301x) en peceras hogar.
A) Tiempo (s) de arrastre. B) Frecuencia de eventos de arrastre. Los datos son reportados como mediana y

rangos intercuartilicos.
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Con respecto a las conductas de escalamiento, se llevo a cabo una prueba no paramétrica
para grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=0) (Figura 15A) y la frecuencia
(U=0) (Figura 15B) presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.3333 y p=0.3333

respectivamente) (Figura 15).
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Figura 15. Resultados conductuales de Escalamiento durante la exposicion a luz blanca (1301x) en peceras
hogar. A) Tiempo (s) de escalamiento. B) Frecuencia de eventos de escalamiento. Los datos son reportados

como mediana y rangos intercuartilicos.

Con respecto a las conductas de propulsion, se llevé a cabo una prueba no paramétrica para
grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=0) (Figura 16A) y la frecuencia (U=0)
(Figura 16B) presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.3333 y p=0.3333

respectivamente) (Figura 16).
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Figura 16. Resultados conductuales de Propulsion durante la exposicion a luz blanca (130Ix) en peceras
hogar. A) Tiempo (s) de propulsion. B) Frecuencia de eventos de propulsion. Los datos son reportados como

mediana y rangos intercuartilicos.
6.2.2 Exposicion en Pecera experimental
Debido a los resultados conductuales obtenidos durante la exposicion al estresor en las
peceras hogar de los pulpos, en donde se pudo observar que los ejemplares se mantuvieron
resguardados dentro de su guarida durante casi la totalidad de la exposicion, se decidid corroborar
estos mismos resultados, pero realizando la exposicion en una pecera experimental, proveyendo
asi un ambiente novedoso para la exposicion al estresor ambiental de luz (1301Ix). Se siguio el
mismo procedimiento experimental de exposicion al estresor utilizado en las peceras hogar,
utilizdndose 4 ejemplares jovenes de O. maya divididos en dos grupos, un grupo control (N=2) y
un grupo estrés (N=2). Se obtuvieron resultados similares a los vistos en las peceras hogar, en
donde la exposicion aguda al estresor de luz provocd una modificacion conductual, ya que los
ejemplares del grupo estrés presentaron una disminucion del tiempo y frecuencia de las conductas
de locomocién en comparacion con el grupo control.
6.2.2.1 Conductas de reposo (Reposo dentro de guarida, fuera de

guarida y reposo total)
Con respecto a las conductas de reposo, se agruparon los tiempos de las 3 conductas de

reposo presentadas durante la exposicion al estresor para un mejor analisis de los datos. Se llevo a
cabo una prueba no paramétrica para grupos independiente U de Mann Whitney (U=2)
especificamente para los tiempos del grupo control y del grupo estrés, sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.9999) (Figura 17).
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Figura 17. Tiempo (horas) en conductas de reposo durante la exposicion a luz blanca (1301x) en pecera

experimental. Los datos son reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

6.2.2.2 Conductas de locomocion (Arrastre, Escalamiento Yy
Propulsion)
Para el andlisis de las conductas de locomocion, se registraron el tiempo y la frecuencia de

las conductas de Arrastre, Escalamiento y Propulsion. Las conductas de deslizamiento y salto en

conchas no se observaron en los ejemplares durante la exposicion.

Con respecto a las conductas de arrastre, se llevo a cabo una prueba no paramétrica para
grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=2) y la frecuencia (U=1.5)
presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los dos parametros (p>0.9999 para ambos parametros) (Figura 18).
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Figura 18. Resultados conductuales de Arrastre durante la exposicion a luz blanca (1301x) en pecera
experimental. A) Tiempo (s) de arrastre. B) Frecuencia de eventos de arrastre. Los datos son reportados

como mediana y rangos intercuartilicos.

Con respecto a las conductas de escalamiento, se llevo a cabo una prueba no paramétrica
para grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=0) (Figura 19A) y la frecuencia
(U=1) (Figura 19B) presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.3333 y p=0.6667

respectivamente) (Figura 19).
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Figura 19. Resultados conductuales de Escalamiento durante la exposicion a luz blanca (1301x) en pecera
experimental. A) Tiempo (s) de escalamiento. B) Frecuencia de eventos de escalamiento. Los datos son

reportados como mediana y rangos intercuartilicos.

Con respecto a las conductas de propulsion, se llevé a cabo una prueba no paramétrica para
grupos independiente U de Mann Whitney para el tiempo (U=1) (Figura 20A) y la frecuencia (U=1)
(Figura 20B) presentadas durante la exposicion, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los dos parametros (p=0.6667 y p=0.6667

respectivamente) (Figura 20).
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Figura 20. Resultados conductuales de Propulsion durante la exposicion a luz blanca (130Ix) en pecera
experimental. A) Tiempo (s) de propulsion. B) Frecuencia de eventos de propulsion. Los datos son

reportados como mediana y rangos intercuartilicos.
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6.3 EFECTOS NEUROBIOLOGICOS AL ESTRESOR DE LUZ

6.3.1 ELISA
Los niveles de CORT fueron medidos en el ganglio cerebroide de los ejemplares,

especificamente en la region supraesofagica (SPE), subesofagica (SUE) y l6bulos opticos derecho

(LOD) e izquierdo (LOI), tanto para el grupo control como para el grupo estrés (Figura 21).

Se llevo a cabo una prueba no paramétrica para grupos independiente U de Mann Whitney,
comparando cada una de las regiones entre el grupo control y el grupo estrés, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las regiones (SPE: (U=1),
p=0.6667; SUE: (U=0), p=0.333; LOD: (U=2), p>0.9999; LOI: (U=0), p=0.3333). No obstante, se
puede observar una tendencia en el incremento de los niveles de CORT en las regiones del LOI, la
region SPE y en la region SUE del grupo estrés en comparacion con el grupo control, mientras que
los niveles de la region del 16bulo dptico derecho permanecieron similares en ambos grupos (Figura

21).
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Figura 21. Niveles de CORT obtenidos en regiones del ganglio cerebroide en grupos control y estrés. Los

datos son reportados como media y error estandar.

7 DISCUSION

7.1 Prueba de Preferencia de Lugar
Los resultados de la PPT mostraron que los ejemplares pasaron mas tiempo en el

compartimento con luz roja en comparacion con el compartimento con luz blanca, ademas de
presentar un mayor tiempo y presencia de conductas de reposo en el compartimento con luz roja 'y

presentar una modificacion conductual en las conductas de locomocion dentro del compartimento
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con luz blanca, principalmente presentando un aumento de la frecuencia de escalamiento y un

aumento del tiempo y frecuencia de la conducta de propulsion.

De manera general, estos resultados indican una preferencia por la luz roja, lo cual concuerda
con resultados observados en el cultivo de O. maya realizados en Yucatan, Sisal (Rosas et al.,
2014), en donde mantienen a los ejemplares en un fotoperiodo de luz-oscuridad (10-14 hrs) con
luz roja a 30 Ix para reducir el estrés de los organismos en las peceras. Estas condiciones permiten
una adecuada incubacion, crecimiento y eclosion de los huevos, asi como un adecuado crecimiento
y desarrollo de pulpos recién eclosionados. Esto indica que la luz roja a una intensidad de 30 Ix se
mantiene como una muy buena opcién para mantener a ejemplares de esta especie en condiciones
de laboratorio, algo que también se ha visto que funciona en otras especies de pulpo como Octopus
mimus (Z0iiga et al., 2014). Ademas, el presentar mayor tiempo de conducta de reposo en la luz
roja indicaria que los ejemplares detectan cierta seguridad en el entorno en el que estan, lo que les
permite estar inmoviles (reposo) durante un periodo largo de tiempo, sin necesidad de tratar de
escapar de ahi mediante conductas de locomocion. También, dentro del repertorio conductual de
los pulpos, el reposo es una conducta que indica que los organismos se encuentran en un estado

adecuado de salud, ademas de ser utilizado como pardmetro de aclimatacion (Fiorito et al., 2015).

Por otro lado, estos resultados indican una aversion y no preferencia por la luz blanca (1301x)
lo cual concuerda con resultados preliminares no publicados realizados en el laboratorio (Gonzalez-
Navarrete et al., 2019), en donde también se observo una modificacion conductual en las conductas
de locomocion desplegadas por los ejemplares. No obstante, atin no hay un consenso sobre qué
tipos de luz deberian de evitarse al mantener a pulpos en condiciones de laboratorio (Iglesias &
Fuentes, 2014), ya que diversos laboratorios mantienen a sus ejemplares con luz blanca de alta
intensidad y no han reportado en sus trabajos que ese tipo de luz provoqué conductas relacionadas
a estrés (Borrelli et al., 2020; Zheng et al., 2014). Sin embargo, la recomendacion general es que
se debe de mantener la luz en niveles bajos cuando se trabaja con pulpos en laboratorio y siempre
tener en consideracion las condiciones naturales del ambiente de cada especie de pulpo (Boal,

2011; Cooke et al., 2019; Fiorito et al., 2014).

Por otra parte, con respecto a las modificaciones conductuales vistas en las conductas de
escalamiento y propulsion en los ejemplares, se observd un patrdn repetitivo entre estas dos

conductas, presentandose de manera continua una después de la otra mientras los organismos se
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encontraban en el compartimento con luz blanca, lo cual se observa al presentarse un aumento de
la frecuencia de ambas conductas (Figura 11 y Figura 12). En la literatura se ha descrito una
conducta anormal estereotipada en cefalopodos que consiste en presentar propulsion de ida y vuelta
de manera continua, la cual se asocia como un indicador de estrés en los ejemplares (Fiorito et al.,
2014; Vidal et al., 2014). Ademas, especificamente en pulpos, esta conducta de propulsion puede
presentarse cuando los organismos estdn pegados a una de las paredes de la pecera (Fiorito et al.,
2015), de manera muy similar a lo que se observd en los ejemplares cuando estaban en el
compartimento con luz blanca, presentando escalamiento en las paredes de la pecera y seguido una
conducta de propulsion. Ademas, se ha reportado en O. vulgaris una modificacion conductual en
presencia de un estresor, en donde los ejemplares presentaron un aumento de la actividad en la
presencia de dos depredadores diferentes (Meisel et al., 2013). Estos datos apoyan con la
conclusion de que la luz blanca de alta intensidad puede desencadenar la respuesta de estrés en los
pulpos, presentando una modificacion de las conductas de locomocion: escalamiento y propulsion,
razoén por la cual se decidio utilizar en el procedimiento experimental de exposicion a estrés.
7.2 Exposicion a estrés con luz blanca (peceras hogar y pecera experimental)

En primera instancia, se realizd una exposicion a la luz blanca (130 Ix) durante 12 horas
continuas en las peceras hogar de los ejemplares por cuestiones practicas (evitar que el estrés
provocado en los ejemplares al sacarlos de sus peceras y moverlos a una pecera externa pudiera
afectar el despliegue conductual). Los resultados mostraron que los ejemplares expuestos de
manera aguda al estresor presentaron menor tiempo y frecuencia de conductas de locomocion
(arrastre, escalamiento y propulsion) en comparacion con el grupo control. Se pudo observar que
los ejemplares se refugiaron dentro de su guarida casi de manera inmediata al inicio de la
exposicion a la luz, razén por la cual se planted la posibilidad de que la familiaridad de los
ejemplares a las peceras hogar brindé un ambiente relativamente seguro para los mismos, lo que
gener6 que simplemente se refugiaran dentro de las guaridas que ya conocian para evitar la
exposicion directa a la luz blanca. Debido a esto, se decidio realizar esta misma exposicion a la luz
blanca de alta intensidad en una pecera experimental externa, encontrandose resultados similares a
los vistos en las peceras hogar, un menor tiempo y frecuencia de conductas de locomocioén en los
ejemplares estresados en comparacion con el grupo control, sin embargo, en esta exposicion no se
observod que los ejemplares se metieran en sus guaridas de manera inmediata, habiendo una mayor

exploracion y conductas de locomocion a lo visto durante la exposicion en las peceras hogar.

37



En primera instancia se esperaba que hubiera una modificacion de las conductas de locomocion
de manera similar a lo que se vio durante la PPT, no obstante, en la literatura se reporta que en
especies alojadas de manera solitaria como los pulpos se puede observar una renuencia a abandonar
la guarida como un indicador de estrés (Fiorito et al., 2014; Fiorito et al., 2015). Asimismo, en el
etograma descrito especificamente para O. maya en condiciones de laboratorio, se ha descrito una
conducta de proteccion denominada de aislamiento en la cual el ejemplar se mantiene
completamente dentro de su guarida después de la presencia de un estresor ambiental (Gonzalez-
Navarrete, 2021; Gonzéalez-Navarrete et al., 2022). Por otra parte, este tipo de comportamiento se
ha reportado en el ambiente natural de algunas especies de pulpos, como por ejemplo en ejemplares
jovenes de O. vulgaris, en donde se observd que estos organismos pasan el 70% del tiempo de
horas de luz del dia dentro de alguna guarida (Mather, 1988) o en la especie O. insularis la cual se
ha reportado que presenta un 93.58% de conductas relacionadas a la inactividad durante todo el dia
(Medeiros et al., 2021), esto para evitar que con la luz natural del dia puedan ser detectados por

depredadores.

Una de las posibles razones de la discrepancia en los resultados vistos en PPT y en la exposicion
aguda al estresor puede deberse a las condiciones diferentes de ambas pruebas. Por una parte, la
PPT es una prueba de eleccion libre con separaciones con aberturas la cual le permite al ejemplar
explorar libremente ambos compartimentos, aun incluso si se siente en peligro por la luz blanca ya
que pueda salir de alli en cualquier momento mediante locomocién, lo cual pudo verse al
observarse menor tiempo en el compartimento con luz blanca en los ejemplares (Figura 8). No
obstante, durante la exposicion al estresor de luz, el ejemplar se encuentra dentro de un espacio del
cual no puede salir, aunque lo intente (pecera hogar y pecera experimental), por lo cual el ejemplar
opta por moverse hacia el lugar mas seguro que tiene al alcance que es la guarida. Esto inicamente
nos indicaria que aun hay mucho por explorar en cuanto a la respuesta conductual de estrés en los
pulpos, ya que las modificaciones conductuales pueden presentarse de diversas formas incluso ante

un mismo estresor.

Por otro lado, durante la exposicion al estresor con luz blanca en la pecera experimental no se
observd la presencia de expulsion de tinta, una conducta relacionada a la respuesta de estrés en O.
maya y en otras especies de pulpos (Gonzalez-Navarrete, 2021; Mather & Alupay, 2016). Esto

indica que el estresor utilizado en este estudio no fue tan intenso en los ejemplares como para
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detonar conductas como esta o poner en peligro la supervivencia o salud de estos, pero si lo
suficiente como para provocar la activacion de la respuesta de estrés mediante cambios
conductuales en los ejemplares expuestos al estrés, lo cual indicaria que es viable utilizar este tipo
de estresor para futuras investigaciones y continuar investigando la respuesta de estrés en pulpos.
7.3 Niveles de CORT en ganglio cerebroide

Los resultados de la ELISA para CORT mostraron que hay presencia de esta hormona en el
sistema nervioso de los pulpos, especificamente en el ganglio cerebroide, en donde se observo una
tendencia a presentar un aumento en los niveles de CORT en las regiones de 16bulo 6ptico derecho

y de las regiones SPE y SUE en los ejemplares expuestos a estrés.

Esta es la primera ocasion que se intenta detectar esta hormona en el sistema nervioso de pulpos,
siendo la primera evidencia de la presencia de esta hormona en el ganglio cerebroide y su posible
funcién en la activacion de la respuesta de estrés en pulpos. Hasta el momento, solo hay unos
cuantos estudios que han logrado detectar esta hormona y relacionar su presencia con la activacion
de la respuesta de estrés en pulpos pero a nivel sistémico (Chancellor et al., 2021; Larson &
Anderson, 2010), encontrando que hay un aumento de la presencia de hormonas esteroides (cortisol
y CORT) después de un estresor Los resultados obtenidos en este estudio indicarian que algo
similar podria estar pasando en el sistema nervioso, en donde ciertas regiones del ganglio
cerebroide son mas propensas a mostrar aumentos de CORT después de la presencia de un estresor
ambiental (Figura 21), lo cual hace sentido debido a la cercania que tiene la glandula Optica
(principal centro neuroendocrino del sistema nervioso de pulpos) con las regiones SUE y SPE, asi
como las diversas conexiones que hay entre ambas estructuras (Di Cosmo & Di Cristo, 1998;

Iwakoshi et al., 2002; Wang & Ragsdale, 2018).

Estos datos sientan un precedente para continuar explorando de qué manera se lleva a cabo
estas sefializaciones a nivel neuroendocrino y qué moléculas precursoras estan implicadas en el
proceso, para de esta manera describir un posible eje conformado por diversas estructuras
implicadas en la activacion de la respuesta de estrés en los pulpos, asi como la relacion que hay
con otros sistemas (por ejemplo, el sistema inmune) durante la activacion de esta respuesta (Di
Cosmo & Polese, 2016). En este sentido, hace falta ampliar ain més este estudio, ya que por
cuestiones practicas se decidio hacer un mapeo general de las regiones SUE y SPE debido al

tamano del ganglio cerebroide de los ejemplares utilizados. Por lo que, es necesario caracterizar
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esta hormona de manera mas especifica en cada uno de los 16bulos de las regiones SUE y SPE y
realizar un estudio comparativo para conocer el papel de cada una de las regiones en la activacion

de la respuesta de estrés.

Por ultimo, es importante resaltar que los pulpos cuando estan expuestos a un estresor ambiental
que afecte negativamente el crecimiento, la reproduccién, metabolismo o la respuesta inmune,
generan la liberacion de hormonas esteroideas relacionadas al estrés (Di Cosmo & Polese, 2016).
Este mismo fendmeno se ha observado en ejemplares adultos que entran en senescencia después
del apareamiento, en donde las glandulas Opticas muestran un aumento y enriquecimiento en la
expresion de genes que codifican enzimas biosintéticas de hormonas esteroides, permaneciendo
elevados desde el comienzo del periodo materno (Wang & Ragsdale, 2018; Wang et al., 2022).
Este fendmeno tan comin en los pulpos de morir después de terminar su periodo de reproduccion
permitié plantear la hipdtesis de que existe un sistema de autodestruccion que se desencadena
después del apareamiento, el cual lleva a un declive fisiologico rapido, se detiene la ingesta de

alimento y lleva hasta la muerte de los ejemplares (Wang et al., 2022; Wodinsky, 1977).

Con los datos de CORT obtenidos en este estudio a nivel de sistema nervioso, puede plantearse
la hipdtesis de que la presencia de un estresor de manera cronica podria desencadenar la activacion
prematura de este sistema de autodestruccion, no solamente manteniendo altos niveles de hormonas
esteroideas sino también provocando cambios conductuales similares a los descritos durante la
senescencia de los pulpos. Esta hipdtesis puede apoyarse con observaciones realizadas en el
laboratorio durante los primeros intentos de mantener en cautiverio a los ejemplares, en donde se
observd que ejemplares expuestos durante mucho tiempo a un estresor ambiental (como luz blanca
o niveles de salinidad altos), gradualmente presentaban cambios conductuales muy similares a los
descritos en pulpos en senescencia. Asimismo, esta caracterizacion conductual es descrita como un
indicador de que no estan manteniendo en adecuadas condiciones a las especies de cefalopodos

dentro del laboratorio o en cautiverio (Fiorito et al., 2015).

No obstante, atin falta mucho por dilucidar sobre los posibles marcadores neuroendocrinos
involucrados en la activacion de la respuesta de estrés, asi como si hay alguna relacién con este
sistema de autodestruccion o con otro tipo de sistema dentro de la fisiologia de los pulpos y de los

cefalopodos en general.
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7.4 Limitaciones
Una de las principales limitaciones presentes en esta investigacion fue la ausencia de una

camara con una mayor resolucién que permitiera captar con mayor detalle a los ejemplares.
Particularmente, aquellos relacionados a los cambios de coloracion de la especie, ya que esto no
permitié asociar los posibles patrones de coloracion de los pulpos como conductas relacionadas a
la respuesta de estrés. Si bien, la especie O. maya no presenta un amplio abanico de patrones
corporales, de manera general los pulpos si presentan cambios corporales durante la presencia de

un estresor ambiental que les permite ampliar su probabilidad de supervivencia (Packard, 1971).

Por otro lado, debido a la edad y caracteristicas de los ejemplares juveniles utilizados en esta
investigacion, no fue posible sexar a los organismos durante el experimento, ya que el dimorfismo
sexual presentado en uno de los brazos de esta especie se desarrolla hasta el cuarto o quinto mes
de edad (Rosas et al., 2006). Debido a esto, no fue posible hacer una diferenciaciéon conductual o
neuroendocrina con respecto al sexo, no obstante, se pretende continuar a futuro y complementar
este estudio mediante la evaluacion de ejemplares adultos que ya hayan alcanzado la madurez

sexual y observar si hay diferencias con respecto a la caracterizacion de la respuesta de estrés.

Otra de las limitaciones de nuestro estudio es el tamafio la muestra utilizada, ya que para
mantener un adecuado bienestar y ambiente de los ejemplares no es posible mantener en las
instalaciones a mas de seis ejemplares al mismo tiempo, por lo que se necesita mas tiempo del
usual para trabajar con una muestra mas grande. Ademas, la disponibilidad de los ejemplares es
reducida en algunas ocasiones debido a los trabajos que se realizan en la Unidad Multidisciplinaria
de Docencia e Investigacion UNAM ubicada Yucatan y de la que dependemos para obtener a los
ejemplares, por lo que a veces se retrasa el envio de los organismos a la Facultad de Psicologia. No
obstante, se continia trabajando para optimizar el envio y transporte de estos, asi como la
ampliacion y remodelacion de las instalaciones para poder albergar mas ejemplares a la vez en un

futuro.

8 CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, el uso de la luz blanca de alta

intensidad (130 Ix) provocd la activacion de la respuesta de estrés en la especie de pulpo O. maya,
esto mediante cambios conductuales de locomocion y reposo, asi como cambios a nivel del sistema
nervioso mediante la presencia y aumento de los niveles de CORT en las regiones del ganglio

cerebroide. Esto permite plantear a este tipo de estresor ambiental como viable en el estudio de la
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caracterizacion de la respuesta de estrés en pulpos, debido a que no afecta directamente la fisiologia
de los ejemplares y permite estudiar el estrés sin comprometer la salud y el bienestar de los

organismos.

Si bien es cierto que en el estudio del modelo de pulpos no hay mucha informacion sobre la
respuesta de estrés, se espera que esta investigacion permita ser un parteaguas para poner mayor
atencion en su estudio y posteriormente se pueda ampliar la investigacion a otros tipos de estresores
ambientales que se pueden encontrar en el laboratorio, para de esta manera contrastar los efectos
que provocan cada uno de ellos y tener una perspectiva mas amplia de la respuesta de estrés. Hasta
el momento, es dificil pensar que hay tan poca informacion sobre los efectos conductuales y de
sistema nervioso que pueden tener los estresores ambientales, siendo que estos dos son los pilares
que han llevado a avanzar la investigacion en pulpos y de cefalépodos en general. En este sentido,
al poder ampliar mas la informacion de los efectos de los estresores ambientales en estos dos rubros,
se podra alcanzar un mayor control en las investigaciones relacionadas con la cognicion en este

modelo.
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