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RESUMEN

Se proyecta que el calentamiento global, -estimado en un incremento de la temperatura del
mar entre 1 a 3 °C para las proximas décadas- comprometera una gran cantidad de especies
marinas a la extincion para el afio 2050. Esta elevacion en la temperatura de los océanos
tendra consecuencias irreparables en la fisiologia, morfologia y comportamiento de los
organismos, sin embargo, la consecuencia mas preocupante y devastadora es que el efecto
del estrés térmico sobrepasa las generaciones individuales, por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar los efectos de la temperatura en las caracteristicas morfologicas y
el estado fisiologico de embriones del pulpo Octopus maya, procedentes de hembras
térmicamente estresadas. Para cumplir con este objetivo, se aclimataron hembras a dos
temperaturas por treinta dias (24°C y 30°C) y sus embriones fueron incubados a 24, 26 y 30
°C. Los resultados evidenciaron claros efectos deletéreos en los embriones del cefalépodo
Octopus maya, como tasas respiratorias mas bajas (particularmente en los embriones
producidos por hembras estresadas térmicamente), tasas de crecimiento mas aceleradas, y
menor tiempo de desarrollo en los grupos experimentales sometidos a estres térmico. Estos
efectos deletéreos se encontraron derivados de (i) la temperatura de incubacion de los
embriones, y (ii) por la exposicion de sus madres a condiciones de estrés térmico previo al
desove, revelando un claro efecto trans-generacional en los embriones, independientemente
de la temperatura de incubacion. Probablemente, el efecto deletéreo mas relevante en este
trabajo fue la disminucidén del metabolismo energético, producido probablemente por la
reduccion del campo aerdbico, dando como consecuencia la incapacidad de producir energia
a altas temperaturas. No obstante, para llegar a la comprension de los posibles efectos del
calentamiento global en los invertebrados marinos, es necesario tomar en cuenta también (i)
la capacidad adaptativa de cada especie en un contexto que tome en cuenta una mayor
cantidad de variables (e.g. comportamiento, fisiologia, micro-evolutivas), y (ii) la velocidad

en la que se desarrolla el calentamiento global.

Palabras clave: estrés térmico, metabolismo energético, efecto trans-generacional,

cefalépodos.
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1. INTRODUCCION

Durante la 27 Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (COP27)
celebrada en el 2022, se sefialé que diversos paises registraron las temperaturas mas altas en
los Gltimos 120 afios. Lo anterior estuvo acompafiado de incendios forestales, sequias y
elevados indices de mortalidad de especies. Los principales rios del mundo alcanzaron
niveles minimos histéricos, y Europa presento el verano mas caluroso en 500 afios. China
reportd la mayor temperatura de su historia, mientras que las ciudades en Irak fueron los
lugares més calurosos de todo el mundo, con temperaturas superiores a los 50°C (UNDP,
2022).

Las olas de calor y las fluctuaciones térmicas se estan elevando afio con afio en frecuencia,
duracion, intensidad y cobertura espacio-temporal. Esto provoca que la temperatura
promedio aumente constantemente tanto en la superficie de la tierra, como en los océanos,
ocasionando modificaciones en la precipitacion y severidad de los eventos climéaticos
extremos -como inundaciones y huracanes- e incremento en el nivel del mar (IPCC, 2007;
UNDP, 2022).

Se proyecta que el calentamiento global, -estimado en un incremento de la temperatura del
mar entre 1 a 3 °C para las proximas decadas- comprometera al menos al 40% de las especies
terrestres y marinas a la extincion para el afio 2050 (Lefevre, 2016). Si continGan las
trayectorias actuales de emisiones de gases de efecto invernadero, habrd una pérdida
catastrofica que reducira de manera irreversible la biodiversidad de nuestro planeta (Gillooly
et al., 2001).

Esta elevacion en la temperatura de los océanos tendrd consecuencias irreparables en la
fisiologia, morfologia y comportamiento de los organismos. Como ejemplo, la alteracion de
la distribucion de los organismos provocada por la migracion masiva de las especies en busca
de condiciones adecuadas, lo que modifica la estructura ecoldgica de las redes tréficas y el
desplazamiento de especies nativas debido a la competencia (Jensen, 2010). Ademas, si bien,
los efectos del calentamiento global tienen consecuencias devastadoras para las sociedades
humanas, asi como para las especies silvestres, se debe sefialar el impacto negativo

ocasionado particularmente -pero no limitado- para los ectotermos (organismos que, a partir



de la temperatura del medio ambiente, regulan la de si mismos; Vinagre et al., 2016) con

desarrollo holobenténico.

Ha sido documentado que el aumento de la temperatura provoca alteraciones metabdlicas
deletéreas en invertebrados marinos, lo que podria conducir a una amplia gama de estas
especies hacia la extincion (Gillooly et al., 2001; Lefevre, 2016; Madeira et al., 2016). Esta
preocupante prediccién se basa en el hecho de que la temperatura ambiental esta intimamente
relacionada con la tasa en la que los procesos metabdlicos se desarrollan en los organismos
ectotermos (Tepler et al., 2011). Bajo estas condiciones, los procesos fisioldgicos se aceleran,
elevando el metabolismo aerdbico que resulta en una mayor produccion de energia; pero
también se acompafia de diversos procesos degenerativos, (por ejemplo, el dafio por estrés
oxidativo; Rodriguez et al., 1994) capaces de incidir negativamente en todas las etapas del
ciclo de vida de los individuos, particularmente, en las fases de desarrollo tempranas
(Donelson et al., 2016).

En este contexto, se ha documentado que las hembras del cefaldpodo Octopus maya, una
especie endémica de la peninsula de Yucatan, estan adaptadas a temperaturas ambientales
relativamente bajas (22 a 26 °C; Solis-Ramirez, 1967; Caamal-Monsreal et al., 2016; Ortega-
Ramirez 2019; Ramos et al., 2021), que aumentan sus demandas energéticas bajo
condiciones de estrés térmico, en detrimento de su reproduccion. Por ejemplo, Meza-Buendia
et al. (2021) documentaron que las hembras de esta especie presentaron menor alcance en su
metabolismo térmico y valores elevados tanto de mecanismos de defensa antioxidantes,
como de los indicadores de dafio oxidativo. Ademas, mostraron menor fecundidad y una
disminucion en la produccion de embriones. En el caso de los machos, se demostro que las
temperaturas superiores a los 28°C generan disfunciones reproductoras capaces de limitar su
desempefio y éxito reproductor (Lépez-Galindo et al., 2019). Por otro lado, se ha confirmado
que los embriones incubados bajo estas condiciones registran tasas metabdlicas aceleradas,
incremento de la mortalidad y malformaciones durante su desarrollo (Ramos, 2021; Caamal-
Monsreal, 2016; Noyola et al., 2013).

Sin embargo, la consecuencia mas preocupante y devastadora del calentamiento global es
que el efecto del estrés térmico sobrepasa las generaciones individuales, con importantes

costos para la ecologia; con ello, para la evolucién de los invertebrados marinos (Parmesan,



2006; Uriarte et al., 2012). Adicionalmente, se ha comprobado que la exposicion de estas
especies al estrés térmico durante sus periodos reproductores resulta en una respuesta
transgeneracional exacerbada (Dupont y Portner, 2013; Salinas y Munch, 2012), debido a
que la temperatura a la cual los padres se aclimatan (proceso por el cual un organismo de
adapta fisiolégicamente a los cambios de su medio ambiente; Xu et al., 2006) durante la
etapa de reproduccion, tiene repercusiones en la respuesta adaptativa de la descendencia
(Donelson et al., 2016). Por ejemplo, se ha confirmado que los juveniles de O. maya,
provenientes de hembras estresadas térmicamente, presentaron tasas metabdlicas mas
aceleradas en comparacion a los provenientes de hembras sin estrés, lo que afectd

significativamente sus tasas de crecimiento (Juarez et al., 2016).

Por lo tanto, predecir la forma en que las poblaciones naturales podrian responder a los
cambios en el entorno, teniendo en cuenta el efecto transgeneracional del estrés térmico, es
un hito para lograr conocer los efectos completos del calentamiento global (Speakman et al.,
2015). Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
transgeneracional en los embriones del cefalépodo O. maya. Especificamente, esta
investigacion se centra en conocer las consecuencias que tiene la exposicion de las madres
reproductoras a temperaturas elevadas previo y durante el desove, en el desarrollo

embrionario (morfologia y metabolismo) de sus descendientes.



2. REVISION DE LITERATURA

Las emisiones de gases que crean el efecto invernadero son causadas fundamentalmente por
las actividades humanas. Este problema estd ocasionando el aumento en la temperatura
global; Por ello, los cientificos han expresado que las inundaciones, las sequias y las
condiciones meteoroldgicas extremas se van a presentar con mayor frecuencia. (Galindo y

Samaniego, 2010)

Elaumento de la temperatura de la Tierra provoca que los eventos climaticos extremos como
huracanes, terremotos y tsunamis sean mas constantes (UNDP, 2022). Sin embargo, existen
otros factores que también estan involucrados, como la deforestacion, la urbanizacion
excesiva y las actividades agricolas (Payne 2013). En este contexto, se proyecta que las
temperaturas oceanicas se elevaran 1°C en este siglo, los modelos recientes estiman un
incremento del 0.2 °C por década en los proximos 20 afios, ademas del incremento de 1.8 a
4 °C para el afio 2100 (IPCC, 2014). Esto traerd consigo alteraciones en las redes troficas,

invasion de especies y la extincion (Brooks et al., 2009)

Estas predicciones apuntan a que la tasa del calentamiento sera menor en las regiones
tropicales que en las templadas (IPCC, 2007), las evidencias reportadas para distintos taxa
(por ejemplo, los insectos terrestres, anfibios e invertebrados marinos) sugieren que la
vulnerabilidad de las especies ectotermias tropicales es mayor ante el aumento de la
temperatura. Esto se debe a que han evolucionado como especialistas térmicos en ambientes
relativamente constantes (sin variaciones estacionales) ya que viven en condiciones cercanas
a sus limites (Stillman, 2003; Tewksbury et al., 2008; Buckley y Huey, 2016; Vinagre et al.,
2016). Al respecto, podemos definir a los ectotermos como organismos incapaces de regular
su calor corporal, lo que causa efectos negativos en su metabolismo y generando mayor
dificultad para mantener la homeostasis celular. Al no depender del calor corporal generado
internamente, pueden reducir la actividad metabolica cuando son sometidos a altas

temperaturas (Buckley y Huey, 2016).

La tolerancia de estos organismos depende de la temperatura de aclimatacién y de una alta
plasticidad fenotipica que facilite la adaptacion a nuevos ambientes (Angilletta et al., 2006).

Lo anterior trae como consecuencia que estos organismos se estresen, afectando



significativamente la utilizacion y flujo de energia en los procesos que tienen que llevar a
cabo durante su ciclo de vida, ya que hay un efecto directo sobre su metabolismo (Beamish
y Triple, 1990; Davis y McEntire, 2009).

La respiracion mitocondrial (proceso que proporciona energia para que los organismos
puedan realizar sus funciones; Turrens, 2003) es clave para comprender como los factores
antes mencionados intervienen en el metabolismo. En el caso de los ectotermos, se ha
planteado la hipétesis de que la tolerancia térmica esta correlacionada con la capacidad de
las mitocondrias para producir suficiente Adenosin trifosfato (ATP) para que estas puedan
responder a las demandas energéticas de estos animales cuando hay una elevacion de la
temperatura. (Abele et al., 2002). Por ejemplo, estos animales utilizan una mayor proporcion
de su energia hacia el crecimiento Unicamente cuando viven bajo condiciones optimas, no
obstante, si uno o varios factores son modificados, la energia es canalizada hacia otros
procesos que toman mayor importancia, como lo es el mantenimiento de las funciones
celulares que son esenciales para su sobrevivencia (Martinez-Porchas et al., 2009). Un
estudio reciente realizado con el pulpo O. maya plante6 que las altas temperaturas podrian
detener la reproduccion de las hembras, debido a la capacidad limitada del corazon para
sostener el flujo de oxigeno al cuerpo, afectando asi, la produccién de energia en el resto de
los 6rganos (Pérez, 2021). Por lo tanto, la disponibilidad de oxigeno estd estrechamente
relacionada con la temperatura, cuando esta aumenta, su disponibilidad destinada para los
procesos metabolicos mitocondriales disminuye (Abele et al., 2007). Ademas, si la tasa
respiratoria aumenta, aumenta la produccion de radicales libres o especies reactivas de
oxigeno (ERO).

Los radicales libres son producidos como una consecuencia del metabolismo aerdbico
fisiologico normal (Turrens, 2003). La mayoria de ellos son generados a nivel mitocondrial
(Carvajal, 2019). Por ejemplo, los radicales superéxido (O2¢) se forman en los complejos |
y Il de la cadena de transporte electronico, mediante una transferencia de electrones al
oxigeno molecular. Este radical es el que se produce principalmente y da origen a las demas
especies con importancia bioldgica: peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo, radical

peroxilo y el oxigeno individual (Mayor, 2010).



El desbalance entre la produccion de las ERO y el sistema de defensa antioxidante
(mecanismo que tiene como funcion prevenir la produccion de radicales libres y retardar la
oxidacion de otras moléculas; Montero, 1996) en los sistemas vivos, ocasiona una ruptura de
la funcién celular y dafio. Este desequilibrio ocurre por una sobreproduccién de ERO y una
reduccion del mecanismo de defensa antes mencionado (Zielinski y Porter, 2000). Las
acciones que son realizadas contra las ERO son llevadas a cabo por varias enzimas
(superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y por compuestos no enzimaticos
(como la vitamina E y la transferrina) (Mayor, 2010). Por lo tanto, un balance entre la
produccion de las especies reactivas de oxigeno y su remocion permite una funcién celular
normal, mientras que un desequilibrio causa estrés oxidativo que trae consigo consecuencias
patoldgicas. (Rodriguez et al., 1994). Por consiguiente, si los organismos ectotérmicos se
desarrollan bajo condiciones de estrés téermico, estos presentaran dafio a diferentes niveles

biologicos (reproduccion, supervivencia y longevidad) (Constantini et al., 2010).

En el estrés téermico, se potencian muchos procesos fisioldgicos, y con ello, el metabolismo
aerobico, que dara como resultado una mayor produccion de energia y de ERO. Cuando la
produccién de estas excede la capacidad celular para neutralizar sus efectos, los animales
entran en un proceso llamado aclimatacion en proteccion o pejus, donde la supervivencia
dependera del tiempo de exposicion o de la capacidad de los organismos para activar
mecanismos que reducen el metabolismo y en consecuencia la produccion de ERO (Angeles-
Gonzalez et al., 2020)

Por otro lado, la aclimatacion, se describe como “cualquier respuesta fenotipica a la
temperatura ambiental que altera y, potencialmente, mejora el desempefio” (Angilletta et al.,
2006). Este proceso, considerado reversible, implica la deteccion de una sefial ambiental, su
traduccion en una respuesta celular y la subsecuente activacién de moléculas, como genes,

ribosomas o enzimas, que modulan al fenotipo (Angilletta et al., 2006; Angilletta, 2009).

Otro factor importante en el control de la aclimatacion es la masa corporal de los organismos
(Brown et al., 2004; Portner et al., 2017) ya que aquellos con menor masa corporal tienen
una tasa metabdlica de masa especifica mas alta en comparacién con los organismos grandes

(Brown et al., 2004; Kingsolver y Huey, 2008). Por lo tanto, se espera que los organismos
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con una masa corporal mas baja tengan menos desajuste entre la demanda de oxigeno y la

capacidad de proporcionar oxigeno a los tejidos (Portner et al., 2017).

Es importante tener en cuenta que los cambios en los organismos — a todos los niveles-
generados por la aclimatacion y los ambientales persisten a través de las generaciones, por lo
tanto, las condiciones experimentadas por una generacion parental pueden tener una
interaccion con las condiciones que experimentaron las generaciones posteriores (por
ejemplo, plasticidad transgeneracional), alterando el fenotipo de su descendencia por un
proceso no genético o epigenético (Marshall, 2018). El efecto observado en la descendencia
varia segun el tiempo y la duracién de la sefial experimentada por los padres (Donelson et
al., 2016). Se ha documentado en el cefalopodo Octopus maya que las hembras estresadas a
altas temperaturas producen embriones mas pequefios que las hembras no estresadas (Juarez
et al., 2015) y los juveniles de hembras estresadas tuvieron una tasa metabdlica el doble que
la registrada en animales que se mantuvieron en temperaturas de control, lo que afectd

significativamente su crecimiento (Juarez et al., 2016).

El pulpo rojo O. maya es una especie ectotérmica, endémica de la peninsula de Yucatan y
tiene una gran importancia pesquera, ya que ocupa el cuarto puesto entre las pesquerias de
México. Su pesca es basicamente artesanal y el 93% se concentra en las costas de Yucatany
Campeche, con una produccién anual promedio de 15 mil Ton en los ultimos 10 afios
(Ortega-Ramirez, 2019).

Su desarrollo embrionario es directo, no presentan fases larvarias, esto quiere decir que
cuando las crias eclosionan, estas poseen las caracteristicas anatomicas Y fisiologicas de los
adultos. Al eclosionar adoptan rapidamente una vida bentdnica aprovechando el alimento
gue tengan a la mano y la maduran sexualmente a los 6 meses. (Solis-Ramirez, 1967). Gracias
a su desarrollo holobentonico y alta adaptabilidad en condiciones de cultivo, el pulpo maya
es una especie promisoria para la acuicultura en zonas tropicales de la costa del Atlantico
occidental (Rosas et al., 2014)

Estudios previos han demostrado que los embriones de O. maya tienen un limite térmico
alrededor de los 27°C por arriba de los cuales los embriones no eclosionan (Rosas et al.,

2014; Caamal-Monsreal et al., 2016; Dominguez-Castanedo et al., 2022). Por lo anterior, se
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llevaron a cabo estudios en los que se evaluaron los efectos de un incremento gradual de la
temperatura en la tolerancia térmica de los embriones, con el objeto de establecer si los
organismos eran capaces de detectar la proximidad de un incremento de temperatura e iniciar
prematuramente la regulacién del sistema antioxidante cuando fueran expuestos a una
temperatura extrema (Sanchez-Garcia et al., 2017). Los resultados del estudio anteriormente
mencionado mostraron que los embriones son incapaces de regular prematuramente el
sistema antioxidante, debido a que los organismos requieren de una gran cantidad de energia

y posiblemente estén al limite de sus capacidades metabdlicas.

Al respecto, algunos estudios han demostrado que la tolerancia de los ectotermos depende de
la temperatura de aclimatacién y que una alta plasticidad fenotipica facilita la adaptacién a
nuevos ambientes (Rosas et al., 2014; Caamal-Monsreal et al., 2016; Dominguez-Castanedo
et al., 2022). En este sentido, el cambio de la temperatura en el mar podréa tener un efecto en
la distribucion, el habitat y la dindmica de las poblaciones de muchas especies con

importancia pesquera como es el caso O. maya.

La habilidad de los pulpos para responder a cambios térmicos depende de diferentes factores,
entre estos esta la aclimatacion bajo condiciones de laboratorio. La temperatura influye en
todos los niveles de organizacion de los sistemas bioldgicos, desde las moléculas hasta los
ecosistemas, a través de su impacto sobre las tasas de las reacciones biologicas, y en la
formacidn y estabilizacidn de las interacciones intermoleculares débiles (Schulte, 2011). En
este sentido existen numerosos estudios que en la actualidad se realizan con el principal
objetivo de establecer la forma en que la temperatura modula el metabolismo de los
ectotermos acuéticos. En estas se ha puesto particular énfasis en el uso del campo aerdbico
como un elemento de evaluacién del desempefio de los organismos ante la temperatura
(Portner, 2010).

Por consiguiente, el estudio del conjunto de variables (bajo condiciones de laboratorio)
podria generar informacién que permita conocer con mayor precision la forma en la que el
pulpo rojo, podria responder a los cambios que se generan en el entorno en el que se
desarrollan, considerando el efecto transgeneracional del estrés térmico tanto a nivel
individual como en su escala tréfica, ante las situaciones ambientales adversas generadas por

el calentamiento global.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo general
Evaluar los efectos de la temperatura en las caracteristicas morfologicas y el estado
fisioldgico de embriones del pulpo Octopus maya, procedentes de hembras térmicamente

estresadas.

3.2  Objetivos especificos
Determinar las variaciones morfoldgicas, la tasa de consumo de vitelo y el metabolismo
energético durante el desarrollo embrionario de O. maya, producidas por estrés térmico
durante su incubacién.
Determinar los efectos trans-generacionales de embriones de O. maya generados por la

exposicion de sus madres a condiciones de estrés termico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Origen e incubacion experimental de los huevos y embriones de pulpo O. maya

El presente estudio se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Ecofisiologia
aplicada, ubicado en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de la Facultad
de Ciencias, de la Universidad Nacional Autonoma de México, en Sisal Yucatan. Se realiz6
la colecta de un grupo de organismos adultos de la especie O. maya mediante el método de
llamado “gareteo” como describe Rosas et al., 2014. Los organismos capturados fueron
trasladados al éarea de estanques exteriores del laboratorio experimental para su
acondicionamiento previo a condiciones de cautividad y permitir la copula entre los
organismos durante un periodo de 30 dias (Figura la, b). Posteriormente, fueron
seleccionadas seis hembras al azar y se trasladaron por pares a sistemas de recirculacion
semi-cerrado con aporte continuo de agua de mar. Cada pareja de pulpos se coloco
individualmente en las siguientes temperaturas: 24, 26 y 30°C. En cada estanque se colocé
un recipiente de 30 x 15 x 20 cm como nido para estimular el desove de las hembras (Figura
1c, d).

Una vez que las hembras concluyeron con el desove, los embriones fueron retirados y
trasladados a los sistemas de recirculacion para su incubacion (Figura e). A partir del nimero
de embriones totales de cada desove, se repartieron equitativamente en los estanques
experimentales de cada temperatura, por triplicado (Figura f). Los embriones procedentes
de hembras aclimatadas a 24°C fueron incubados a 24, 26 y 30 °C. Los embriones
procedentes de hembras aclimatadas a 30°C fueron incubados solo a 24 y 30°C, ya que los

correspondientes a la incubacién de 26°C no fueron fertilizados.

Adicionalmente, algunos datos de los embriones incubados a 30°C no se pudieron registrar

por complicaciones derivadas de logistica interna (longitud del brazo y longitud total).
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Figura 1. Condiciones experimentales. a) y b) Area de estanques exteriores para el acondicionamiento y
reproduccion; c) y d) Sistemas de recirculacién para la aclimatacion de las hembras; ) Hembra posterior al

desove; y f) Embriones en el sistema de incubacion.
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4.2 Obtencion de morfometrias de los embriones de O. maya

Cada dos dias se tomaron 10 huevos de cada tratamiento para obtener el peso humedo con
una balanza analitica Ohaus (+£0.0001 g). Posteriormente, fueron fotografiados a través de un
microscopio estereoscépico LEICA EZ4 HD. Después, se registrd la longitud total del
embrion, LT (mm), longitud del manto, LM (mm), longitud de los brazos, LB (mm) vy el
didmetro ocular, DO (mm) sobre las fotografias, con el software ImageJ® (Figura 2).
Ademas, se estimé el volumen del vitelo mediante el didmetro mayor (Dm) y/o el diametro
menor (dm) basandose en la propuesta de Vidal et al. (2002) (Figura 3) para las dos formas:

Forma elipsoidal: V=4/3xm *1/2a*1/2b?
Forma esférica: V=4/3*m *1/2b°
Donde:

V= es el volumen del vitelo (mm?)

a= es la mitad de la longitud del vitelo (diametro mayor), y b= es la mitad de lo ancho del

vitelo (diametro menor)

Figura 2. Fotomicrografia que ejemplifica las morfometrias realizadas a los embriones a partir de las fotografias
tomadas en el microscopio. Las lineas azules indican la longitud total (3.52 mm), longitud del manto (1.83 mm)

y longitud del brazo (1.35 mm). La linea amarilla indica el diametro ocular (0.301 mm).
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Figura 3. Fotomicrografia que ejemplifica las medidas tomadas del largo y ancho del vitelo. Las lineas azules
indican el largo (13.78 mm) yancho (4.20 mm) de las estructuras externas de proteccion embrionaria. Las lineas

amarillas indican el diametro mayor (8.88 mm) y diametro menor (3.75 mm) del vitelo.

4.3 Caracterizacion del desarrollo embrionario de O. maya

Los embriones fueron observados con el microscopio cada tercer dia para determinar su
estadio de desarrollo, con base en los criterios de Naef (1928): i) blastula, que comprende del
estadio I al VI; ii) organogénesis, que comprende del estadio VII al XII; iii) activacion, que
comprende del estadio XIII al XVII; y iv) crecimiento, que comprende del estadio XVIII al
XX (Figura 4).
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Figura 4. Microfotografia que muestra los estadios del desarrollo embrionario de Octopus maya: A) Blastula
B) Organogeénesis c) Activacion y D) Crecimiento. Eb= embridn Br= brazo Mt= manto Co= complejo dptico
Vi=Vitelo

4.4 Metabolismo energético de los embriones de O. maya

Se midi6 la tasa de consumo de oxigeno como proxy para conocer la tasa metabdlica
mediante un sensor de fluorescencia dptica de oxigeno de 24 canales, SDR-467 PreSens ®
Precision Sensing GmbH (Figura 5). Los embriones se colocaron individualmente en los

pozos del respirometro, con una capacidad de 1700 pL de volumen. Para mantener la
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temperatura de cada tratamiento, se utilizd un sistema de recirculacién conectado a un

termorregulador.

Se usaron 10 embriones de cada estadio de desarrollo correspondiente a cada grupo
experimental para obtener el consumo de oxigeno. La tasa de consumo de calculd obteniendo
la diferencia entre el volumen inicial de oxigeno de cada cAmara, restado al volumen final,
al momento de detener la medicion. Las pruebas tuvieron una duracién méaxima de 15 a 25
minutos, periodo de tiempo en el que los embriones consumieron como méximo el 80% del
oxigeno disponible en cada camara. El periodo de tiempo varié en funcion de i) la tasa
metabOlica del embridn, ii) la etapa del desarrollo en la que se encontraba, y iii) la

temperatura experimental.

El consumo de oxigeno se determind a partir de la razén entre la concentracion de oxigeno

inicial y final de la cAmara con la siguiente formula:

([02]i = [02] )V~
peso * tiempo

VO, =

donde:

[02]: es la concentracién de oxigeno inicial

[02]r es la concentracion de oxigeno final

V:  eselvolumen real de un pocillo de la microplaca menos el volumen del embridn.
peso es el peso del embrion

tiempo es el tiempo de corrida del consumo de oxigeno en la microplaca
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Figura 5. a) Sensor SDR 467 y b) Camara respirométrica con 24 canales para colocar los embriones y llevar a

cabo la medicion de consumo de oxigeno.

4.5 Analisis estadistico

Se realizaron analisis de componentes principales (ACP) con los datos morfoldgicos
transformados logaritmicamente para identificar los principales componentes de variacion de
los parametros morfométricos. Para identificar si las diferencias observadas en la morfologia,
tasa de consumo de vitelo y la tasa respiratoria de los embriones entre los grupos
experimentales fueron significativas, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA), pruebas
de t, Mann-Whitney, o Kruskall-Wallis dependiendo de si la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk fue, respectivamente, significativa (= no normalidad) o no. El nivel de
significancia de las pruebas se establecio en p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron
con el software Past© (V 4.09).
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5. RESULTADOS

5.1 ¢ Cual es el efecto de la temperatura de incubacién de los embriones procedentes
de hembras de O. maya aclimatadas sin estrés térmico?

5.1.1 Velocidad de desarrollo embrionario.- Los embriones incubados a 24, 26 y 30°C
alcanzaron la etapa de crecimiento a los 46, 39, y 36 dias de incubacion, respectivamente;
con diferencias significativas entre los tres grupos experimentales (Shapiro-Wilk, W=0.85,
p<0.05; Kruskall-Wallis, H=52.4, p<0.001) (Figura 6a).

5.1.2 Parédmetros morfométricos.- El primer y segundo ejes del ACP explicaron,
respectivamente el 62.33 y 37.66 % de la varianza en los parametros morfologicos de O.
maya entre los tratamientos (eigenvalores: 3.11 y 1.88, respectivamente). Las cargas mas
altas del CP1 fueron longitud total (0.55), longitud del manto (0.45) y el diametro ocular
(0.55). Aquellas para el CP2 fueron el peso (0.72) y la longitud del brazo (-0.48) (Figura
6b).

Los embriones incubados a 26°C registraron mayor longitud total, longitud del manto, y
diametro ocular. Sin embargo, solo se detectaron diferencias significativas entre la longitud
total de los embriones incubados a 30°C con respecto a los demas grupos experimentales
(Shapiro-Wilk, W=0.98, p>0.05; ANOVA, df=59, F=7.2, P<0.05); la longitud del manto en
los embriones incubados a 26°C con respecto a las demas temperaturas (Shapiro-Wilk,
W=0.95, p<0.05; Kruskall-Wallis, H=9.52, p<0.001); y el diametro ocular de los embriones
incubados a 26°C respecto a los de 24 y 30°C (Shapiro-Wilk, W=0.98, p>0.05; ANOVA,
df=37.96, F=4.14, P<0.05).

Por otro lado, los embriones que registraron el mayor peso fueron los incubados a 30°C; sin
embargo, se detectaron diferencias significativas en los embriones incubados a 24°C respecto
a los demas grupos experimentales (Shapiro-Wilk, W=0.95, p<0.05; Kruskall-Wallis,
H=28.27, p<0.001). En contraste, los embriones incubados a 30°C registraron la menor
longitud de los brazos respecto a los demas grupos experimentales (Shapiro-Wilk, W=0.98,
p>0.05; ANOVA, df=59, F=8.59, P<0.05) (Tabla 1).
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Tabla 1. Pardmetros morfométricos de los embriones en la etapa final del desarrollo (Estadio XIX-XX)
incubados a 24, 26 y 30°C provenientes de hembras aclimatadas a 24°C. Valores de media = desviacion

estandar.
Hembras aclimatadas a 24°C
T® Peso LT LM LB DO
embridn (o) (mm) (mm) (mm) (mm)
24°C 0.26+ 0.02° 15.23+2.282 8.71+1.23? 6.51+1.65% 0.96+0.082
26°C 0.30+0.012 16.41+ 1.992 9.84+0.99° 6.53+1.442 1.03+0.09°
30°C 0.31+0.022 14.10+ 1.30° 9.07+0.982 5.03+0.88° 0.95+0.882

*Las literales mindsculas diferentes indican diferencias significativas en las columnas

5.1.3 Consumo de vitelo. - Los embriones incubados a 26°C registraron significativamente
mayor consumo de vitelo al momento de alcanzar la etapa de crecimiento, que los incubados
a 24°C y 30°C (Shapiro-Wilk, W=0.89, p<0.05; Kruskall-Wallis, H=7.63, p<0.05) (Tabla
2).

Tabla 2. Volumen de vitelo, mm?® (media + desviacion estandar) de los embriones de O. maya en la etapa final

de crecimiento incubados a 24, 26 y 30°C y provenientes de hembras aclimatadas a 24°C.

T° embrion VV (mm?) final
24°C 49+1.7
26°C 3.7x11
30°C 41+18

5.1.4 Tasa respiratoria. - Los embriones incubados a 30°C registraron tasas respiratorias
significativamente mayores que las registradas por los embriones incubados a 24 y 26°C
(Shapiro-Wilk, W=0.96, p>0.05; ANOVA, df=56, F=5.83, P<0.05) (Tabla 3).
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Tabla 3. Consumo de oxigeno (media + desviacion estandar) expresado en mgO2/h/g de los embriones de O.

maya incubados a 24, 26 y 30°C y provenientes de hembras aclimatadas a 24°C.

T° embriones mgO.2/h/g
24°C 0.62+£0.80
26°C 0.50+0.14
30°C 0.70£0.23

5.2 ¢Cual es el efecto de la temperatura de incubacién de los embriones procedentes
de hembras térmicamente estresadas?

5.2.1 Velocidad de desarrollo embrionario. - Los embriones incubados a 24 y 30°C
alcanzaron la etapa de crecimiento a los 49 y 44 dias respectivamente, con diferencias
significativas (Shapiro-Wilk, W=0.80, p<0.05; Kruskall-Wallis, H=12.39, p<0.001) (Figura
7a).

5.2.2 Parametros morfométricos. — El primer y segundo ejes del ACP explicaron,
respectivamente, 79.4 y 13.86 % de la varianza en los parametros morfologicos de O. maya
entre los tratamientos (eigenvalores: 2.38 y 0.41, respectivamente). Las cargas mas altas del
CP1 fueron el peso corporal (0.60) y el didmetro de ocular (0.57). Aquellas para el CP2 fue
la longitud del manto (0.77) (Figura 7b).

Los embriones incubados a 30°C registraron significativamente mayor peso (Shapiro-Wilk,
W=0.93, p>0.001; Prueba de t: t=6.66, p<0.001) y diametro ocular (Shapiro-Wilk, W=0.90,
p>0.001; Mann-Whitney, z:3.09, U= 4 p<0.001), que los incubados a 24°C (Tabla 4).
Asimismo, los embriones incubados a 30°C registraron significativamente mayor longitud
del manto (Shapiro-Wilk, W=0.93, p>0.05; Prueba de t: t=2.90, p<0.001) (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de los embriones en la etapa final del desarrollo (Estadio XIX-XX)
incubados a 24 y 30°C provenientes de hembras aclimatadas a 30°C. Valores de media + desviacion estandar.

Hembras aclimatadas a 30°C

T® Peso LT LM LB DO
embrion (9) (mm) (mm) (mm) (mm)
24°C 0.11+0.02% 8.90+0.62 5.10+0.70% 3.76+1.33 0.66+0.11%
30°C 0.19+0.02° - 7.42+1.15 - 0.89+0.10°

*Las Literales minGsculas diferentes indican diferencias significativas en las columnas

5.2.3 Consumo de vitelo. - Los embriones incubados a 24°C registraron mayor consumo de
vitelo que los de 30°C; sin embargo, las diferencias no fueron significativas (Shapiro-Wilk,
W=0.51, p<0.05; Mann-Whitney, U=28 z=1.47, p=0.141) (Tabla 5).

Tabla 5. Volumen de vitelo, mm? (media + desviacion estandar) de los embriones de O. maya en la etapa final
del desarrollo, incubados a 24 y 30°C y provenientes de hembras aclimatadas a 30°C.

T° embriones  Volumen de vitelo (mm?®)

24°C 23+0.3

30°C 29+0.5

5.2.4 Tasa respiratoria. - Los embriones incubados a 24°C tuvieron una tasa respiratoria mas
elevada que los incubados a 30°C; sin embargo, no se detectaron diferencias significativas
(Shapiro-Wilk W=0.80, p>0.05; T de student, t= 0.37, p=0.086) (Tabla 6).
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Tabla 6. Consumo de oxigeno (media + desviacidn estandar) expresado en mgO./h/g de los embriones de O.
maya incubados a 24 y 30°C y provenientes de hembras aclimatadas a 30°C.

T° embriones mgO2/h/g
24°C 0.18 £0.03
30°C 0.14 +£0.08

5.3. ¢(Existe algun efecto de la temperatura de aclimatacion materna (estrés
térmico/temperatura 6ptima) sobre los embriones incubados en condiciones 6ptimas?

5.3.1 Velocidad de desarrollo embrionario.- Los embriones provenientes de hembras
aclimatadas a 24°C terminaron el desarrollo a los 44.5+1.5 dias de incubacion y a los 47+2.5
dias los provenientes de hembras aclimatadas a 30°C; con diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (Shapiro-Wilk, W=0.81, p<0.05; Mann-Whitney, U=40 z=2.73,
p=0.141)

5.3.2 Parametros morfométricos.- El primer y segundo eje del ACP explicaron,
respectivamente, 79.5 y 9.5 % de la varianza en los parametros morfologicos de O. maya
entre los tratamientos (eigenvalores: 3.97 y 0.47, respectivamente). Las cargas mas altas del
CP1 fueron diametro ocular (0.47), longitud del manto (0.45) y longitud total (0.46). Las del
CP2 fueron el peso (0.47) y longitud del brazo (0.73) (Figura 8a).

El diametro de los ojos (Shapiro-Wilk, W=0.83, p<0.05; Mann-Whitney, z:3.36, U= 0,
p<0.001), longitud del manto (Shapiro-Wilk, W=0.94, p>0.05; T de student, t= 0.37,
p<0.001) y la longitud total (Shapiro-Wilk, W=0.96, p>0.05; T de student, t= 5.24, p<0.001)
fueron significativamente mayores en los embriones procedentes de hembras aclimatadas a
24°C. Por otro lado, el peso (Shapiro-Wilk, W=0.82, p<0.05; Mann-Whitney, z:4.37, U= 0,
p<0.001) y la longitud de los brazos (Shapiro-Wilk, W=0.83, p<0.05; Mann-Whitney, z:3.36,
U= 0, p<0.001) fueron significativamente mayores en los embriones procedentes de hembras

aclimatadas a 24°C.

27



5.3.3 Consumo de vitelo.- Los embriones provenientes de hembras aclimatadas a 30°C
registraron un consumo de vitelo significativamente mayor que el consumido por los
embriones provenientes de hembras aclimatadas a 24°C (Shapiro-Wilk, W=0.91, p<0.05;
Mann-Whitney, U=16 z=2.2, p<0.05) (Figura 8b).

5.3.4 Tasa respiratoria.- Los embriones provenientes de hembras aclimatadas a 30°C
presentaron una tasa respiratoria menor que la registrada en los embriones provenientes de
hembras aclimatadas a 24°C (Shapiro-Wilk, W=0.92, p>0.05; T de student, t=9.09, p<0.001)
(Figura 9ab).
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5.4 ¢Existe algun efecto de la temperatura de aclimatacion materna (estrés
térmico/temperatura dptima) sobre los embriones incubados en condiciones de estrés
térmico?

5.4.1 Velocidad de desarrollo embrionario.- Los embriones provenientes de hembras
aclimatadas a 24°C terminaron el desarrollo a los 35.5+0.5 dias de incubacion y a los
41.5+2.5 dias los provenientes de hembras aclimatadas a 30°C; con diferencias significativas
entre los dos grupos experimentales (Shapiro-Wilk, W=0.78, p<0.05; Mann-Whitney, U= 0,
p<0.001).

5.4.2 Parametros morfométricos.— El primer y segundo eje del ACP explicaron,
respectivamente, 71.3 y 17.76 de la varianza en los parametros morfologicos de O. maya
entre los tratamientos (eigenvalores: 2.13 y 0.56, respectivamente). Las cargas mas altas del
CP1 fueron el peso (0.59) y la longitud del manto (0.60). La correspondiente al CP2 fue el
didmetro ocular (0.84) (Figura 12). Elpeso (Shapiro-Wilk, W=0.90, p<0.05; Mann-Whitney,
U=1 z=5.37, p<0.001), y la longitud del manto (Shapiro-Wilk, W=0.92, p<0.05; Mann-
Whitney, U=60 z=3.77, p<0.001) fueron significativamente mayores en los embriones
provenientes de hembras aclimatadas a 24°C. Se registrd6 un diametro del ojo
significativamente mayor (Shapiro-Wilk, W=0.95, p>0.05; T de student, t=2.22, p<0.05) en

los embriones provenientes de hembras aclimatadas a 24°C (Figura 10a).

5.4.3 Consumo de vitelo. - Los embriones provenientes de hembras aclimatadas a 30°C
registraron un consumo de vitelo significativamente mayor que el consumido por los
embriones provenientes de hembras aclimatadas a 24°C (Shapiro-Wilk, W=0.94, p>0.05; T
de student, t=5.00, p<0.05) (Figura 10b).

5.4.4 Tasa respiratoria. - La tasa respiratoria de los embriones procedentes de hembras
aclimatadas a 24°C registraron significativamente mayor consumo de oxigeno que los
provenientes de hembras aclimatadas a 30°C (Shapiro-Wilk, W=0.94, p>0.05; T de student,
t=9.92, p<0.001) (Figura 11ab).
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Figura 11. Tasa respiratoria de embriones de O. maya. a) Embriones incubados a 24°C; y b) Embriones

incubados a 30°C, provenientes de hembras aclimatadas bajo condiciones estrés térmico y temperatura optima.
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6. DISCUSION

En esta investigacion se identificaron claros efectos deletéreos en los embriones del
cefalépodo Octopus maya atribuibles a las condiciones de estrés térmico. Estos efectos
deletéreos se encontraron derivados de (i) la temperatura de incubacion de los embriones, y
(if) por la exposicion de sus madres a condiciones de estrés térmico previo al desove,
revelando un claro efecto trans-generacional en los embriones, independientemente de la
temperatura de incubacion. Entre los efectos dafiinos encontrados en los embriones
destacaron (a) tasas respiratorias mas bajas (particularmente en los embriones producidos
por hembras estresadas térmicamente), (b) tasas de crecimiento mas aceleradas, y (c) un

menor tiempo de desarrollo en los grupos experimentales sometidos a estrés térmico.

Se ha establecido que el incremento en la temperatura de los mares proyectado para las
siguientes décadas amenace, de forma significativa, a las especies de organismos ectotermos
que desarrollan su ciclo de vida en estas regiones, particularmente, las especies endémicas
como O. maya (Cheung et al., 2009; Harley et al., 2006). Algunas amenazas estan asociadas
a los efectos derivados del estrés térmico. Sin embargo, se ha comprobado que el desarrollo
temprano de los organismos suele ser mas susceptible, ya que la temperatura influye de
manera directa en la morfo-fisiologia de los organismos durante este estadio de desarrollo
(Uriarte et al., 2012; Spreitzenbarth y Jeffs, 2021; este trabajo).

La temperatura es un parametro cardinal para los procesos metabdlicos debido a que
determina las propiedades funcionales de los tejidos (Souza et al., 2019). Por ejemplo, las
proteinas modifican su plegamiento y, por lo tanto, su funcion en los procesos o estructuras
celulares en funcién del aumento de temperatura (Fields, 2001). Sin embargo, es de enorme
relevancia que la temperatura sea un modulador del potencial metabdlico térmico de los
organismos, el cual indica la capacidad maxima para la produccién de ATP mediante el
metabolismo aerobico (Paschke et al., 2018). Esto puede explicar por qué los embriones de
0. maya incubados bajo condiciones de estrés térmico (mas aun los embriones procedentes
de hembras estresadas; ver después) tuvieron menor capacidad respiratoria, ligada

directamente con la produccién de energia. Esto ademas sugiere que los embriones de O.
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maya no mostraron mecanismos compensatorios para contrarrestar los efectos de la

temperatura.

Es importante mencionar que el metabolismo ha sido considerado un mediador entre la
expresion de la historia de vida y el ambiente, influyendo en la relacion entre la expresion
del fenotipo de los organismos y el medio ambiente, tal como predice la “Teoria metabdlica
ecolégica” (Brown et al., 2004). Por lo tanto, existe una intima relacién entre las tasas
metabdlicas y la expresién de la historia de vida de los organismos (e.g. cantidad y calidad
de foliculos ovéricos y duracion del desarrollo embrionario).

En este contexto, esta investigacion reveld que los embriones de O. maya incubados bajo
condiciones de estrés térmico presentaron alteraciones morfoldgicas y metabolicas como fue
reportado por Dominguez-Castanedo et al. (2023). Estas alteraciones morfologicas y
metabolicas pueden ser explicadas por la “Teoria de historia de vida” (Stearns, 1992), la cual
sustenta que la energia obtenida por los organismos es invertida en tres actividades
fundamentales: crecimiento, reproduccion, y mantenimiento somatico. Sin embargo, cuando
los organismos se encuentran bajo condiciones de estrés (e.g. estrés térmico; Portner et al.,
2017), la inversion energética es re-direccionada a otros procesos para compensar los costos
producidos por el estrés, generado a su vez, compromisos para el crecimiento, reproduccion,

o el mantenimiento somatico.

Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que los embriones de O. maya
incubados a temperatura de 30°C experimentaron costos metabdlicos adicionales a los
incubados en temperaturas menores (con un efecto mucho mas intenso para los provenientes
de hembras estresadas; ver después). Estos gastos energeéticos adicionales probablemente se
generaron para compensar los costos adquiridos por el estrés térmico, en los procesos
celulares y fisiologicos (e.g. sintesis de proteinas; Ames et al., 1991), dando como resultado,
embriones con deficiencias en su metabolismo y crecimiento, manifiestas en malformaciones
o0 menor tamafio. Lo anterior puede también estar relacionado con las tasas de crecimiento

mas aceleradas que provocaron la conclusién del desarrollo embrionario en menor tiempo.

En este contexto, Juarez et al. (2015) comprobaron que cuando los organismos son sometidos
a condiciones de estrés térmico, la energia disponible y su capacidad metabdlica son

redirigidas primordialmente al mantenimiento somatico (conservacion de la homeostasis)
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comprometiendo al crecimiento y la reproduccion, en favor de su supervivencia. Por esta
razén, los embriones de O. maya provenientes de hembras aclimatadas a 30°C mostraron
menor tamafio corporal, tasas de respiracion menores y mayor tasa de consumo de vitelo
respecto a los embriones provenientes de hembras aclimatadas a 24°C (ver méas adelante).
Por ello, la regulacion del gasto y asignacién de la energia disponible a las funciones, son

fundamentales para que un organismo pueda mantener el equilibrio interno y sobrevivir.

Otra explicacion, no mutuamente excluyente se sustenta en el incremento de la produccion
mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (ERO) producto del estrés térmico, ya que, en
ectotermos acudticos, a mayores temperaturas de exposicion, existe un incremento en la
produccion de las deletéreas ERO, como fue ya documentado en O. maya (Dominguez-
Castanedo et al., 2023). Ademas, ha sido sugerido que elevadas tasas metabdlicas durante
los estadios tempranos de desarrollo son responsables de la generacion de altos niveles de
estrés oxidativo (Monaghan et al., 2009); y que existe una incapacidad de los mecanismos
antioxidantes de proteger a los embriones cuando el metabolismo respiratorio se incrementa

con la temperatura (Sanchez-Garcia et al., 2017).

El estrés oxidativo producido por las ERO consiste en un conjunto de dafios celulares
producidos a las biomoléculas, principalmente la oxidacion de lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (Storey, 1996; Hulbert et al., 2007). La acumulacion progresiva de estas
biomoléculas dafadas modifica el funcionamiento correcto de estos elementos estructurales,
la actividad enzimatica y de reciclado de aminoacidos para la construccion de nuevas
proteinas (Beckman y Ames 1998; Grune et al.,, 2001; Passos y Zglinicki, 2006).
Adicionalmente al dafio directo producido por las ERO en las células y los tejidos, es posible
considerar los costos de asignacién generados por la redireccion de recursos hacia las
defensas antioxidantes, con el consecuente detrimento en la inversion para otros procesos o
actividades, como se mencioné anteriormente (Yearsley et al., 2005). Debido a esto, ha sido
propuesto que el estrés oxidativo puede operar como un mediador de los compromisos y
compensaciones en las historias de vida de los organismos a lo largo del tiempo (Monanghan
et al., 2009).

Los organismos poseen un sistema antioxidante constituido por enzimas (e.g. catalasa,

glutation peroxidasa; Di Giulio et al., 1989), complementado por algunas moléculas no

36



enzimaticas de bajo peso molecular (e.g. vitaminas A, C, y E, bilirrubina, beta-caroteno,
acido urico, y flavonoides; Tiwari et al., 2014), que progresivamente reducen las deletéreas
ERO a moleculas seguras (e.g. Oz y H20; Halliwell, 2012).

En este contexto, se ha sido documentado que los embriones tienen limitaciones para el
manejo de las ERO producidas al acelerar el metabolismo a causa del aumento de
temperatura (Byrne, 2011). Esto se refleja en dafios a las estructuras externas de los
embriones, generado un intercambio de materia insuficiente/deficiente con el medio,
afectando su correcto desarrollo, e incluso reduciendo la supervivencia (Sen, 2005). En un
estudio realizado por Sanchez-Garcia et al. (2017) en el que evaluaron el efecto de la
temperatura en embriones de O. maya, observaron que los huevos expuestos a incrementos
graduales (de 24 hasta 30°C) presentaron un mayor consumo de oxigeno y mayor cantidad

de ERO acumuladas, comparado con los mantenidos en condiciones de temperatura optima.

Se ha observado también que los embriones mantenidos bajo estrés térmico aumentan las
demandas energéticas que, a su vez, se ven reflejadas en un aumento del metabolismo
energético y que la energia derivada de dicho incremento es utilizada para eliminar la
sobreproduccion de las ERO. Ademas, cuando los embriones se incuban por encima de 29°C,
las enzimas antioxidantes no son capaces de hacer frente a estas altas concentraciones de
ERO, lo que provoca interferencias en el desarrollo embrionario, malformaciones, y la
muerte (Sanchez-Garcia et al., 2017), debido al colapso de los sistemas de produccion de
energia aerobica y antioxidante. Por consiguiente, un balance entre la produccién de las ERO
y su remocion permite una funcién celular normal, mientras que un desequilibrio causa estrés
oxidativo y una menor capacidad de producir energia, teniendo consecuencias a diferentes
niveles bioldgicos (reproduccién, supervivencia y longevidad) (Rodriguez et al., 1994;
Constantini et al., 2010).

Por otro lado, los efectos deletéreos del estrés térmico también han sido documentado en
organismos adultos. Por ejemplo, Juarez et al. (2015) evaluaron el efecto de la temperatura
en hembras adultas de O. maya, encontrando que por encima de los 27°C las demandas
energéticas se incrementaron en detrimento de la reproduccidn, como predice la teoria de
historia de vida (Stearns, 1992), ya que la tasa ovulatoria y el nimero de ovocitos fertilizados

fueron menor que en hembras mantenidas a 24°C. Por otro lado, se demostr6 también que a
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temperaturas superiores a 28°C se produce dafio en los testiculos de los machos, reduciendo
asisu aporte paterno en la progenie (Lopez-Galindo et al., 2019). Por lo tanto, ¢de qué manera
se explican los efectos transgeneracionales observados en los embriones de O. maya
producidos por hembras térmicamente estresadas?

Olivares et al. (2019) documentaron que las ERO son producidas durante el proceso de
ovogeénesis en los ovarios, y transferidos a los foliculos durante la vitelogénesis. De este
modo, se transfiere una cantidad adicional de ERO a los embriones de hembras estresadas
térmicamente. Ademas, es importante mencionar que las células germinales pueden ser
especialmente vulnerables al estrés oxidativo, comprometiendo la viabilidad de los
embriones (Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010). En este contexto, Olivares et al. (2019)
documentaron que las ERO fueron transferidas a los ovocitos durante la ovogénesis del pulpo
O. mimus, produciendo una sobrecarga y posterior colapso del sistema antioxidante

embrionario.

La cantidad y calidad del vitelo es una de las caracteristicas mas importantes para el
desarrollo de cualquier organismo (Martinez-Porchas et al., 2009), debido a que esta
fuertemente relacionada con el éxito que tienen las madres para desovar, la calidad del huevo
y, posteriormente, el crecimiento y desarrollo de los embriones, juveniles y adultos (Sargent
et al., 2002; Hou y Fuiman, 2022). Por lo tanto, el abastecimiento de nutrientes de origen
materno puede tener una fuerte influencia en el crecimiento y desarrollo de su progenie
(I1zquierdo et al., 2001). De esta manera, el efecto transgeneracional derivado de las altas
temperaturas en O. maya podria comenzar con la incapacidad de las hembras para almacenar

suficiente vitelo y/o vitelo de calidad.

En este sentido, los resultados de esta investigacion revelaron que los embriones tuvieron
alteraciones en su desarrollo (morfoldgicas y metabdlicas), a pesar de que fueron incubados
en temperaturas optimas, por lo cual es posible atribuir estos efectos a las condiciones de
estrés a las que fueron sometidas sus progenitoras. Por ejemplo, los embriones incubados a
24°C, provenientes de madres sometidas a estrés térmico, desarrollaron menor peso al nacer
con respecto a los provenientes de hembras no estresadas. Ademas, los embriones
provenientes de hembras con estrés térmico tuvieron alteraciones en la morfologia, menor

cantidad de vitelo, menor tamafio y peso que los provenientes de hembras no estresadas. En
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ambos casos, estos efectos pueden atribuirse a que las madres que experimentan altas
temperaturas durante su crecimiento y maduracién dan como resultado una progenie con
tasas metabdlicas mas bajas, debido a los compromisos energéticos o a su incapacidad de
producir mas energia por el colapso mitocondrial (Paschke et al., 2018). De acuerdo con la
“hipotesis de capacidad y tolerancia térmica limitada por oxigeno” los animales entran en
estrés térmico cuando su capacidad funcional ventilatoria y del sistema circulatorio para
obtener y transportar el oxigeno es sobrepasada por las demandas de oxigeno en los tejidos
provocando la reduccion en la produccion de ATP y, por lo tanto, en el desempefio general
de los organismos. Esta condicidén puede ser mas evidente en animales que requieren energia
extra, como cuando estan obligados a tener actividad forzada, o bajo estrés térmico (Farrell,
2016; POrtner et al., 2017). Alternativamente, el dafio oxidativo puede acumularse en los
foliculos durante la ovogénesis y, posteriormente, es transmitido a sus embriones, generando

las disfunciones aqui documentadas.

Un efecto transgeneracional del estrés térmico previamente documentado en el coral
Pocillopora acuta (McRae et al., 2021) fue la reduccion del tamafio al nacer de las crias
provenientes de progenitores bajo estrés térmico, como aqui se document6 en O. maya. El
estudio sugiere que, para los embriones incubados bajo estrés térmico, provenientes de
madres estresadas resulta dificil compensar el dafio, ya que portan una carga oxidante
adicional, heredado por sus madres a través del vitelo, dejandolos limitados para contrarrestar
el doble de ERO producidos en sus celulas, causando asi una sobrecarga para el organismo
y algunos de los efectos deletéreos que aqui fueron documentados en O. maya, como la menor
talla al nacer (Ortega-Ramirez, 2019). Algunas consecuencias ecoldgicas derivadas de las
alteraciones morfoldgicas al nacer son una menor aptitud y capacidad competitiva de los
organismos de menor talla, comprometiendo entonces el éxito biolégico de los embriones
generados bajo condiciones de estrés térmico y, por lo tanto, el éxito reproductor de las

progenitoras (Peterson, 1993).

Con base en lo anterior, los resultados de esta investigacion sugieren que las hembras de O.
maya fueron incapaces de compensar los efectos del estrés térmico (y probablemente del
estrés oxidativo generado por éste) en la calidad de sus foliculos ovaricos durante la

ovogeénesis, heredando procesos deletéreos a sus descendientes, como menor tamafio al
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nacimiento y tasas metab6licas menos aceleradas. Los efectos deletéreos transgeneracionales
por el estrés térmico documentados en esta investigacion representan una preocupante y
devastadora evidencia de lo que puede ocurrir en los organismos ectotermos acuéticos que
trasciende a O. maya de cumplirse las predicciones sobre el calentamiento de los océanos.
Sin embargo, ¢/de qué manera deberian considerarse estas preocupantes predicciones a la luz

de la adaptacion y estrategias desarrolladas por los organismos para escapar de la extincion?

Existen diversas estrategias (de tipo celular, conductual o fisiologico; Pigliucci, 1996) que
han evolucionado en los organismos sensibles a los cambios ambientales con el fin de
compensar esta devastadora condicion (Lawrence y Soame, 2004). Por ejemplo, los animales
que tienen un ciclo de vida corto, -como O. maya-, pueden adaptarse con éxito a temperaturas
mayores a su optimo si los cambios en el clima son relativamente lentos, ya que podrian
remodelar su fisiologia para compensar los efectos de la variacion de temperatura y, con esta
plasticidad fisiologica, podrian hacerle frente al cambio climéatico. Sin embrago, es
importante sefialar que las estrategias plasticas de historia de vida (e.g. comportamentales)
utilizadas por algun estadio ontogenético dirigidas para compensar el estres térmico, podrian
no ser Utiles si otro estadio de desarrollo permanece vulnerable. Es decir, algunos organismos
en estadios de desarrollo mdviles podrian migrar en busca de aguas con temperaturas mas
apropiadas; sin embargo, seguirian expuestos durante sus estadios embrionarios seésiles,

como O. maya (Kingsolver et al. 2011; Truebano et al. 2018).

De acuerdo con Clark et al. (2013), la aclimatacion en los organismos ectotermos acuaticos
a una condicion térmica dada sucede en un intervalo de una a tres semanas de exposicion.
Una vez que los mecanismos fisiologicos asociados a la temperatura responden a la nueva
condicién térmica, la posibilidad de sobrevivir aumenta y los umbrales térmicos pueden
modificarse. También se ha sugerido que un incremento gradual de temperatura puede
desencadenar una activacion temprana de los mecanismos relacionados con la tolerancia
térmica y permitir que los organismos incrementen su plasticidad y resiliencia a los cambios

de temperatura (Pigliucci, 2001; Ernande y Dieckmann, 2004).

Por ejemplo, ha sido comprobado que los embriones de O. mayas expuestos a incrementos

graduales de temperatura (hasta 30°C) tienen mejores mecanismos fisioldgicos para tolerar
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altas temperaturas (Caamal-Monsreal et al., 2016; Sanchez-Garcia et al., 2017). Lo anterior
sugiere que los animales ectotermos aclimatados a temperaturas que superan su limite
térmico, podrian tener una mayor tolerancia y una menor sensibilidad a este factor ambiental,
generando que la especie tenga éxito evolutivo, bajo las fluctuaciones de temperatura
(Seebacher et al., 2014).

Lamentablemente, la velocidad con la que se estd desarrollando el calentamiento de los
océanos es mayor a los ajustes fisioldégicos que pueden llevar a cabo las especies (Tittensor
et al., 2021). Si la velocidad del cambio climético rebasa las tasas de aclimatacion de los
organismos, se puede predecir que sus poblaciones van a disminuir debido a la alta
mortalidad y a la alteracién de las interacciones ecoldgicas (e.g. depredacion, parasitismo)
(Cohen et al., 2018; Tittensor et al., 2021). Ademas, todo lo discutido anteriormente
demuestra que el impacto del calentamiento global trasciende las generaciones, por lo tanto,
las condiciones experimentadas por una generacion parental pueden interactuar con las
condiciones experimentadas por las generaciones posteriores. En este sentido, puede alterarse
la plasticidad transgeneracional, modificando el fenotipo de su progenie por procesos no
genéticos (Rodriguez et al., 1994). Aunado a esto, en ausencia de una adaptacion evolutiva
rapida, los organismos marinos, incluido O. maya, se veran irremediablemente afectados por

la temperatura de los océanos en futuro cercano.
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7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion confirman las preocupantes predicciones
sobre los efectos deletéreos generados en las especies de invertebrados ectotermos acuaticos
producto del calentamiento global (e.g. alteraciones metabdlicas y morfoldgicas). En O.
maya estos efectos pueden ser atribuidos a (i) los compromisos energéticos de los organismos
generados por el redireccionamiento de la energia para el mantenimiento somatico, y (ii) a la
acumulacion de ERO que generan una carga extra de estrés oxidativo, o (iii) una combinacién

de ambos factores.

Esta investigacion confirmé/reveld que existe un peligroso efecto acumulativo y heredable
del estrés téermico, incluso cuando los embriones se desarrollaron en condiciones optimas. Es
decir, que la temperatura de aclimatacion de las madres afecta de manera negativa el
desarrollo y metabolismo de los embriones, independientemente de la temperatura de
incubacion individual. Probablemente, el efecto mas relevante en este trabajo es la
disminucion el metabolismo energético producido, probablemente, por la reduccion del

campo aerobico, dando como consecuencia la incapacidad de producir energia.

A pesar de que estos resultados sugieren que existiran alteraciones irreparables para los
organismos expuestos a estrés térmico, es incierto saber hasta qué punto las especies podran
tener la capacidad de adaptarse a estas condiciones estresantes. Las condiciones
experimentales en este trabajo (una temperatura estable mantenida a través del tiempo)
permitieron identificar aisladamente el efecto de la temperatura de incubacion sobre el
desarrollo de los embriones y el efecto transgeneracional sobre éstos. Sin embargo, para
comprender los posibles efectos completos del calentamiento global en los invertebrados
marinos, es necesario tomar en cuenta también (i) la capacidad adaptativa de cada especie en
un contexto que tome en cuenta una mayor cantidad de variables (e.g. comportamiento,
fisiologia, micro-evolutivas), y (ii) la velocidad en la que se realiza el cambio climatico

global.
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