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Resumen

La temperatura influye en la vida de los ectotermos por su efecto en las reacciones
bioquimicas involucradas en la obtencidn de la energia y en mantener la homeostasis. Se
ha establecido que las altas temperaturas aceleran el metabolismo en embriones de
pulpo, provocando, por arriba de los limites dptimos, la acumulacidon de radicales libres
(RL), que pueden provocar dafio celular y eventualmente la muerte, debido a la inmadurez
o ineficiencia de los mecanismos de defensa celular del embrién, como el sistema
antioxidante (REDOX). En el presente estudio, ademas del desarrollo embrionario de
Octopus bimaculoides, se analizaron los efectos de la temperatura en el crecimiento y en la
actividad REDOX, a fin de generar informacidon que permita establecer los limites térmicos
y las razones que explican las limitantes térmicas de la especie. Ocho grupos de
embriones fueron incubados en condiciones controladas de laboratorio, a 16, 18, 20 y 22°
C, hasta la eclosion. Durante 90 dias se hicieron registros de los cambios morfoldgicos de
los embriones (Longitud total del manto, cabeza, brazos y didmetro del 0jo) y se determiné
la actividad del sistema REDOX, mediante andlisis de las enzimas superoxido dismutasa,
catalasa, glutation total y glutatién-S-transferasa. La efectividad del sistema para la
eliminacion de RL, también se midié a través de los niveles de lipoperoxidacion y la
actividad de las enzimas acetilcolinesterasa y carboxilesterasa. Los efectos de la
temperatura sobre la morfologia de los embriones, se evaluaron integralmente, mediante
un analisis de componentes principales (PCA) y un andlisis de regresién, mientras que la
repuesta del sistema REDOX se analizé con el método integrado de biomarcadores (IBR). El
mayor crecimiento puede ser obtenido incubando los embriones a 18 y 20° C, pues en este
rango térmico se registré un crecimiento significativo de los brazos y del didmetro del ojo.
Los resultados IBR mostraron que a 18 y 20 °C, los mecanismos del sistema REDOX
tuvieron un control mads efectivo de los niveles de peroxidacién de lipidos, al llegar al
estadio 19 (justo antes de la eclosion).Esto sugiere que a esas temperaturas se pueden
obtener organismos recién eclosionados con un mejor estado fisioldgico y posiblemente
con un mejor desempefio que a temperaturas de 16 y 22°C. El alto porcentaje de
sobrevivencia de los juveniles sometidos a 10 dias de ayuno (después de la eclosidn)
sugiere que, la acumulacion de la reserva vitelina interna de los embriones, no se alteré
por las condiciones experimentales. Los resultados obtenidos sugieren que el confort
térmico de los embriones estd en el intervalo de 18-20 °C, y que en ese rango térmico
Optimo para la especie, es posible cultivar organismos que tendran un mejor desempefio y
crecimiento en cultivo. Este conocimiento relacionado a la sensibilidad :cérmica, es
aplicable tantdb ra fines zootécnicos como para la conservacidn de la especie.
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Summary

Temperature influences ectotherms’ life cycle, due to its’ effect on biochemical reactions
involved in maintenance of cellular homeostasis. It has been stablished that high
temperatures accelerate erﬁbryos metabolic rate, and below or above optimal thermal
range, this factor stimulates accumulation of oxygen reactive species and free radicals
inside the cell. Their injury levels are related to an undeveloped or insufficient cellular
defense mechanisms, as the antioxidant system. In the present study, aside from recording
all Octopus bimaculoides embryo stages, the effect of experimental temperatures on the
embryos growth and antioxidant activity was recorded in order to determine its thermal
limits and how physiological processes are involved in these thermic limitations. Eight
groups of embryos were incubated at 16, 18, 20 and 22 ° C, until hatch. The registration of
morphological changes (mantle, head, and arm length and eye diameter) as well as
antioxidant activity / REDOX (superoxide dismutase, catalase, total glutathione and
glutathione S-transferase) was done throughout 90 days. REDOX system efficiency, was
measured with three biological indicators: lipid peroxidation levels and
acetylcholinesterase and carboxylesterase activity. Effect of temperature on embryos
morphology was analyzed through principal component analysis (PCA) and regression
analysis, whilst an integrated biomarker response was used to determine antioxidant
system activity. The greatest growth was obtained in embryos incubated at 18 and 20 °C,
with significant development in arm’s length and eye diameter. Also in those
temperatures, IBR showed that REDOX system mechanisms, involved in the lipid
peroxidation regulation, were more effective. This suggest that temperatures between 18
and 20 °C, allows embryos to develop with better physiological state than those incubated
at 16° and 22° C. The high survival percentage of non-fed juveniles over 10 days (right after
hatching) indicates that internal yolk accumulation apparently was not affected by
experimental conditions. It seems that embryo thermal comfort is between 18° and 20 °C,
range in which is possible to grow bigger organisms. This knowledge may result useful to
start the zootechnical management of this species, as well as conservation-related
research.
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1. INTRODUCCION

1.1 Acuicultura

La produccion acuicola ha tenido un marcado crecimiento en las ultimas décadas como una
respuesta a la continua demanda de alimentos y a los problemas de abastecimiento que
enfrenta el sector pesquero mundial. (FAO, 2016). Aunque, la acuicultura en gran medida
ha sido dulceacuicola, en las ultimas décadas el estudio de los organismos marinos han
permitido el desarrollo de la maricultura para producir especies de interés comercial. Los
productos marinos pueden constituir hasta el 60 % de la dieta base de un adulto, pues son
una fuente natural de proteina y de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), que son de
importancia para la salud. Es por esto que ha aumentado la demanda de productos marinos,
disparando el crecimiento del sector acuicola, de acuerdo a la FAO, en el 2016 la produccion
mundial por acuicultura dejé una derrama econdmica de 137 732 millones de ddlares. Este
sector también esta en proceso de crecimiento en Latinoamérica de, pasando de producir
179,367 toneladas en 1990 a 2’565,107 toneladas en el 2012. Con un comportamiento de
crecimiento similar, en afios recientes la acuacultura en México, dejé una derrama

econdémica de 15 mil 940 millones de pesos (SIAP, 2016).

México es de los 18 paises que mas contribuyen a la produccién mundial pesquera, en cierta
medida por el aprovechamiento de especies con grandes volumenes de captura, como la
sardina, atun, camardn, anchoveta, mojarra, ostidon, calamar, jaiba, pulpo y tiburdn
(CONAPESCA, 2016). El pulpo pese a que ocupa el doceavo lugar en volumen de captura, es
una de las especies con mayor valor comercial. Su pesqueria, en el 2016, generd en el
mercado internacional 57 millones 169 mil délares (SIAP ,2016). Yucatan ha sido el estado
con mayores volumenes de captura de pulpo, generando un valor de 700 millones de pesos

anuales. Esta entidad también cuenta con 23 plantas certificadas para el procesamiento y



exportacion de pulpo, que permiten el envio del 70% del producto a Europa y Japdn

(CONAPESCA, 2015).

La inversidn en materia de investigacidn e innovacion tecnoldgica en acuicultura, busca que
esta actividad sea un proceso productivo sustentable (Bosma y Verdegem, 2011), que
reduzca la presion sobre los recursos marinos (Fisher et al., 2009), que permita la
diversificacion de las especies ya cultivadas a escala comercial (Neori et al., 2004) y que se
potencialicen y distribuyan sus beneficios sociales y econdmicos. Entre las especies no
convencionales de importancia econdmica y con demanda comercial, que han sido objeto
de estudio por su potencial de cultivo, se encuentran los cefalépodos (Hanlon y Forsythe,

1985).

1.2 Cefalépodos

Los cefaldpodos son organismos invertebrados que se distribuyen en todos los ocednos,
desde aguas someras hasta aguas profundas. Existen siete 6rdenes aceptados (GBIF, 2016):
Teuthida (Naef, 1916), Nautilida (Agassiz, 1847), Octopoda (Leach, 1818), Sepiida (Zittel,
1895), Sepiolida (Fioroni, 1981), Spirulida (Stolley, 1919) y Vampyromorphida (Pickford,
1939). Los cefalépodos pueden dividirse en tres grupos principales, los que poseen concha
externa (Nautilus) o una concha interna (sepias y calamares) y los que no tienen concha
(pulpos). Las sepias, los calamares y los pulpos comparten diversas caracteristicas, como el

habitat y comportamiento (Tabla I).



Tabla I. Aspectos generales del comportamiento de los grupos mas grandes de cefalépodos

Comportamiento

Calamar
Peldgico

Sepias
(Béntico, Semi-béntico)

Pulpo
Béntico

Sentido mas desarrollado
Locomocidon

Defensa

Modificacién en la piel
Presas
Socializacién

Cuidados parentales

Visual y quimico Visual y mecanico

Propulsién a chorro Propulsién a chorro

Propulsién a chorro de
huida, expulsion de

Camuflaje, expulsion
de tinta, ocultarse

tinta
Camuflaje y cortejo Cortejo
Peces, crustaceos Peces

Si en época Si, forman grupos
reproductiva
No No

Visual y quimico

Propulsién a
chorro, caminar
Ocultarse,
camuflaje,
expulsién de tinta
Camuflaje

Moluscos y
crustaceos
Solitario

Hembras incuban
los huevos

Modificado de Mather y Scheel (2014)

En el Orden octdpoda se encuentran los pulpos, cefalépodos de ocho brazos que carecen

de concha interna. Su cuerpo en sentido proximal a distal, se divide en manto, cabeza y

cuerpo (Fig. 1). El manto ademas de controlar la caracteristica propulsién a chorro, es un

saco que envuelve los drganos internos del sistema respiratorio, circulatorio, digestivo y

reproductor. En la parte lateral de |la cabeza estan localizados los ojos, y en el interior estd

el sistema nervioso central, el cual estd muy desarrollado (Guerra-Sierra, 1992; Rocha,

2003).



Figura 1. Vista lateral de Eledone cirrhosa. a, Manto; b, Cabeza; c, Umbrela; d, Brazos.
Modificado de Mangold y Bidder (1989).

Estos cefalépodos ademds de ser gondricos, presentan dimorfismo sexual. Los machos
poseen un brazo hectocotilizado, estructura por la que se traslada el espermatéforo hacia
el interior de la hembra durante el apareamiento. La maduracién sexual en las hembras se
alcanza cuando el saco ovarico y el oviducto contienen ovocitos, y en los machos cuando el
testiculo se ha desarrollado y el saco de Needham contiene espermatéforos (Avila-Poveda

et al., 2009; Rocha, 2003).

La cantidad y el tamaio de los huevos en los desoves, depende de la especie de cefaldpodo
y del peso de la hembra (Sweeney et al., 1992). Las hembras de los cefalépodos bentdnicos,
a diferencia de los habitos peldgicos, desovan dentro de grietas o cuevas que fungen como
refugio. La hembra va uniendo los huevos con un material mucilaginoso hasta formar
racimos con un tallo central, que va unido al sustrato (Boletzky, 1984), en estas especies
con conducta bentdnica hay cuidado parental hasta la eclosion (Miyahara et al., 2005;
Rocha, 2003). Algunas especies de pulpo y sepia, tienen ciertas caracteristicas que los hacen
deseables para la acuicultura, como su capacidad de adaptacion al cautiverio (Boyle, 1990),
una alta conversién alimenticia (Boyle et al., 2002; Iglesias et al., 2000) y tasas de
crecimiento que van desde 13.5 % en peso himedo d en juveniles, a 3-10 % en sub-adultos
y adultos (Forsythe et al., 1987; Lee, 1994; Lee et al., 1998). Estas particularidades han

impulsado investigaciones en diferentes especies como en la Sepia officinalis (Clarke et al.,



1990, Correia et al., 2005) Octopus mimus (Uriarte et al.,2012), el Octopus vulgaris

(Domingues et al., 2010; Miliou et al., 2005), Octopus maya (Martines et al., 2014; Noyola

et al., 2013; Rosas et al., 2014; Walker et al., 1970) y Octopus bimaculoides (Hanlon, 1988;

Solorzano et al., 2009).

1.3 Octopus bimaculoides

1.3.1 Clasificacion taxonémica de la especie (ITIS, 2015)

Reino
Subreino
Infrareino
Superfilo
Filo
Clase
Subclase
Superorden
Orden
Suborden
Familia
Subfamilia
Género
Especie

Animalia

Bilateria

Protostomia

Lophozoa

Mollusca

Cephalopoda (Cuvier, 1797)

Coleoidea (Bather, 1888)

Octobrachia (Fioroni, 1981)

Octopoda (Leach, 1818)

Incirrina (Gimpe, 1916)

Octopidadae (Ferussacy D’orbygni 1834 — 18438)
Octopodinae (Grimpe, 1921)

Octopus (Cuvier, 1797)

Octopus bimaculoides (Pickford y McConnaughey,
1949)

1.3.2 Biologia de Octopus bimaculoides

Octopus bimaculoides (Pickford y McConnaughey, 1949) o pulpo de las manchas azules, se

distribuye desde la parte central de la costa de California (E.U.) hasta Baja California Sur,



Meéxico (Fig. 2) habitando las aguas someras de la plataforma continental, preferentemente

en zonas rocosas o con sedimento lodoso. (FAO, 2014).
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Figura 2. Distribucion de Octopus bimaculoides. Modificado de FAO (2014).

Octopus bimaculoides es un pulpo de tamafio medio con aproximadamente 60 cm de
diametro y un peso maximo registrado de 800 g (Fig. 3) (Solorzano et al., 2009). Su ciclo de
vida va de un aifo a afio y medio, dependiendo si es macho o hembra (semélpara). Este
octépodo comparte caracteristicas de comportamiento, alimentacién y reproduccién con

algunos cefalépodos bentdnicos.

Figura 3. Octopus bimaculoides. A) Vista Dorsal de Octopus bimaculoides. B) Ocelo de O.
bimaculoides. Modificado de FAO (2014).



De acuerdo a lo datos experimentales de Hanlon (1988), la época reproductiva es durante
los meses frios, con temperaturas oceanicas por debajo de los 18 °C. Las hembras desovan
huevos grandes, con un promedio de longitud total de 13 mm, caracteristica particular de
las especies con desarrollo holobentdnico (Solorzano et al., 2009). No obstante, aun se

desconoce gran parte de la biologia de esta especie.

1.4 Desarrollo y crecimiento del embridn.

El desarrollo embrionario de los cefalépodos se divide en veinte estadios (Naef, 1928). Los
estadios han sido divididos por eventos fisioldgicos destacados, como el crecimiento de
ciertas caracteristicas morfoldgicas y la organogénesis (Castro- Fuentes et al., 2002; Naef,

1928; Watanabe et al., 1996).

Una vez terminado el desove, los huevos fertilizados pueden ser reconocidos por la
aparicidon del espacio perivitelino (sp; Fig. 4). Posteriormente se inicia la meiosis y la
segmentacion (estadio ). Durante las primeras horas post desove se puede observar la
aparicion de los cuerpos polares. El primer surco de division celular se puede observar entre

las 9-24 h post desove. La divisidn celular continda hasta formar el blastodermo (Fig. 5).

A sp B

sp

Figura 4. Huevos de cefalépodo fertilizados. (A) Aparicidon del espacio perivitelino (sp).
Modificado de Watanabe et al. (1996). (B). Espacio perivitelino. Modificado de Lenz et al.
(2015).



Figura 5. Proceso de division celular, mostrado desde una vista apical del huevo. (A) y (B)
Primeras divisiones celulares, Modificado de Naef (1928) y Watanabe et al. (1996). (C)
Formacion del blastodermo. Modificado de Naef (1928).

Durante la gastrulacién y primera reversiéon del embridn (estadios del II- VIII) se inicia la
formacidén de las capas germinales. Del estadio Ill al V, el disco germinal (blastodermo) se
expande. En el estadio VI, se pueden apreciar distintas concentraciones de células del
mesodermo en la porcién de vitelo recubierto. Para el estadio VII las células del
blastodermo (bd) ya cubren cerca de tres cuartos del vitelo (v) (Fig. 6A), para continuar
expandiéndose hasta recubrir todo el vitelo. En el estadio VIIl, comienza la primera
reversion del embridn, el polo animal (pa) va del apice del huevo al peduinculo (Fig. 6B),

también se inicia la diferenciacion de las que seran las estructuras funcionales.



Figura 6. Formacion de capas germinales. (A) Células del blastodermo (db) cubriendo el
vitelo (v). (B) Inversion del embridn, el polo animal (pa) migra hacia el pedunculo del
huevo. Modificado de Castro-Fuentes et al. (2002).

En el estadio nueve (IX), ademas de la pigmentacidn de la retina y la aparicién de ventosas
en los brazos ya diferenciados, se inicia la organogénesis (Fig. 7A). En los siguientes estadios,
ocurren cambios fisiolégicos y metabdlicos importantes, en el estadio Xl se da inicio al
desarrollo del sistema circulatorio. La maduracion de los drganos, el inicio de la actividad
cardiacay la aparicién y crecimiento de los cromatoéforos, contindan hasta la etapa XV. Entre
los estadios XVI y XVIII culmina la organogénesis y los sistemas, i.e. respiratorio, circulatorio

y reservas vitelinas, estan totalmente funcionales.
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A B |
Figura 7. Crecimiento del embrién. (A)Embridn con la retina pigmentada y los brazos bien

definidos. Fotografia por Barcenas-lbarra (2016). (B)Embridn entre estadios XVI y XVIII.
Modificado de Lenz et al. (2015).

La segunda reversion se presenta en el estadio diecinueve (XIX) cuando el embrién esta
fisiolégicamente listo para la eclosion (Fig. 8A). En el estadio veinte (XX) es posterior a la
eclosién del embrién (Fig. 8B), y ya se les considera como juveniles tempranos. Su Unica

fuente de nutrientes y energia durante estos primeros dias, es la reserva de vitelo interna.

A

Figura 8. Culminacién de la organogénesis y segunda reversion. (A) Embrién posicionado
para la eclosiéon. Foto por Barcenas-lbarra 2016. (B) Juvenil temprano recién eclosionado
con caracteristicas morfoldgicas de un pulpo adulto. Modificado de Naef (1928).
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1.5 Temperatura

La temperatura, por los efectos que tiene sobre las funciones bioldgicas en los organismos,
es un factor que participa en la distribucion de cada especie. En los animales ectotermos la
temperatura ambiental tiene efectos sobre la temperatura corporal y como consecuencia

sobre sus reacciones bioquimicas (Randall et al., 2002).

Al ser una medida de calor, la temperatura afecta la energia cinética en las moléculas,
provocando en los organismos dos efectos principales: el aumento en la energia cinética de
moléculas reactivas (enzimas principalmente) y la desnaturalizacion de macromoléculas

(Randall et al., 2002).

En una temperatura éptima, las biomoléculas (i.e. las enzimas) muestran una actividad
maxima, permitiendo que las funciones bioldgicas sean eficientes. Como las enzimas son
proteinas, estdn expuestas a la desnaturalizacién en temperaturas fuera del intervalo
Optimo, lo que puede generar el malfuncionamiento de los sistemas en los organismos. En
condiciones extremas el dafio causado a nivel de membranas y proteinas se vuelve
irreversible. La medicién de estos fendmenos fisioldgicos, permite establecer la llamada

ventana térmica, cuya amplitud y caracteristicas dependen de cada especie (Fig. 9).
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To Tp : Limitacion del campo aerdbico
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Figura 9. Representacion grafica de la ventana termal. Tp: temperatura pejus, capacidad
aerdbica limitada, cambios funcionales en la mitocondria. Tc: temperatura critica, transicién
a metabolismo anaerdbico, expresién de proteinas de choque térmico (HSP) y aumento del
actividad en el sistema antioxidante. Modificado de Portner et al. (2001).

Es por esto, que la homeostasis de un organismo depende de que su temperatura interna
se mantenga a un nivel compatible con las reacciones bioquimicas y la actividad enzimatica
(Pfeifer et al., 2005; Phillipe et al., 2005). La velocidad con que la temperatura aumenta y
afecta las reacciones bioquimicas, provoca distintas respuestas en los organismos acudticos
ectotermos, que estan directamente relacionadas con la velocidad e intensidad del cambio
térmico. Ante un aumento subito, se despliegan modificaciones conductuales y fisiolégicas
de respuesta inmediata; y cuando el aumento es sostenido, hay manifestacién de
respuestas mas complejas, como la activacién de sintesis de proteinas y el sistema
antioxidante (Abele et al., 2001). Adicionalmente, |la capacidad de compensacion fisioldgica
ante los cambios térmicos, también esta relacionada con la especie, la edad del organismo

(Borkovic et al., 2005) y el tejido involucrado (Zielinski y Portner, 2000).
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1.6 Estrés oxidativo

Para los organismos aerdbicos, el oxigeno obtenido durante la respiracion es indispensable
para la generacion de ATP (adenosin trifosfato), molécula que brinda la energia necesaria a

las células para realizar diversos procesos fisioldgicos. (Manduzio et al., 2005).

Las especies reactivas de oxigeno, son moléculas generadas en condiciones fisiolégicas
normales durante la respiracion, tales como el perdoxido de hidréogeno, el hidroxilo, el
oxigeno dismutado (H,0,, HO", 02), el éxido nitrico (NO°), el mondxido de carbono (CO),
sulfito de hidrégeno (H.S) y la adenosina y sus fosfatos (AMP, ADP y ATP). Algunas de estas
moléculas, como el peréxido de hidrégeno, fungen como sefaladores en procesos
inflamatorios o fagociticos, como segundos mensajeros para la expresién de factores de
transcripcion y en algunas sefiales de transduccién para varias moléculas (HIF/ factor
inducido por hipoxia, el gen p53) (Lesser et al., 2006). A pesar de que estos radicales siempre
estan presentes en la célula, estas moléculas se vuelven dafinas cuando alcanzan
concentraciones que sobrepasan la capacidad celular para eliminarlos, de ser asi los dafios

provocados son irreparables (Marnett, 2000).

Los radicales libres se tornan en atomos o moléculas inestables al donar electrones durante
la cadena respiratoria y quedar con uno o mas electrones desapareados (Manduzio et al.,
2005). El anién superdxido se forma por diferentes reacciones de auto-oxidacién, por la
reduccion de un electrén del oxigeno molecular (O2) o durante la cadena de transporte de
electrones (Fig. 10A). Este anién aunque tiene baja reactividad, posee la capacidad de
liberar el Fe? de proteinas férricas o grupos sulfuro, haciéndolo precursor para la formacion
del radical hidroxilo. El peréxido de hidrégeno, resulta de la reduccion directa del oxigeno
via dos electrones (Fig. 10B) o bien por la reduccion del radical superédxido (Fig. 10C). Su
liposolubilidad le permite la difusién entre las membranas, y es un intermediario para la

produccién de otras especies reactivas de oxigeno (Manduzio et al., 2005).
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El radical hidroxilo es generado por la reduccion de tres electrones (Fig. 10D), via reaccién
de Fenton (Regoli y Giuliani, 2014), por la reduccién del perdxido de hidrégeno o por la
descomposicién del peroxinitrito (ONOQO"). Los radicales peroxilos (ROO") se producen en
las cadenas de los acidos grasos en la presencia de oxigeno, sea por la adicién de un radical
a un doble enlace o por la pérdida de un hidrégeno. El radical hidroxilo, el oxigeno singlete
y el peroxinitrito, son las especies reactivas mas perjudiciales para los tejidos (Hermes-Lima

y Zenteno-Savin., 2002).

0, +2e

[A] |+1e ]

0; Te=H20,
[D]| +1e

HyO =2 — <O H+ OH”

Figura 10. Reduccidon completa del oxigeno molecular a agua, via cuatro electrones. [A] La
reduccion con un electrén produce el anidn superdéxido. [B] El perdxido de hidrogeno se
genera por la reduccién directa de dos electrones o bien en cascada [C], después de la
reduccion de un electrén. [D] El radical hidroxilo se produce con la reduccién via un electrén
del perdxido de hidrogeno. [E] la reduccidn via un electron del radical hidroxilo produce
agua. Modificado de Winston y DiGiulio (1991).

La produccion de las especies reactivas de oxigeno, ademads de ser proporcional a la
cantidad de oxigeno presente, esta ligada a la mitocondria, que es el organelo donde se
lleva a cabo la respiracién celular. Asi, las mitocondrias consumen cerca de un 90% del
oxigeno de la célula y son las principales productoras de especies reactivas de oxigeno (Lobo
et al., 2010; St. Pierre et al., 2002; Winston y DiGiulio, 1991). Algunas condiciones, como
una tasa metabdlica acelerada por la temperatura, propician la incorporacion de mas
oxigeno a la mitocondria, provocando una sobreproduccion de especies reactivas de

oxigeno, que debido a su potencial toxico, mutagénico, carcinogénico y alta reactividad, son



15

propensas a causar dafio a las biomoléculas, como el DNA, lipidos y proteinas, o bien de la

muerte celular (Manduzio et al., 2005; Marnett, 2000; Meng et al., 2014).

Las células utilizan dos mecanismos para contrarrestar los efectos de grandes
concentraciones de especies reactivas: la via enzimatica y la no enzimatica (Tabla )
(Buttermer et al., 2010; Di Giulio et al., 1989). En conjunto estas dos, forman el sistema
antioxidante (AOX). Esta respuesta compensatoria ayuda a mantener la homeostasis
celular, y es estimulada cuando hay alteraciones en el estado redox de la misma (Buttke y
Sandstrom, 1994; Rodrigues—Fuentes et al., 2017). Sin embargo, cuando el sistema
antioxidante de la célula se ve rebasado por la produccién de especies reactivas de oxigeno,
este balance se pierde y la célula entra en un estado de estrés oxidativo (Abele y Puntarulo,

2004).

Tabla Il. Algunos componentes enzimaticos y no enzimaticos del sistema antioxidante

Sistema antioxidante

Via enzimatica Via no enzimatica
Superéxido dismutasa (SOD) Glutation

Catalasa (CAT) Vitaminas E,A,C
Glutation peroxidasa (GPx) Urato
Glutation transferasas (GST) Biliverdina

Modificado de Hermes-Lima y Zenteno-Savin (2002).

El sistema antioxidante funciona en cascada (Fig. 11), primero la superéxido dismutasa
(SOD, EC 1.15.1.1), enzima que actua en casi todas las células aerdbicas en los fluidos
extracelulares, disociando el anién superdxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno (Lobo
et al., 2010). El perdxido de hidrégeno, es una molécula que dafia facilmente a los tejidos,
por ello la Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) es una enzima de rapida accién y cataliza el perdxido

de hidrégeno en agua y oxigeno, previniendo la formacion del radical hidroxilo (OH")(Lesser
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et al., 2006). El Glutation reducido (GSH), que estd presente en altas concentraciones en el
citoplasma celular, actua directamente sobre las especies reactivas y como cofactor de la
glutatién peroxidasa (GPx) y la glutation S-transferasa (GST). Cuando el GSH actua con estas
dos ultimas, pasa a su forma oxidada: GSSG, que posee dos moléculas GSH unidas que
forman un puente disulfuro. La glutatién reductasa (GR) reconvierte la forma oxidada a GSH
usando NADPH como agente reductor. El equilibrio entre GSH y GSSG, mantiene un estado
reducido de la célula, que ayuda a prevenir el dafio oxidativo. El GSH representa cerca del
95% del glutatién celular (Lobo et al., 2010), por lo que un aumento en la concentracién de
GSSG se puede interpretar como un indicador de estrés oxidante en la célula (Manduzio et

al., 2005; Regoli et al., 2011).

Metabolismo enzimatico de ROS

A Superéxi B
peroxido e . ,
20, *+ 2H —gioritasa 02+ Hi0: Oz *+H HO:

O, *+H*+ HO; —— 0O,+H,0,

catalasa H.0+0
_ odeRe .
2H;0, ? ? sistera AOX 0, *+Fe¥* —— Fe?* +0,

insuficiente Fe2t+H,0, — Fe3* + HO + HO-

H202+ 2 GSH GIUtatIon » ZHZO + GSSG
peroxidasa
H,0,+0,* ——» 0,+HO+HO"

GSSG + NADPH + H+— GlUtation - e . NADP*
reductasa

Figura 11. Reacciones enzimaticas del sistema antioxidante. (A) Principales reacciones
enzimdticas para el metabolismo de especies reactivas de oxigeno. (B) Cuando la
produccién de superdxido sobrepasa el sistema antioxidante (AOX) la célula entra a un
estado de estrés oxidativo, generando especies reactivas de oxigeno y radicales libres
altamente reactivos como el hidroxilo (OH"). Modificado de Casteilla et al. (2001).

El estrés oxidativo puede estar causado por procesos internos como la edad, enfermedades
y el peso corporal, o bien por condiciones ambientales como la presencia de contaminantes,
cambios en la concentracidon de oxigeno disuelto, la salinidad o la temperatura (Hermes-

Lima y Zenteno-Savin, 2002; Li et al., 2016; Zielinski y Portner, 2000). El estrés oxidativo
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puede ser medido indirectamente con algunos biomarcadores tales como la peroxidaciéon
de lipidos (Li et al., 2016), la actividad de enzimas como la colinesterasa y carboxilesterasas
(Barata et al., 2007; Slotkin, 2004) y la actividad del sistema antioxidante (AOX) (Lushchak
et al., 2011; Manduzio et al., 2005;). La peroxidacion de lipidos se genera en los acidos
grasos (AG), principalmente en los acidos grasos polinsaturados (PUFA), porque los
hidrégenos alilicos (H-C-H) adyacentes a uno con doble enlance (H=C=H), son facilmente
sustituidos/ removidos por los radicales libres (Buttermer et al., 2010; Halliwell y
Gutteridge, 2007). Cuando este proceso ocurre, el carbdn se queda con un electrdn libre e
interactua facilmente con un oxigeno formando el reactivo radical peroxilo, que ataca la
membrana fosfolipidica y proteica, desencadenando una cascada de reacciones en la
cadena de los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs). La susceptibilidad a la peroxidacién
lipidica es directamente proporcional a la cantidad de insaturaciones presentes en los

acidos grasos (Marnett et al., 2000; Repolho et al., 2014).

La acetilcolina es una biomolécula que funciona como neurotransmisor de tipo colinérgico
en el sistema nervioso. Durante la maduracién del cerebro en las etapas embrionarias,
también funge como reguladora de procesos como la replicacién e inicio de la
diferenciaciéon de las células neurales, la axonogénesis, la sinaptogénesis, la migracién de
células especificas a cada regioén cerebral y la apoptosis (Brimijoin y Koenigsberger, 1999;
Slotkin, 2004). La colinesteresa (AChE, E.C. 3.1.1.7) es una enzima que hidroliza a la
acetilcolina, después de ser liberada en el espacio sinaptico, para terminar con el impulso
nervioso (Osterauer y Kohler, 2008). Si esta enzima esta inhibida, los efectos de la
acetilcolina mantienen hiperpolarizadas las neuronas, estado que bloquea posteriores
reacciones nerviosas causando paralisis y la muerte (Galgani y Bocquene, 1990). La falta de
regulaciéon en las células nerviosas provoca deficiencias en el desarrollo y funcionamiento
del sistema nervioso (Pfeifer et al., 2005; Sdnchez—Garcia et al., 2017). Junto con la AchE,
las carboxilesterasas (CbE, 3.1.1.1) pertenecen a la famila de las B—esterasas, y estas ultimas

(CbE), son enzimas importantes en el metabolismo de detoxificacién del organismo (Solé et
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al., 2008) al hidrolizar esteres tanto endégenos como exdgenos, este mecanismo protege
al organismo de algunos xenobidticos y disminuye el riesgo de inhibicién de la AchE. (Barata
et al., 2004). Tanto la AchE y las CbEs son utilizados en multiples estudios como indicadores

de neurotoxicidad.

2. ANTECEDENTES

2.1 Desarrollo y crecimiento del embridn

Las primeras etapas dentro del ciclo de vida, se consideran criticas para el éxito de una
especie en estado silvestre. Esto ha impulsado el estudio del curso natural de la
embriogénesis y como esta fase puede ser modulada y alterada por cambios en las
condiciones ambientales (Parra et al., 2000; Villanueva et al., 2011). Naef (1928) hizo una
detallada descripcidn del desarrollo embrionario de Octopus vulgaris, y lo clasificd en veinte
estadios embrionarios (XX), su trabajo senté precedentes para diversos estudios con
embriones de cefalépodos. Otros estudios descriptivos del desarrollo embrionario se han
hecho en Octopus aegina (lgnatius y Srinivason, 2006), Todarodes pacificus (Watanabe et

al., 1996) y en Octopus mimus (Castro- Fuentes et al., 2002) y Loligo peleali (Arnold, 1965).

Mangold et al. (1971), con el fin de aportar mds informacién sobre la reproduccién de
Eledonde cirrosa, realizdé una detallada descripcion morfolégica de las veinte etapas en las
que se divide el desarrollo embrionario de estos octépodos (basado en Naef, 1928). Ortiz
etal. (2006), en su estudio descriptivo de los huevos y crias de Enteroctopus megalocyathus,
utilizaron caracteristicas morfoldgicas especificas, tales como la longitud y anchura del
huevo, longitud del vitelo, longitud del manto, de brazos, sifon y diametro del ojo.
Asimismo, Carrasco et al. (2014), para poder diferenciar entre los huevos y las paralarvas

de Octopus huttoni y Pinnoctopus Cordiformi hicieron un trabajo descriptivo de las
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caracteristicas morfoldgicas particulares. Lenz et al. (2015) describieron por primera vez,
bajo condiciones de laboratorio, gran parte del ciclo reproductivo de Octopus insularis: los
desoves, los huevos, el porcentaje de fecundidad y las paralarvas. Los estudios relacionados
a las etapas tempranas de desarrollo en los cefalépodos, han sido realizados con diversos

enfoques y aplicaciones.

2.2 Temperatura

La temperatura ha sido uno de los parametros ambientales mds estudiados, pues es
considerada como un factor regidor de los procesos fisiolégicos y metabdlicos de los
organismos ectotermos (Clarke y Fraser, 2004). Conocer cémo afecta la temperatura la
biologia de un organismo y de cada especie, tiene implicaciones ecoldgicas y zootécnicas
(Abele et al., 2004; Boletzky et al., 1994) Es por eso, que el efecto de la temperatura en el
crecimiento y en la producciéon de biomasa ha sido estudiado en distintas especies de
cefalépodos como Sepia officinalis (Domingues et al., 2002), Octopus pallidus (Leporati et

al., 2007), Octopus ocellatus (André et al., 2009) y Octopus maya (Noyola et al., 2013)

De la misma manera, se ha buscado determinar cdmo este factor altera la calidad
reproductiva de una especie. O‘Dor et al. (1982) analizaron este efecto en una especie de
importancia pesquera (/llex illecebrosus), constatando in vitro el porcentaje de fertilizacién
a diferentes temperaturas (7 a 21 °C) junto con un seguimiento de las etapas embrionarias.
Encontrando que entre temperaturas de 12 °C y 17 °C habia un mayor porcentaje de
fertilizacién y viabilidad, similar a lo observado in situ, mientras que a temperaturas
cercanas a los 7° y 21 °C, se disminuia el éxito de fertilizacion. Mangold y Boletzky (1973)
retomando trabajos previos con Octopus vulgaris, observaron que los huevos desovados en
temperaturas bajas tendian a un desarrollo lento, y aquellos desoves cercanos a la

superficie del agua, tendian a un desarrollo acelerado, es decir que el estado reproductivo
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y el crecimiento de las crias se moldeaba de acuerdo a las variaciones ambientales a lo largo
del afio, principalmente a la temperatura. Repolho et al. (2014), utilizando las proyecciones
de incremento de temperatura en las aguas ocednicas, determinaron su efecto sobre el
estado fisiolégico de O. vulgaris durante las primeras etapas de vida. Estos autores
reportaron que un aumento tan solo de 3° C en la temperatura de incubacién fue suficiente
para reducir la sobrevivencia después de la eclosién y aumentar la frecuencia de

anormalidades en las paralarvas.

Con Octopus maya, Juarez et al. (2015), evaluaron los efectos de la temperatura en distintas
etapas de desarrollo fisioldgico, y encontraron que a una temperatura de 31° Csolo un 13%
de las hembras desovd, a diferencia del100 % de hembras que desovaron cuando fueron
mantenidas a 24 °C. De igual manera, las crias provenientes de hembras expuestas a altas
temperaturas tuvieron un menor porcentaje de supervivencia que las obtenidas de

hembras provenientes del grupo control (24°C).

Villanueva (2000) encontré otro efecto de la temperatura en el calamar Loligo vulgaris, pues
las variaciones de este pardmetro afectaron el crecimiento de las paralarvas: a bajas
temperaturas los organismos resultaron ser mas robustos que los expuestos a temperaturas
mayores. Caamal-Monsreal et al. (2016) con Octopus maya, obtuvieron resultados
similares, los embriones incubados dentro de un rango de temperatura dptima se
desarrollaron con mejores caracteristicas fisicas que aquellos incubados en temperaturas
subdptimas, es decir que la temperatura de incubacién repercute en la capacidad de los
juveniles para sobrevivir después de la eclosién. El efecto de la temperatura sobre las
primeras etapas de desarrollo también se han estudiado en Octopus mimus (Zuiiiga et al.,
2013) y Octopus megalocyathus (Uriarte et al., 2015). Este tipo de estudios, ademas de que
permiten entender los efectos ambientales sobre la reproduccién y durante las etapas
tempranas, son necesarios para implementar el manejo zootécnico de algunas especies,

gue como los pulpos, tienen potencial de cultivo.
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Adicionalmente, el tema de temperatura ha tomado relevancia por los hallazgos asociados
con el calentamiento global, y las repercusiones que tiene sobre los organismos marinos
(Gibson et al., 2011; IPCC, 2014). Barnes et al. (2010) en su estudio con invertebrados
antarticos, concluyeron que un aumento de temperatura del mar, posiblemente provoque
una re distribucidn geografica de las especies, y que su éxito de sobrevivencia dependerd
de su capacidad de compensar las nuevas condiciones ambientales. Asi mismo, Portner y
Farrell (2008) mencionan que la eficiencia para desplegar estos mecanismos
compensatorios, ademas de estar asociado a la ventana térmica, dependera de la especie

y su etapa fisioldgica.

Dependiendo de los cambios de temperatura, se despliegan distintas respuestas como
cambios conductuales o bien modificaciones a nivel celular y bioquimico (Bullock, 1955). Es
por eso, que los biomarcadores (como las enzimas) han podido ser utilizados como
indicadores de eventos en sistemas biolégicos o muestras, para describir eventos
bioldgicos, la capacidad funcional de un sistema y sus alteraciones, la susceptibilidad a algin
xenobidtico, entre otros (NCR, 1987). La actividad sistema antioxidante ha sido estudiado
como un indicador del estado fisioldgico de los organismos (Arun et al.,, 1988; Peters y
Livingstone, 1996) y cdémo estos afrontan las condiciones ambientales, i.e. cambios de
temperatura o presencia de contaminantes (Borkovic et al., 2005; Repolho et al., 2014;
Zielinski y Portner, 2000;). En este contexto, el estudio de los mecanismos celulares que
ayudan a contrarrestar condiciones de estrés, ha generado informaciéon que ha sido
aplicada al manejo de especies de interés comercial (Dandapat et al., 2003; Kailamani et al.,
2008; Mourente et al., 1999), pues estas respuestas compensatorias, conllevan un gasto
energético, e indirectamente afectan otros procesos fisioldgicos como el crecimiento,

sobrevivencia o la reproduccion (Forsythe 2001; Gillooly et al., 2006; Uriarte et al., 2011).
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3. JUSTIFICACION

Las primeras etapas de vida son consideradas clave para la supervivencia de la especie y
altamente susceptibles a los cambios ambientales. Desde este punto de vista, el estudio de
los efectos de la temperatura durante las fases de desarrollo embrionario de los
cefalépodos, ha sido util para conocer la forma en que los cambios ambientales modulan a
las poblaciones naturales y a los organismos cultivados (Juarez et al., 2015; Sdnchez-Garcia
et al., 2017; Uriarte et al., 2015). En el presente trabajo las temperaturas experimentales
fueron establecidas utilizando la informacién disponible sobre la especie, que junto con las
proyecciones de calentamiento global segun el IPCC, permitirdn establecer los efectos de la
temperatura en el desarrollo embrionario de O. bimaculoides. Esta clase de informacidn
puede ser aplicada con distintos fines, sea para la conservacién de las poblaciones, para un
manejo pesquero adecuado o bien para establecer parametros productivos eficientes para
el manejo zootécnico de la especie. Asi, el presente estudio ha sido planteado para

responder a la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es el efecto de la temperatura en las etapas tempranas de O. bimaculoides, medido a
partir de los mecanismos fisioldgicos que permiten regular la producciéon de especies

reactivas de oxigeno y poder mantener un desarrollo y crecimiento embrionario adecuado?

4. HIPOTESIS

Si Octopus bimaculoides tiene la capacidad para tolerar las variaciones térmicas naturales
de su habitat, se puede suponer que temperaturas mayores a las de la época reproductiva
en el medio natural (16 - 18 °C) no sean deletéreas para los embriones, ya que estos también
deberian poseer los mecanismos fisioldgicos que les permitan controlar el aumento de las
especies reactivas de oxigeno, y evitar efectos adversos sobre el desarrollo y crecimiento

embrionario.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la temperatura durante el desarrollo embrionario de O. bimaculoides,
a partir de sus efectos en la morfologia, crecimiento y sobrevivencia y la respuesta

antioxidante.

5.2 Objetivos particulares

5.2.1 Conocer el efecto de cuatro temperaturas experimentales (16, 18, 20 y 22 °C) sobre
los cambios morfoldgicos durante el desarrollo y crecimiento embrionario, asi como la
sobrevivencia en ayuno de juveniles recién eclosionados, de O. bimaculoides.

5.2.2 Determinar el efecto de cuatro temperaturas experimentales (16, 18, 20 y 22 °C)

sobre la respuesta antioxidante en los embriones de O. bimaculoides.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de muestreo y obtencién de los huevos

Los huevos con los que se realizé el presente estudio fueron obtenidos en la bahia de
Guerrero Negro, Baja California (Figs. 12 y 13). Con el apoyo de pescadores locales, se
identificaron refugios de hembras silvestres y se seleccionaron las puestas de huevos
(N=15). Los huevos en estadio inicial de desarrollo, fueron colocados en bolsas de plastico
con agua de mar y oxigeno. Cada bolsa fue colocada dentro de una hielera a una
temperaturade 16 °C+ 1 (Fig. 14), para el transporte al Centro de Investigaciones Bioldgicas

del Noroeste S.C. en La Paz, B.C.S.
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Figura 12. Sitio de recoleccion: Bahia de Guerrero Negro, frontera entre Baja California
Sur y Baja California.

Figura 13. Refugios utilizados por las hembras silvestres de O. bimaculoides para desovar.
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Figura 14. Sistema de transporte de huevos fecundados de O. bimaculoides.

6.2 Disefo experimental

En una sala experimental con aire acondicionado, se prepard una incubadora con 16 tinas
de fibra de vidrio de 30 L, con el objetivo de colocar los huevos recolectados (Fig. 15A). Se
utilizaron ocho tinas con un sistema de circulacién abierto con recambio de 300 % d* y
aireacion constante. El flujo de agua provenia de un sistema con filtro de malla (20 um),
filtro de carbono, luz UV y un equipo de enfriamiento (chiller), este Ultimo se utilizé para
mantener la temperatura de entrada al sistema a 16 °C (temperatura control). Se
acondicionaron tres reservorios de 150 L, cada uno con un calentador sumergible de 200
watts, para mantener las otras temperaturas experimentales en la incubadora (18, 20y 22

°C; Fig. 15B). La incubacién se hizo por duplicado en cada temperatura.
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Figura 15. Sistema de incubacién. A) Incubadora para O. bimaculoides. a=18 °C; b=16 °C,
¢=20 °C; d=22 °C. B) Reservorios utilizados para estabilizar las temperaturas experimentales

Figura 16. Seleccion vy distribucion de los huevos de O. bimaculoides. A) Revision de los
huevos B) Huevos colocados en la incubadora y distribuidos al azar.

Para iniciar el bioensayo, los huevos colectados fueron distribuidos al azar en las tinas (Figs.
16A, 16B).Una vez colocados, se procedid a aumentar paulatinamente la temperatura de

cada sistema a razén de 1 °C por hora aproximadamente, hasta alcanzar los 18, 20y 22 °C.
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El registro de la temperatura se hizo con un termémetro digital hasta que el sistema
estabilizé. Posteriormente los registros se efectuaron por la mafiana y tarde. Las
temperaturas experimentales se mantuvieron constantes hasta la eclosién de los juveniles.
Los muestreos se programaron para cada 10 dias hasta el término del experimento. En cada
muestreo se tomaba un total de 60 huevos (15 por temperatura), y eran colocados en
recipientes oscuros con un aireador. El procedimiento para cada huevo se describe a

continuacion.

6.3 Desarrollo/crecimiento embrionario y sobrevivencia de los juveniles

6.3.1 Morfometria: crecimiento y desarrollo embrionario

Cada huevo fue pesado en una balanza analitica. Posteriormente, se tomé la fotografia in
vivo en un medio humedo, utilizando un estereoscopio Nikon SMZ25 cdmara DS-Fi3 Nikon,
cuyo aumento se ajusté al tamafio de los embriones (1x, 2x o 0.63x). Los huevos vy
embriones (en mm) fueron medidos con el programa Nikonj2000. Con las fotografias se
clasificaron los estadios embrionarios. Las medidas realizadas fueron (Fig. 17):
1. Longitud total del huevo (LT)
Anchura total (A)

Longitud del vitelo (LV)

Longitud de la cabeza (LC)

2
3
4. Longitud del manto (LM)
5
6. Didmetro del ojo

7

Longitud de brazo
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LV

Figura 17. Pardmetros de crecimiento registrados en embriones de O. bimaculoides
incubados a diferentes temperaturas experimentales. LT= longitud Total; A= anchura del
huevo; LV=longitud de vitelo; LM=longitud de manto, LC= longitud de cabeza; LB= longitud
de brazo, DO= diametro del ojo.

6.3.2 Sobrevivencia de los juveniles sometidos a ayuno

Para medir la sobrevivencia, quince juveniles tempranos de O. bimaculoides de cada
temperatura experimental, fueron sometidos a diez dias de ayuno después de la eclosién.
Cada organismo fue individualizado en un tubo de PVC con %” de didametro y colocado en

el mismo tanque donde habia sido incubado, hasta el final del experimento.

6.4 Analisis de la actividad del sistema antioxidante

6.4.1. Preparacion general de las muestras

Para la medicidon de la actividad enzimatica, los embriones fueron separados del vitelo en

frio. Los embriones de cada muestreo fueron agrupados en tres grupos, cada uno con cinco
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embriones. Las muestras fueron mantenidas en ultra congelacion a -80 °C, hasta el proceso

de liofilizacidn.

6.4.2. Preparacion de las muestras para la caracterizacion del sistema antioxidante

Para el andlisis enzimatico, las muestras liofilizadas se re-suspendieron en Buffer Tris 7.4 y
fueron homogeneizadas. Se hicieron tres alicuotas, de las que se cuantificaron la proteina
total, el Glutatidn total (GSH) y la lipoperoxidacidn (LPO). Posteriormente, para precipitar la
proteina, las muestras se centrifugaron en frio 1000 x g a 4 °C. Del sobrenadante, se
prepararon cuatro alicuotas para analizar la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
la glutation S tranferasa (GST), la acetilcolinesterasa (AchE) y la carboxilesterasa (CbE) (Fig.

18).

[ Tejido liofilizado ]

pesar

100 ml buffer
+.758 g TRIS7.4

Agregar buffer Tris 7.4 en
proporcién: 10 mg tejido-
1000 pL Buffer

Homogenizacion ]

Medir potencial redox |

Sin centrifugar |  Centrifugar 1000 xg ,4 °C__

| Tomar sobrenadante |

IE

AchE, CbE, GST

g B

Figura 18. Preparaciéon de las muestras para cuantificar la actividad del sistema
antioxidante.
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6.4.3. Determinacion del sistema antioxidante

6.4.3.1. Determinacion de superdxido dismutasa (SOD)

Para cuantificar la actividad de la enzima superdxido dismutasa, se utilizé el KIT Sigma 19160
con un método indirecto, donde una reduccién de WST-1(2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5(2,4-disulfofenil)-2H- tratrazolium, (sal monosddica) con un anién superdxido provoca una
tincidn; la tasa de esta reaccidon con el oxigeno, se relaciona a la actividad de la xantin
oxidasa, la cual es inhibida por la SOD. La actividad de SOD de mide a través de esta
inhibicidn (IC50%) con colorimetria a una absorbancia de 440 nm, que se expresa como

como pmol / min / mg de proteina™

6.4.3.2. Determinacion de catalasa (CAT)

Para la determinacién de la actividad de la enzima catalasa (método modificado de Hadwan
y Abed 2016), que descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, se utilizé por
duplicado, una solucién de perdxido (Buffer de fosfatos 50 mM pH 7.+ H,0, 0.065 M) sobre
el sustrato (durante tres minutos) para generar la reaccion CAT—H;0.. El producto generado
junto con una solucidon de Molibdato de amonio (32.4 mM) se leyé como punto final en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 405 nm. Una unidad de catalasa descompone
1.0 mm de H,0; por minuto. La actividad especifica de la CAT se expresa como pmol / min

/ mg de proteina™®

6.4.3.3. Determinacion de Glutatién S transferasa (GST)

La determinacion de la enzima Glutation S transferasa, se hizo por triplicado con el Kit Sigma

CS04, la reaccion se inicia cuando la enzima cataliza la unién de GSH (glutation) + CNDB 100
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mM (1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno) produciendo un conjugado GS — DNB, este producto se
lee con un mddulo de cinética (6 minutos) a 25 ° C a una longitud de onda de 340 nm. La

actividad especifica de GST se expresa pmol / min / mg de proteina™.

6.4.3.4. Determinacion de glutatién total (GSH)

La cuantificacién del glutatidn total, se hizo por duplicado basado en Kit de Sigma CA0260.
El método se basa en dos reacciones, 1. El glutatién es oxidado por el DTNB (2-acido
nitrobenzoico) produciendo TNB (5-thio-2-acido nitrobenzoico) y GSSG (glutatién en forma
oxidada). 2. El GSSG es reducido por la glutatién reductasa (GSSr) y NADPH para
recomponerse a GSH y NADP. La tasa de formacién de TNB se lee en el espectrofotdmetro
con médulo de cinética a una longitud de onda de 405 nm. La cantidad de GSH se determina
utilizando una curva estandar de GSSH (0.5, 0.25, 0125, 0.0625, 0.0312 nmol de GSH/ 10

uLde muestra). La actividad especifica de GSH se expresa umol / min / mg de proteina™

6.4.3.5. Colinesterasa (AchE) y carboxilesterasa (CbE)

Para determinar la actividad de las colinesterasas (método de Ellman et al., 1961) en las
muestras, por triplicado, se utilizé una solucién DNTB/ Tris 7.4 (5,5-ditiobis-2-acido
nitrobenzoico) como indicador de la liberacion de la tiocolina durante la reaccién de la
acetilcolina con el sustrato, el producto de esta reaccion, el tionitrobenzoato, se cuantificd
con un médulo de cinética a 24° C y una absorbancia de 405 nm. Para la cuantificacion de
CbE el sustrato utilizado fue pNPA (1 mM) aplicando un método modificado de Hosokawa

y Soth (2002). La actividad de AcHe y CbE se expresd en U mg de proteina™.
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6.4.3.6. Determinacion de LPO

Para determinar la peroxidacién de lipidos, se usé como base la reaccién de oxidacidn que
causan los perdxidos de Fe?* a Fe3*en un pH acido. Una solucidn de trabajo a base de sulfato
ferroso (1 mM), 4cido sulfurico (0.25 M) y naranja de xylenol (1 mM) se agregd a la muestra
y se dejé incubar a temperatura ambiente por 60 minutos. El producto generado en la
reaccion se leyd en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm. La
peroxidacién se calculé en base a una curva estandar tipo TBOOH. El resultado se expresa

en nmol de perdxido por mg de tejido™.

6.4.3.7. Determinacion de proteina total (PO)

El proceso para la cuantificacién de proteina (método de Bradford) se basa en la formacién
de un complejo entre el colorante azul de Coomasie/ Brilliant blue G y las proteinas en
solucion. Este complejo causa un cambio en la longitud de onda necesaria para la absorcidn,
de 465 — 595 nm. La cantidad de proteina presente es proporcional a la absorcidn., su

concentracién se expresa mg de proteina mL™.

6.5 Analisis estadistico

6.5.1. Desarrollo y crecimiento embrionario
6.5.1.1. Andlisis de componentes principales

Para identificar cuales caracteristicas morfoldgicas fueron las mas afectadas por la
temperatura, se aplicd un andlisis de componentes principales. Este analisis permite la
estructuracién de un conjunto de datos multivariados obtenidos de una poblacion, cuya

distribucién de probabilidades no necesita ser conocida (Pla, 1986). El propésito fue:
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a) Generar nuevas variables que puedan expresar la informacion contenida en el
conjunto original de datos.

b) Reducir la dimensionalidad del problema que se esta estudiando, previo a futuros
analisis.

c) Eliminar, cuando fuera posible, algunas de las variables originales si estas aportan

poca informacién.

Para llevar a cabo este andlisis se consideraron las proyecciones de las variaciones
morfométricas para los componentes 1 y 2, que fueron expresados como los cosenos
cuadrados representados en ambos ejes. Los valores de los cosenos cuadrados mayores a

0.8 fueron considerados como aquellos que tuvieron mayor influencia en el andlisis.

6.5.1.2 Andlisis de Regresion

La relacién entre el estadio de desarrollo embrionario y el tiempo de incubacién, se

describio a través de una ecuacién potencial (1)

y=ax® ()

La descripcién de la relacién del efecto de cada temperatura experimental sobre el
crecimiento de los embriones, especificamente en el desarrollo de alguna caracteristica
morfoldgica y en el consumo del vitelo, se realizd con un analisis de regresion lineal ajustado
a una ecuacion exponencial (2)

y = aed (2

Donde Y es la longitud de brazo, manto o didmetro del ojo y X es la edad de los embriones,

ay b son constantes.
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6.5.2 Actividad del sistema antioxidante

6.5.2.1 Respuesta Integrada de biomarcadores (IBR)

Para determinar la actividad del sistema antioxidante e indicadores de su funcionamiento
(LPO, CbE y AchkE), con el programa Microsoft EXCEL se elabord una respuesta integrada de
biomarcadores, que es un método que permite la estandarizacion de los datos (Beliaeff y
Burgeot, 2002) y la comparacién de la actividad enzimatica durante los distintos estadios
embrionarios de las cuatro temperaturas experimentales. Para realizar esto, se obtuvo el
promedio (m) y la desviacién estandar (DS) de los datos, para posteriormente
estandarizarlos con la féormula Y = (X—m)/S, donde Y son los datos estandarizados, X los
datos de cada biomarcador, m es la media y S la deviacién estandar de cada biomarcador.
Para el valor de Z, se considerdé como Z=Y. El valor minimo (Min) de los datos estandarizados
se utilizo para calcular S, como S=Z + |Min|, donde Ses 20y |Min| es un valor absoluto.

El drea de las graficas de estrella (Ai), fue calculada utilizando la férmula (3)

Ai=S; /2 sinP (SiCosP + Si+1 sinB) (3)

Donde B= Arc tan (Si+1Sina/ Si- Si+1cosa), a es 2r/n radianes, y Si es el valor obtenido de
cada biomarcador. Con la suma de las areas Ai (4), se obtiene el valor de IBR, donde n es el

numero de biomarcadores (Sanchez-Garcia et al., 2017).

IBR = 5i=1 = Ai 4)
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7. RESULTADOS

7.1. Clasificacion de los estadios embrionarios de Octopus bimaculoides

En este trabajo fueron identificados veinte (XX) estadios embrionarios para Octopus
bimaculoides. La clasificacién se hizo utilizando muestras de las cuatro temperaturas
experimentales y estuvo basada en los trabajos de Naef (1928), Castro-Fuentes et al., (2002)
y Watanabe et al. (1996). En los huevos fecundados (Fig. 19A) el vitelo y el corion se
separaron por la expansién del espacio perivitelino. Posteriormente se inicid la division
celular y la formacién del blastodisco o disco embrionario en la parte distal del huevo (lado
contrario al pedunculo) (Fig. 19B). El blastodermo recubrié gradualmente el vitelo (en
sentido posteroanterior) durante los estadios Il - VII (Fig. 19C). En el estadio VIII (Fig. 19D)
se observé la migracion del embridn hacia la parte proximal del huevo (el pedunculo),
posteriormente se inicié la organogénesis. Durante los estadios IX al Xlll el crecimiento de
los brazos fue evidente, aparecieron las primeras ventosas y la retina comenzé a tener
cambios de coloracion (Fig. 19E). La formacién del saco vitelino interno, localizado en la
parte caudal del manto, los primeros cromatéforos en las zonas del manto, cabeza y brazos,
y el iris totalmente pigmentado se observaron a partir de los estadios XIV a XV. En los
estadios embrionarios siguientes, (XVI a XVIII) ademas del crecimiento del saco vitelino
interno, la organogénesis se completd, dejando funcionales sistemas como el respiratorio y
circulatorio (Figs. 19G, 19H). La segunda inversion del embrién ahora hacia el polo posterior
del huevo se presenté en el estadio XIX, también se observd un saco vitelino interno
abundante y crecimiento de la glandula digestiva, en esta etapa los embriones estuvieron

fisiolégicamente listos para la eclosién. (Figs. 191, 19)).
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Figura 19. Huevo fecundado y embrién en estadio I. A) Huevo fecundado de Octopus
bimaculoides B) Estadio | formacién de discoblastula o disco embrionario en el polo animal.
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Figura 19. Embriones en estadio VII al XV. C) Estadio VII: Blastodermo (BL) cubriendo cerca
del 90 % de vitelo (V). D) Estadio VIII Primera inversién del embridn, migra hacia el
pedunculo (Pd). E) Estadio XlII: (X — Xlll) inicio de la organogénesis, desarrollo de brazos (B),
pigmentacion de la retina (R), aparicion de ventosas (Ve). F) Estadio XV: formacién de saco
vitelino interno (Sv), aparicion de los primero cromatdforos (Cr).
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Figura 19. Embriones en estadios del XVI al XIX. G) Estadio XVI: crecimiento del saco vitelino
interno, formacién de la glandula digestiva. H) Estadio XVII — XVIII: érganos totalmente
desarrollados. 1) Estadio XIX: segunda inversion del embridn. J) Embridn preparado para la
eclosion.
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7.2 Desarrollo / crecimiento embrionario y sobrevivencia de los juveniles

7.2.1. Desarrollo y crecimiento embrionario

Los resultados muestran que la temperatura experimental afecté la tasa de cambio de los
estadios con respecto al tiempo. (Fig. 20). En los embriones incubados a 20 y 22 °C, la
pendiente de la relacion entre estadio y tiempo (dias) resulté ser significativamente mas
elevada que en los embriones cultivados a 16 y 18 °C (P< 0.0001). Los embriones
mantenidos a la temperatura mas alta (22 °C) alcanzaron el estadio diecinueve (XIX) 50 dias
antes que los embriones mantenidos a 16 °C, y 20 dias antes que los embriones expuestos
a 18 °C. Los embriones mantenidos a 20 °C alcanzaron el ultimo estadio de desarrollo 30y

10 dias antes que los organismos expuestos a 16 y 18 °C respectivamente (Fig. 20).

A partir de un analisis de componentes principales (PCA) se infirid que la temperatura tuvo
un efecto significativo sobre la morfologia de los embriones, con una mayor influencia sobre

la longitud de los brazos, la longitud del manto y el diametro del ojo (Fig. 21, Tabla Ill).
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Figura 20. Efecto de la temperatura en la velocidad de crecimiento en los embriones de O.
bimaculoides. El andlisis mostrd diferencias significativas entre las pendientes obtenidas a
20y 22 °Cy las pendientes de los embriones mantenidos a 16 y 18 °C. (F = 13.34, gl = 3,

P<0.0001).



41

1.0 —
0.5
£ i
& >
E
o ]
5
A
m
[T
0.5 L
1.0 |
1,0 0.5 0,0 0.6 1,0
Factor 1 : B8,28% & Active

Figura 21. Analisis exploratorio de componentes principales de la relacién entre las
variables morfoldgicas de los embriones de O bimaculoides y la temperatura. La posicidon de
los vectores en el eje (correspondientes al factor 1) mostraron un valor de correlacion de
0.95 (brazos), 0.95 (manto) y 0.97 (didmetro del ojo). La longitud de la cabeza mostré una
correlacién de 0.81 para el factor 1 y de 0.58 para el factor 2.

Tabla lll. Valores de la correlacién multiple derivada del analisis de componentes principales
(PCA) en relaciéon al efecto la temperatura sobre los cambios morfométricos de los
embriones de O. bimaculoides incubados a 16, 18, 20y 22 °C.

Longitud Factor 1 Factor 2
Cabeza -0.816737 -0.575937
Brazo -0.959805 0.192557
Manto -0.950043 0.221420

Ojo -0.979944 0.076754
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Con esta informacién se procedié a establecer la forma en que la temperatura modulé las
caracteristicas morfolégicas medidas. La relacidon entre las variables morfoldgicas y el
estadio de desarrollo de los embriones expuestos a las distintas temperaturas fue
representada por la ecuacién exponencial Y= ae®. El crecimiento del ojo y los brazos
mostraron alta correlacién con la temperatura. El manto se desarrollé a una velocidad
similar en los cuatro tratamientos (p > 0.05, Tabla IV). La relacidn del consumo del vitelo y
la temperatura fue representada con la ecuacion Y= ae™. La velocidad con la que los
embriones consumieron sus reservas energéticas estuvo afectada por las distintas

temperaturas (P< 0.01, Tabla V).

Tabla IV. Cambios morfolégicos de O. bimaculoides descritos por la ecuacién Y = ae®* Y es
la longitud de brazo, manto o didametro del ojo. X representa el estadio de desarrollo (I — XX,
de acuerdo a Naef, 1928).

Comparacién

Longitud, mm a b R P entre Pendientes

Manto
16 0.082 0.2 0.86 0.0001
18 0.067 0.21 0.94 0.0001 sz‘z‘g“:fl;
20 0.05 0.23 0.91 0.0001 gl=3
22 0.082 0.2 0.9 0.0001

Brazos
16° 0.074 0.2° 0.92 0.0001
182 0.041 0.24° 0.93 0.0001 szf)'SOggW
20° 0.037 0.24° 0.92 0.0001 gl=3 '
22¢ 0.067 0.21°¢ 0.92 0.0001

Didmetro Ojo

16 0.082 0.1° 0.84 0.0001

18° 0.061 0.12° 0.93 0.0001 p: _0;108;_6"
20° 0.055 0.12° 0.88 0.0001 g=3
22¢ 0.067 0.11° 0.89 0.0001

ab.c| etras diferentes indican las pendientes que resultaron ser significativamente diferentes entre tratamientos.
(p<0.01)
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Tabla V. Consumo de vitelo durante el desarrollo embrionario de O. bimaculodes, descrito

por la ecuacion y= ae ™.

Comparacién

Longitud, mm a b R P Pendientes
Vitelo
16" 0.10 -0.010 0.73 0.0001 P=0.0001
18° 0.013 -0.013 0.81 0.0001  F=14.65
20° 0.015 -0.015 0.71 0.0001  8l=3
22°¢ 0.020 -0.020 0.67 0.0001

ab.c | etras diferentes indican las pendientes significativamente diferentes entre tratamientos (p < 0.01).

7.2.2. Sobrevivencia de los juveniles sometidos a ayuno

En cuanto a los juveniles mantenidos en ayuno por diez dias posteriores a la eclosién, la

sobrevivencia fue del 100 % independientemente de la temperatura experimental. A 20 °C,

solo se registré un 90 % de sobrevivencia, porque dos crias murieron atrapadas en la malla

de su encierro, evento que es independiente a la temperatura experimental (Fig. 22).

100 T

Porcentaje de sobrevivencia %
B
o

20 1

16

18

Temperatura, °C

22

Figura 22. Porcentaje de sobrevivencia de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides
(en encierros individualizados) sometidos a condiciones de ayuno por diez dias a 16, 18, 20

y 22 °C.
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7.3 Actividad del sistema antioxidante

Para determinar la actividad enzimdtica se realizé un analisis de respuesta integrada de
biomarcadores (IBR) que permitié una visualizacién estandarizada de la actividad del
sistema antioxidante entre los diferentes estadios mantenidos a diferentes temperaturas
experimentales (detalles en capitulo de material y métodos). Los resultados del andlisis
mostraron que el sistema antioxidante de los embriones de O. bimaculoides estuvo activo
desde el estadio XI, independientemente de la temperatura (Fig. 23). Durante los primeros
estadios embrionarios, las enzimas con principal actividad fueron la catalasa (CAT), la
glutation S tranferasa (GST) y el glutation total (GSH). La actividad de la enzima superéxido
dismutasa (SOD) se registrd en los estadios XV- XVII y XVIII. En cuanto a los indicadores del
funcionamiento del sistema antioxidante, los datos obtenidos mostraron que la
peroxidacién de lipidos (LPO) fue elevada durante los ultimos estadios. Las enzimas
acetilcolinesterasa (AchE) y caboxilesterasa (cBe) tuvieron la mayor actividad durante los
ultimos estadios de desarrollo en los embriones incubados a 16 °C. (Fig. 23A).

A 18 °C se observd un mayor potencial redox entre los estadios XI y XIV, seguido de un
incremento en la actividad de la GST y consecuentemente de la GSH (Fig. 23B). En los
estadios XV a XVII, este proceso estuvo acompafiado de un pico de actividad de la CbE. En
el estadio XVIII la activacion de la CAT se asocié con una reduccion de la CbE y de la actividad
del sistema antioxidante. Posteriormente, en el estadio XIX hubo un aumento tanto de la
actividad de SOD como de la dafios por LPO (Fig. 23B). Una elevada actividad de la enzima

AchE y la CbE fue registrada en los embriones en el estadio XIX, justo antes de la eclosién.

A una temperatura de 20 °C, el sistema antioxidante de los embriones tuvo un

comportamiento similar, con la diferencia que bajo estas condiciones los efectos de la LPO
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se mantuvieron desde el estadio XV al XIX, aun con la intensa actividad de SOD, GST y GSH
(Fig. 23C). Este mismo efecto fue observado en los embriones expuestos a 22 °C, que a partir
del estadio XV mostraron evidencias de acumulacién de radicales libres, los elevados niveles
de LPO y potencial REDOX indican un dafio desde el estadio XV al XIX. Sin embargo, la

actividad de CbE y la AcHE se mantuvo constante hasta el estadio XIX. (Fig. 23D).

Los valores del IBR (resultado de la suma de las areas cubiertas por el AOX, de los embriones
en cada tratamiento, en las graficas de estrella) mostraron que la actividad antioxidante en
embriones expuestos a 16 °C tuvieron valores elevados (mayor drea dentro de la gréfica) en
los estadios XI-XIV y XIX (Fig. 24). En contraste, a 18 °C se registraron valores altos de
actividad en los estadios XV a XVIII y XIX y niveles bajos en el estadio XVIII (Fig. 24). Los
embriones cultivados a 20 y 22 °C, mostraron valores constantes durante todo el desarrollo
embrionario, con un incremento en la actividad antioxidante hacia el término de la vida

embrionaria (estadio XIX; Fig. 24).
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Figura 23. Valores estandarizados de la actividad del sistema antioxidante, de la acetil
colinesterasa (AcHE) y la carboxilesteresa (CbE) y sus consecuencias en la peroxidacion de
lipidos (LPO) y el potencial redox de embriones de O. bimaculoides sometidos a 16°(A), 18°
(B), 20°(C) y 22 °C(D). GSH= Glutation total, GST= Glutatién S-tranferasa, CAT= Catalasa,
SOD= Superdxido dismutasa, REDOX= Potencial redox.
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Figura 24. Respuesta integrada de biomarcadores utilizada para determinar los efectos de
la temperatura sobre la capacidad del sistema antioxidante para controlar la peroxidacién
de lipidos y potencial redox en embriones de O. bimaculoides incubados artificialmente a
16, 18,20y 22 °C.

8. DISCUSION

8.1 Desarrollo / crecimiento embrionario y sobrevivencia de los juveniles

En este trabajo, se describié todo el desarrollo embrionario de Octopus bimaculoides,
comprobando que esta especie comparte las caracteristicas morfoldgicas de los XX estadios
descritos anteriormente por Naef (1928) para embriones de Octopus vulgaris. Estas
semejanzas han sido observadas en diversos cefalépodos, tanto en especies con crias
holobenténicas como con fase de paralarva (Caamal-Monsreal et al., 2016, Castro-Fuentes

etal., 2002; Ortiz et al., 2006; Watanabe et al., 1996).
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Asi mismo, se pudo observar la capacidad de respuesta de los embriones de O. bimaculoides
ante los efectos de distintas temperaturas. Como era de esperarse, los embriones
incubados a 22 °C, al tener una tasa metabdlica acelerada, eclosionaron en menor tiempo
que los embriones incubados a menor temperatura. A 16 °C, los organismos tardaron 90
dias en eclosionar, lapso que aumentaria la probabilidad de muerte por depredacién o
infecciones asociadas a agentes patégenos. Los resultados sugieren que 16 °C es una
condicién térmica inviable para las poblaciones silvestres (Uriarte et al., 2012). De acuerdo
con Forsythe et al. (1988), la época reproductiva de esta especie es durante los meses en
los que la temperatura del agua ronda los 18 °C, esas condiciones térmicas, con base en
geo-informacién de 2003 a 2013 (CONABIO, 2015), son similares a las que se presentan en
Guerrero Negro entre los meses de octubre y abril con oscilaciones de 16 a 24 °C. Es decir,
que la reduccién en el tiempo para alcanzar el estadio XX a 18, 20y 22 °C (60, 50 y 40 dias
respectivamente), sugiere que el aumento natural de la temperatura del agua, durante los
cambios estacionales favoreceria la viabilidad de los huevos en su habitat, tendencia que se
registréd en las condiciones de incubacién de este estudio. Resultados similares fueron
reportados previamente por Hanlon (1988), quien encontré que los embriones de O.
bimaculoides incubados a 23.4 °C se desarrollaron en 40 dias. Una condicion similar se
observada en 0. mimus, pues un aumento de 16 a 18 °C durante la incubacién, favorecid el

tiempo y la viabilidad del desarrollo embrionario de esa especie (Zuiiiga et al., 2013).

Aunque la relacion inversa entre la temperatura y la duracién de la vida embrionaria,
pudiera ser favorable en O. bimaculoides, se ha observado que esta reducciéon no
necesariamente es beneficiosa para otras especies de cefaldpodos (Caveriviére et al., 1999;

Clarke., 1982; Mcmahon y Summers, 1971; O'Dor et al., 1982; Steer et al., 2004).

Estudios previos han demostrado que un desarrollo embrionario acelerado en los
cefaldpodos provoca alteraciones en la organogénesis, posiblemente por los efectos que

tienen las altas temperaturas en el metabolismo (Boletzky, 1994). En el presente estudio se
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observé que la temperatura experimental afectd significativamente algunas caracteristicas
morfolégicas de los embriones de O. bimaculoides, especificamente la forma en la que se
desarrollaron los brazos, el manto y los ojos. Los embriones incubados a 18 ° y 20 °C,
desarrollaron brazos y ojos mas grandes, en comparacién de los embriones incubados a 16
y 22 °C, diferencias que posiblemente tengan repercusiones en la vida post embrionaria de
esta especie. Para explicar esto, es necesario considerar que si bien la incubacién a 16 °Cy
22 °Ctuvo como resultado embriones mas pequenios, la forma en que la temperatura afectd
en cada caso, fue distinta. En los embriones mantenidos a 16 °C, la baja temperatura pudo
haber provocado una depresiéon en la actividad metabdlica (Stanwell-Smith y Peck, 1998)
limitando el aprovechamiento de los nutrientes contenidos en el vitelo y ralentizando los
procesos de desarrollo y, consecuentemente el crecimiento de los embriones. Por el
contrario, el tamano de los embriones incubados a una mayor temperatura (22 °C), pudo
haber estado asociado a las alteraciones producidas por un consumo activo del vitelo y la
pérdida de energia canalizada al crecimiento del embridn. Es decir, cuando el metabolismo
se acelera, la pérdida de energia en forma de calor disminuye la eficiencia con la que se

transforma el vitelo en biomasa, afectando el crecimiento.

Resultados similares han sido observados en otras especies de pulpo. En un estudio con
embriones de Octopus vulgaris se observd que un aumento de 3 °C respecto a la
temperatura dptima, si bien acelerd el desarrollo embrionario, provocd anormalidades
morfoldgicas en las paralarvas. En este mismo estudio la formaciéon de embriones vy
paralarvas de tallas menores, se asocid a temperaturas de incubaciéon por arriba de los 18

°C, que es su temperatura optima (Repolho et al., 2014).

El desarrollo de O. bimaculoides, en condiciones dptimas de incubacion que les permitan
tener brazos y ojos mas grandes conlleva consecuencias ecoldgicas en la vida post
embrionaria. Estas condiciones, brazos y ojos mas grandes, les facilitaria la busqueda de

comida y una mejor respuesta de huida ante la presencia de depredadores (Repolho et al.,
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2014). En los animales provenientes de embriones desarrollados en ambientes con
temperaturas inferiores o superiores a las dptimas, tales habilidades estarian restringidas

por las mismas caracteristicas morfoldgicas observadas en los embriones de menor tamano.

En Loligo vulgaris (Villanueva et al., 2000), Octopus maya (Caamal-Monsreal et al., 2016,
Sanchez-Garcia et al., 2017) y Octopus mimus (Uriarte et al., 2012), también se ha
observado que los embriones incubados a altas temperaturas son de menor talla, lo que
sugiere que estos efectos podrian ser una respuesta comun para los cefalépodos. El hecho
de que las temperaturas entre 16 y 22 °C hayan causado Unicamente diferencias en el
crecimiento, sin efectos adversos marcados durante el desarrollo de los embriones, puede
deberse a que las condiciones de incubacidn utilizadas estan dentro del intervalo térmico
del habitat natural de O. bimaculoides (Uriarte et al., 2015). Este intervalo es similar al que
reportd Hanlon et al. (1988) para embriones de esta misma especie con origen en el norte

de Baja California y California.

Las condiciones dptimas para el desarrollo embrionario, estan ligadas a que los procesos de
obtencidn de energia, proveniente del vitelo, permitan el funcionamiento éptimo de todos
los mecanismos fisioldgicos (Katsenevakis et al., 2005; Clarke et al., 2004). En el presente
trabajo, se observé que la velocidad con la que los embriones de O. bimaculoides
consumieron el vitelo durante el tiempo de incubacién, también estuvo modulada por la
temperatura. Los embriones incubados a 22 °C consumieron el vitelo en menor tiempo que
los embriones en los demas tratamientos, provocando un desbalance entre el uso de la
energia y el desarrollo de los organismos (Pimentel et al., 2012). Este desbalance se hace
mas evidente por la alta demanda lipidica que conlleva un crecimiento somatico acelerado,
lo que se expresa en organismos de menor tamafio, y posiblemente con un menor
contenido de lipidos que los embriones que se desarrollaron a temperaturas mas bajas

(Bouchaud y Daguzan, 1990). La termodependencia en el consumo de vitelo, ha sido
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observada también en embriones de peces (Kamler et al., 2008), en paralarvas de Octopus

mimus (Zuiiiga et al., 2013) y embriones de O. maya (Sanchez Garcia et al., 2017).

Para establecer los efectos que pudiera tener la temperatura en la formacién de las reservas
vitelinas durante el desarrollo embrionario, y consecuentemente en el desempefio de los
juveniles, se disefid una prueba de resistencia al ayuno que fue realizada durante los
primeros 10 dias de vida como juveniles (Caamal Monsreal et al., 2016; Mogel et al., 2010;
Sanchez-Garcia et al., 2017). Los resultados de la prueba, demostraron que los juveniles de
O. bimaculoides tuvieron una alta sobrevivencia, lo que indica que las reservas energéticas
contenidas en el vitelo interno (acumuladas durante la embriogénesis) fueron suficientes
para mantener vivos a los organismos durante ese periodo de ayuno. (Boletzky, 1975; Vidal
et al., 2002). La sobrevivencia de los juveniles tempranos se ha asociado a la cantidad de
vitelo interno, pues este brinda la energia necesaria para la maduracién de la glandula
digestiva y probablemente para el alargamiento de los brazos, como se ha observado en O.

maya (Caamal-Monsreal et al., 2016; Juarez et al., 2015) y O. mimus (Zuiiiga et al., 2013).

8.2. Actividad del sistema antioxidante

Los resultados referentes al efecto de la temperatura sobre los cambios morfoldgicos y la
sobrevivencia de las crias, sugieren que en el intervalo térmico de 16 a 22 °C el desarrollo
de O. bimaculoides es viable. Para profundizar los efectos de la temperatura, también se
exploré el estado fisioldgico de los embriones a través del estado celular (Dandapat et al.,
2003), porque como sugiere Portner et al. (2002), la termosensibilidad de cada especie estd
relacionada a la plasticidad de sus mitocondrias, sea por cambio de densidad mitocondrial
en el tejido, o bien por cambios funcionales, como la activacidén del sistema antioxidante o

las proteinas de choque térmico.
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La evaluacién del sistema antioxidante de los embriones de O. bimaculoides, indicé que si
bien este sistema de defensa celular estuvo activo desde los primeros estadios
embrionarios, la intensidad con la que actud estuvo ligada con la temperatura, mostrandose
mas activo en las temperaturas extremas y sincrénico con el desarrollo (Kailimani et al.,
2008). Se observd que cuando los embriones alcanzaron los estadios XIV a XVII, que marcan
la culminacién de la organogénesis, el sistema antioxidante tuvo un aumento de actividad,
posiblemente a causa de la relacion directa que existe entre un aumento de produccién de
especies reactivas de oxigeno y los mecanismos celulares necesarios para eliminarlas.

(Caamal-Monreal et al., 2016; Mourente et al., 1999).

Los resultados también mostraron que el sistema antioxidante controld los niveles de las
especies reactivas de oxigeno generadas por los embriones de O. bimaculoides (mantenidos
en las condiciones experimentales) a través de las enzimas CAT, GST, GSH y SOD, ya que
como se ha reportado, son un grupo de enzimas clave para los mecanismos de defensa
celular (Rudneva et al., 1999; Borkovic et al., 2005). Si bien las enzimas CAT y SOD, se
consideran como la primera linea de defensa del sistema antioxidante (Dandapat et al.,
2003), la baja actividad de la SOD durante los primeros estadios embrionarios de O.
bimaculoides, pudo haber ocurrido porque el oxigeno dismutado no fue la principal fuente
de produccidn de H;0,, sino que se generd directamente a partir de la reduccién de dos
electrones utilizando algun agente reductor presente en la célula (Peters y Livingstone.,
1996). Al contrario, es interesante notar que la actividad de esta enzima (SOD) fue mas
evidente durante los ultimos estadios embrionarios, lo que de acuerdo a Abele et al.
(1988b) indica que los embriones expuestos a las temperaturas experimentales (16 a 22 °C),
poseen la capacidad celular para sobrellevar la produccién de las especies reactivas de
oxigeno. No obstante, la respuesta del sistema antioxidante sugiere que los embriones de

0. bimaculoides con mejor estado fisioldgico fueron aquellos incubados a 18 y 20 °C, esto
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posiblemente asociado a que dichas condiciones térmicas, se asemejan a las de su habitat

natural (Vinagre et al., 2012).

A su vez, los resultados también mostraron que en los embriones expuestos a las
temperaturas extremas (16 y 22 °C) la actividad del sistema antioxidante fue elevada y
continua, como respuesta una elevada peroxidacién lipidica. Este mecanismo de defensa
posiblemente generd mayores costos energéticos y comprometié el proceso de crecimiento
de los embriones de O. bimaculoides. Lo que sugiere que, si bien el sistema antioxidante no
tuvo un desempefio éptimo, si fue lo suficientemente funcional a estas dos temperaturas,
para que los embriones no tuvieran consecuencias mayores después de la eclosién (Lesser
et al., 2006; Meng et al., 2014). En los embriones de otras especies, como O. vulgarisy O.
maya, se ha reportado que a temperaturas no dptimas, la ineficiencia del sistema
antioxidante para eliminar los radicales libres producidos, puede generar procesos
teratogénicos (Repolho et al., 2014) o bien un colapso de las enzimas del sistema

antioxidante con la consecuente muerte del embridn (Sanchez-Garcia et al., 2017).

En el presente estudio, se puedo observar que la termosensibilidad observada de las
enzimas Cbe y AchE en los embriones de O. bimaculoides resultd ser semejante a la
encontrada en embriones de O. maya (Sanchez-Garcia et al., 2017). En esta especie, los
autores reportaron que el sistema nervioso es muy sensible a la temperatura, efecto que
también vieron reflejado en el desarrollo de los ojos. El hecho de que estas dos enzimas, no
hayan sido inhibidas bajo ninguna condicién experimental puede indicar que, pese a la
actividad de los mecanismos de defensa celular y el costo energético asociado a estos,
aparentemente los embriones de O. bimaculoides continian desarrollandose sin patologias
en el sistema nervioso, que es un sistema altamente sensible a la temperatura (Brimijoin y
Koenigsberger, 1999; Galgani y Bocquene, 1990; Lionetto et al., 2007; Mates et al., 2000;
Osterauer y Koéhler, 2008).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio confirman que la temperatura modula el desarrollo

embrionario de Octopus bimaculoides.

A medida que aumenta la temperatura, el desarrollo embrionario se acelera junto con la
absorcion del vitelo interno, provocando embriones de menor tamafo. Asimismo, la
disminucion de temperatura ralentiza los procesos metabdlicos y produce embriones de

menor talla.

Los embriones incubados a 22 °C y 16 °C, experimentaron mayores dafos celulares por
lipoperoxidaciéon, mayor actividad enzimatica y por lo tanto, mayor requerimiento
energético, lo que afectd su crecimiento pero no la acumulacion del vitelo interno. Lo que
se tradujo en un alto porcentaje de sobrevivencia en juveniles sometidos a diez dias de

ayuno.

Para fines productivos, un intervalo adecuado para la incubacién artificial de los embriones
de O. bimaculoides estd entre los 18-20 °C, ya que entre 16-22 °C se obtendran juveniles de

menor talla.

Estos resultados sientan las bases para posteriores estudios de conservacion de la especie,
ya que aportan un indicio de su capacidad de resiliencia, ante la proyeccidon de posibles

cambios en la temperatura del océano.

La informacion generada es de utilidad para desarrollar estudios de termosensibilidad de

ésta, u otras especies similares.
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Recomendaciones

La medicién de otros marcadores bioldgicos como la carbonilacién de proteinas, la
presencia de proteinas de choque térmico, o la tasa de consumo de oxigeno, podria

sustentar estudios mas detallados del estado fisiolégico de los organismos.

No obstante, es importante que previo al desarrollo de estudios similares al presente, se
considere que : (1) El tamafio de los embriones, separados del vitelo y liquido perivitelino,
limita la obtencién de la muestra necesaria para realizar las pruebas de laboratorio que se
deseen; (2) No es conveniente la formacidn de pools (agrupacién de diferentes individuos)
para aumentar la cantidad de tejido, ya que provoca la pérdida de informacién y dificulta el

analisis de los datos, por lo que se recomienda considerar a cada huevo como una muestra.

Un tema de interés para futuros estudios, seria comparar la respuesta compensatoria
registrada en embriones a 16, 18, 20y 22 °C, con la que se pueda a temperaturas criticas y

letales, fuera de este rango.

Asi mismo, se sugiere evaluar el efecto de las condiciones de incubacién sobre procesos
fisiolégicos posteriores, como crecimiento y sobrevivencia de los juveniles, asimilacién de

alimento, conversién alimenticia y produccion de biomasa.
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