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Resumen de la tesis que presenta Perla Louisiana Arreola Meraz como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidn en Biologia Ambiental.

Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la expresion de genes en la glandula oviductal de la
hembra Octopus maya

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Directora de tesis

Octopus maya es un cefalépodo endémico de la Peninsula de Yucatan, el cual es de gran interés debido a
que es parte de una de las cinco pesquerias mas importantes de México. Esta especie presenta un ciclo de
vida anual y, en el caso de las hembras, presentan un solo evento reproductivo seguido por la muerte. El
metabolismo del 0. maya depende de la temperatura de su ambiente, y su descenso es la sefial ambiental
que determina tanto el inicio de la fertilizacién como el desove. La glandula oviductal (Go) es un 6rgano
clave para la reproduccién, ya que el almacenamiento de los espermatozoides y la fecundacién de los
huevos se llevan a cabo aqui. Actualmente se sabe que este proceso se ve afectado negativamente por las
altas temperaturas, principalmente si se dan durante la Ultima etapa de maduraciéon sexual; sin embargo,
no existen evidencias moleculares que puedan explicar cdmo influye la temperatura en la tasa de
fertilizacidn en la Go. Con base en lo anterior, el objetivo de este estudio fue descubrir mediante un analisis
transcriptomico los patrones de expresidn génica en la glandula oviductal de hembras de O. maya, en
distintas etapas del proceso reproductivo y en diferentes condiciones térmicas. Para esto, hembras de O.
maya fueron sometidas a los siguientes tratamientos: 1) con temperatura constante de 24°C (T24) y 2) con
una rampa de temperatura, inicial de 30°C (estresante) y descendente hasta el desove (TR).
Posteriormente, fue secuenciado el ARNm obtenido del tejido de la glandula oviductal de organismos en
estadios pre-desove, desove, pos-desove en T24 y desove en TR (desR). Las lecturas pareadas de alta
calidad fueron utilizadas para realizar el ensamblaje de novo del transcriptoma, de la glandula oviductal.
El transcriptoma consistié en 50,585 genes y 61,598 isoformas, con la anotacién del 24,43% de los
transcritos reconstruidos. El analisis de expresién diferencial mostré 110 transcritos con una diferencia
significativa entre des24 y desR. En relacidn a lo observado en otras especies, para pre24 estos transcritos
revelaron procesos biolédgicos relacionados a la produccion de energia, catabolismo de aminas biogénicas
(neurohormonas) y proliferaciéon celular. Durante el des24 se observd mayor expresiéon de genes
relacionados con la ovogénesis, metabolismo de hormonas, sefializacién, musculo esquelético y flujo de
salida de colesterol. En pos24, se observé expresion diferencial en transcritos relacionados al metabolismo
de hormonas, organizacion de microvellosidades y apoptosis. Finalmente, comparando los resultados de
expresion durante el desove de hembras en temperatura dptima (des24) contra el de hembras sometidas
a estrés térmico (desR), se infieren cambios a nivel de la matriz extracelular, el metabolismo de hormonas
y la sefalizacidon huevo-esperma, lo que sugiere que estas alteraciones podrian estar involucradas en la
baja tasa de fertilizaciéon debido al estrés por temperatura y que la hembra de O. maya no esta adaptada
para reproducirse en altas temperaturas, lo cual podria tener consecuencias insospechadas en escenarios
de calentamiento del agua marina.

Palabras clave: estrés térmico, éxito reproductivo, genes, glandula oviductal, Octopus maya.
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Octopus maya

Abstract approved by:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Thesis director

Octopus maya is an endemic cephalopod to the Yucatan Peninsula, which is of great interest because it is
part of one of the five most important fisheries in Mexico. This species has an annual life cycle and, in the
case of females, they have a single reproductive event followed by death. The metabolism of 0. maya
depends on the temperature of its environment, and its descent is the environmental signal that
determines both the beginning of fertilization and spawning. The oviducal gland (Go) is a key organ for
reproduction since the storage of the sperm, and the fertilization of the eggs are carried out here.
Currently it is known that this process is negatively affected by high temperatures, mainly if they occur
during the last stage of sexual maturation; however, no molecular evidence can explain how temperature
influences the rate of fertilization in the Go. Based on the above, the objective of this study was to discover,
through a transcriptomic analysis, the patterns of gene expression in the oviducal gland of O. maya
females, at different stages of the reproductive process and in different thermal conditions. For this,
females of 0. maya were subjected to the following treatments: 1) with a constant temperature of 24 ° C
(T24) and 2) with an initial temperature ramp of 30 ° C (stressful) and descending until spawning (TR).
Subsequently, the mRNA obtained from the oviducal gland tissue of organisms was sequenced in pre-
spawning, spawning, post-spawning stages in T24 and spawning in TR (desR). The high-quality paired
readings were used to perform the de novo assembly of the transcriptome, of the oviducal gland. The
transcriptome consisted of 50,585 genes and 61,598 isoforms, with the annotation of 24.43% of the
transcripts reconstructed. The differential expression analysis showed 110 transcripts with a significant
difference between des24 and desR. About that observed in other species, for pre24 these transcripts
revealed biological processes related to the production of energy, catabolism of biogenic amines
(neurohormones) and cell proliferation. During the 24th period, higher expression of genes related to
oogenesis, hormone metabolism, signaling, skeletal muscle, and cholesterol outflow was observed. In
pos24, differential expression was observed in transcripts related to hormone metabolism, microvilli
organization, and apoptosis. Finally, by comparing the expression results during the spawning of females
at optimal temperature (des24) against that of females subjected to thermal stress (desR), changes are
made at the level of the extracellular matrix, the metabolism of hormones and the egg-sperm signaling. ,
which suggests that these alterations could be involved in the low rate of fertilization due to temperature
stress and that the female of O. maya is not adapted to reproduce in high temperatures, which could have
unsuspected consequences in water heating scenarios Marine.

Key words: thermal stress, reproductive success, genes, oviducal gland, Octopus maya.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Antecedentes

1.1.1 Descripcion de la especie

Octopus maya o pulpo rojo, es un cefalépodo de aguas someras del Atlantico Occidental Tropical (Voss
et al., 1966), habita en praderas de pastos marinos y estd asociado con formaciones de coral (Mayorga
Castafieda et al., 2006). Es endémico de las costas de Campeche y Yucatan (Lozano, 2017), donde
conforma una sola poblacién debido a la aparente inexistencia de barreras fisicas y/o bioldgicas que
impidan el intercambio genético entre individuos en la zona, gestionandose como un Unico stock (Pérez
et al., 2007). Su ciclo de vida es anual y en el caso de las hembras, presentan un sélo evento reproductivo

en toda su vida, seguido por la muerte (Boyle y Rodhouse, 2005).

0. maya representa un alto valor comercial por ser parte de una de las cinco pesquerias mds importantes
de México y junto con la pesqueria de O. vulgaris posicionan al pais como el tercer productor de pulpo en
el mundo (Lozano, 2017). En América, es una de las especies de mayor importancia socioeconémica al
producir entre 10,000 y 20,000 toneladas anuales de pesca (Rosas et al., 2014) con valor de mas de 360
millones de pesos, generando alrededor de 15 mil empleos directos (Jurado-Molina, 2010; Rosas et al.,
2014). Su valor econémico y alta demanda han favorecido el aumento constante de personas dedicadas a
esta pesqueria, asi como la generacion de conflictos sociales entre los grupos de pescadores de la
Peninsula de Yucatan (Rosas et al., 2014; Sanchez-Garcia et al., 2017). En el 2010, Jurado-Molina sugirié

que la poblacién podria estar siendo sobreexplotada.

1.1.2 Reproduccion en Octopus maya

En el proceso de reproduccién, una caracteristica tipica de los cefaldopodos es la produccion de
espermatdéforos por un complejo de glandulas del conducto masculino. Estos portadores de esperma
permiten la transferencia de espermatozoides a la hembra (Mann et al., 1970), los cuales son depositados

en el oviducto distal o cavidad central de la glandula oviductal (Boletzky, 1989; Froesch y Marthy, 1975), a



través del tercer brazo derecho hectocotilizado del macho para ser almacenados durante algun tiempo

(Froesch y Marthy, 1975; Van Heukelem, 1976).

Una vez que la hembra de O. maya alcanza la madurez sexual bajo el control de las glandulas 6pticas (Di
Cristo y Di Cosmo, 2007; Wells y Wells, 1959), el esperma recolectado de diversos machos es guardado
hasta que existan las condiciones adecuadas para liberar los gametos femeninos para su fertilizacion

(Froesch y Marthy, 1975; Juarez et al., 2016, 2015).

Durante el desove, el transporte de los huevos se da por medio de contracciones en los oviductos (Di Cristo
y Di Cosmo, 2007), moduladas por neuropéptidos (Henry et al., 1999). Los huevos son liberados en racimos
en intervalos de dias (inicio del desove) u horas (climax) (Froesch y Marthy, 1975). En O. maya este proceso
se lleva a cabo por entre 5 a 7 dias (Rosas et al., 2014). La cuerda que une los huevos es adherida con
mucho cuidado a un sustrato como una piedra (Froesch y Marthy, 1975), donde reciben los cuidados
maternos hasta la eclosiéon. Dependiendo de la especie el cuidado parental puede durar desde unos pocos
dias hasta muchos meses. Una vez que los embriones eclosionan la madre muere (Van Heukelem, 1977,

1976).

1.1.3 Sistema reproductivo en Octopus maya, con énfasis en la glandula oviductal de la hembra

Los genitales femeninos consisten en un ovario con dos oviductos pareados (Voss y Solis, 1966) en medio

de los cuales se encuentran dos glandulas oviductales (Di Cosmo et al., 2001).

La glandula oviductal esta involucrada en el almacenamiento de espermatozoides, la produccién de una
mucoproteina, produccién de un mucopolisacarido, el proceso de fertilizacidon de los huevos (Froesch y

Marthy, 1975) y la formacidn del coridn rigido (Bergmann, 1903).
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Figura 1. Vista esquematica de la glandula oviductal de Octopus vulgaris. Corte longitudinal de la glandula. Muestra
tres conjuntos de compartimentos que se conectan a la cavidad central: las glandulas periféricas, las glandulas
centrales y las espermatecas. También, se observan los oviductos proximal y distal de la glandula (tomado vy
redibujado digitalmente de Froesch y Marthy, 1975 por Olivares et al., 2017).

Una vez que los espermatéforos han dejado el tracto reproductor masculino, ocurre la reaccién
espermatofdrica, durante la cual gracias a la alta concentracién de NaCl en el exterior, se liberan los
espermatozoides. Los espermatozoides de pulpo tienen movilidad limitada (Mann et al., 1970), la que les
permite viajar hacia la espermateca de la glandula oviductal. Ahi, por medio del acrosoma se unen a la
pared, para permanecer inmdviles en la espera de la maduracion sexual femenina (Froesch y Marthy,
1975). Una vez que se da inicio la ovulacién, algunos neuropéptidos modulan las contracciones que
transportaran los huevos hacia el oviducto proximal o la cavidad central de la glandula oviductal, donde
son retenidos en la espera de su fertilizacién por espermatozoides liberados y movilizados (Di Cristo y Di
Cosmo, 2007; Froesch y Marthy, 1975). A la fecha, se desconocen los mecanismos moleculares por los

cuales los espermatozoides reciben mantenimiento y son reanimados.

Figura 2. Diagrama que muestra un espermatozoide de O. tankahkeei. AS = acrosoma en forma de tornillo, N =
nucleo, MP = pieza media, PP = pieza principal (tomado de Li et al., 2010).



La mucoproteina, que funge como pegamento para unir los huevos antes del desove, es sintetizada en la
parte periférica de la glandula oviductal. En |la parte central de la gldndula se produce el mucopolisacarido
gue actla como polimerizador de la mucoproteina, para que los huevos puedan salir en forma de racimos
de uvas y sean capaces de fijarse en un sustrato apropiado (Froesch y Marthy, 1975). La polimerizacion de
la mezcla ocurre hasta que los huevos han sido desovados gracias a la secrecién de una mucosa del
oviducto proximal (Wells, 1978). Otra sustancia es secretada en la glandula oviductal que ayuda a la

formacién del corion del huevo (Froesch y Marthy, 1975; Wells, 1960).

Figura 3. Esquema de un huevo de Robsonella fontaniana. c = corién, pc = pedinculo coriénico, m = manto, o = ojo,
br = brazos rudimentarios y vs = saco vitelino (tomado y modificado de Uriarte et al., 2009).

1.1.4 El efecto de la temperatura sobre la especie

Los cefaldpodos son fuertemente influenciados por la temperatura, la cual juega un papel importante en
la regulacion del proceso de reproduccion, desarrollo embrionario y patrones de crecimiento (Juarezet al.,
2016, 2015). Los pulpos no son capaces de regular su temperatura corporal como los mamiferos y su
metabolismo depende de la temperatura ambiental (Rosas et al., 2006). En el pulpo maya el descenso de
la temperatura es una sefial ambiental que induce tanto el inicio de la fertilizacién como el desove, con
una temperatura preferida de 23 a 24 °C (Judrez et al., 2016). Por esa razdn se ha sugerido que las
tendencias de aumento de la temperatura del océano bajo el escenario de cambio climatico global podrian
llegar a afectar negativamente la adecuacidn de especies ectotermas (Fabbri et al., 2008), como O. maya.
Ademas, su habitat esta sujeto a grandes variaciones climaticas, con oscilaciones de varios grados en la
temperatura del mar en el transcurso de un dia de verano (4°C) y de estacion a estacién (9°C), debido a

surgencias y fenédmenos meteoroldgicos, entre otros (Rosas et al., 2004).



Segln datos de la NOAA (2018), el promedio anual de la temperatura superficial del mar (SST, por sus
siglas en inglés) en el Golfo de México para el aifio 2017 fue de 26.85°C. De acuerdo con los posibles
escenarios de cambio climatico que se plantean en el reporte AR5 del Intergovernmental Panel on Climate
Change, es que el SST de esta regidn podria aumentar a largo plazo (2010 a 2099) desde 0.63 a 3.23 °C
(IPCC, 2014). Este calentamiento es parte de un aumento global de las temperaturas del mar y del aire, lo
gue causara cambios en la distribucion y abundancia de las especies, debido a la modificacion de las
caracteristicas de sus habitats. El aumento de la temperatura puede influir negativamente sobre las
especies marinas en aspectos como el desarrollo de génadas (por lo tanto, en el esperma) y huevos, la
sobrevivencia y el desarrollo de crias y juveniles, la sobrevivencia de adultos (estrés por temperatura) y su

distribucion en el océano (Hiscock et al., 2004).

En estudios en embriones de 0. mimusy O. vulgaris, se observé que la longitud del desarrollo embrionario
tiene una relacidn inversa con la temperatura, y por consiguiente en las probabilidades de sobrevivencia
de las crias (Repolho et al., 2014; Uriarte et al., 2012). Las madres O. maya que pasaron por estrés térmico
(227 °C) en la ultima etapa de maduracion sexual, heredan a sus crias menor cantidad de vitelo con la
consecuente mala nutriciéon del embridn y eclosidén temprana (Juarez et al., 2015; Repolho et al., 2014). Se
observé que el peso hiumedo inicial y la tasa de crecimiento es casi de la mitad (por deficiencias en el
metabolismo respiratorio) en comparacidén con aquellas crias cuyas madres experimentaron condiciones
térmicas favorables, ademads la probabilidad de sobrevivencia de las crias en ayuno durante los primeros
10 dias se redujo aproximadamente a la mitad (Judrez et al., 2016). Los cefalépodos requieren grandes
cantidades de energia para crecer y la respiracidn es pieza clave (Petza et al., 2011). Cuando experimentan
estrés térmico por altas temperaturas, aumentan su consumo de oxigeno (Mangold, 1983), lo que sugiere
un mayor gasto energético que no podrad ser utilizado en su crecimiento (Petza et al., 2011). Cuando existe
un escenario en que la temperatura es igual o mayor a 31°C, el desove de hembras fertilizadas de 0. maya
es casi nulo, y los pocos huevos desovados no estan fecundados (Juarez et al., 2015). Actualmente se
desconoce si la ausencia de huevos fecundados estd relacionada con dafos causados por estrés térmico
en células germinales, en los gametos de los padres o en alteraciones producidas por la temperatura a

nivel de la glandula oviductal de las hembras.



1.1.5 Estudios moleculares y transcriptémicos sobre la reproduccion en cefalépodos

La secuenciacién transcriptémica permite conocer los niveles de expresién de conjuntos de genes para
diferentes células, tejidos y drganos, en diferentes etapas de desarrollo y bajo diferentes estados
fisioldgicos (Garber et al., 2011), que ayudan al estudio bioldgico de las especies al revelar los mecanismos

moleculares de la regulacién génica que complementan los estudios fisioldgicos.

En un estudio reciente sobre el transcriptoma del cuerpo blanco de O. maya de O. Judrez (2016), se
identificd la transcripcidn de genes putativos que podrian tener un papel importante en el mantenimiento
de los espermatozoides, la maduracién tardia, la motilidad y conservacion de la entereza del esperma
almacenado en la glandula oviductal. También, se observod la transcripcion de genes que participan en el
reconocimiento e interaccién de espermatozoides y huevos durante el proceso de fertilizacién, tales como:
Zonadhesin y C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4. Otro hallazgo de este estudio fue la
expresion de genes putativos que codifican receptores de estréogeno y progesterona. En O. vulgaris y O.
maya se ha observado que los niveles de estréogeno y progesterona aumentan durante la fase
reproductiva, por lo que se cree que sus fluctuaciones estdn involucradas en la regulacion de la
reproduccion (Di Cristo y Di Cosmo, 2007, Avila-Poveda et al., 2016). Resultados obtenidos en O. maya
mostraron que el cuerpo blanco podria estar participando en la produccidon de estrégenos y de forma

directa, en procesos de ovogénesis (Judrez, 2016).

Se han reportado hormonas esteroides sexuales (progesterona, andrégenos, etc.), proteinas de unién
sexual y enzimas clave en la esteroidogénesis, en el sistema reproductivo femenino de O. vulgaris (Di Cristo
y Di Cosmo, 2007). La progesterona puede desempefiar un papel en la preactivacién de los
espermatozoides almacenados en la glandula oviductal (Tosti et al., 2001). También se han observado
algunos neuropéptidos involucrados en el control nervioso de la reproduccion y el comportamiento
reproductivo de los moluscos (Di Cristo y Di Cosmo, 2007). Los neuropéptidos como la GnRH vy el
FMRFamide se han encontrado en las raices de los nervios que surgen del ganglio y alcanzan el tracto
reproductivo, controlando las contracciones del oviducto que ayudan al transporte de gametos femeninos
hacia la glandula oviductal y la ovoposicién de los huevos fecundados (Di Cosmo y Di Cristo, 1998; Di Cristo

y Di Cosmo, 2007).

Las glandulas dpticas estan relacionadas con la madurez del sistema reproductivo femenino (Wells y Wells,
1959), el cuidado parental (Wang y Ragsdale, 2018; Wodinsky, 1977) y la muerte pos-desove (Wang y

Ragsdale, 2018). En un estudio realizado en O. hummelincki en el que se extirparon las glandulas pticas a



hembras pos-desove se observd que éstas abandonaron sus huevos y volvieron a consumir alimentos e
incluso algunas se aparearon nuevamente (Wodinsky, 1977). Otro estudio de los perfiles transcriptémicos
de las glandulas épticas en hembras O. bimaculoides, reveld que el inicio del ayuno desencadena una
activacion transcripcional importante en los sistemas de sefializacion multiple, incluidas las vias
catecolaminérgicas, peptidérgicas y esteroidogénicas, que estan implicados en los cambios de
comportamiento sexual, alimentario y materno (Wang y Ragsdale, 2018). Probablemente algunos
neuropéptidos controlen el comportamiento de alimentacidn modificando la estrategia de caza y apetito.
En la mosca de la fruta (Drosophila) se ha observado que la pérdida de peso pos-desove podria estar,
también, relacionada con la sobre-expresién del gen ImplL2 (Ecdysone-inducible gene L2), que esta
involucrado en la falta de apetito y la degradacién de tejidos gonadales, musculares y adiposos (Wang y

Ragsdale, 2018).

Es claro el efecto que tiene la temperatura en el éxito reproductivo en las hembras de O. maya vy la
importante funcidon que tiene la glandula oviductal en este proceso. Sin embargo, se desconocen las
funciones moleculares y las regulaciones de los genes involucrados en los procesos de fertilizacion y
mantenimiento de los espermatozoides en este érgano, que puedan afectar el éxito reproductivo. Es por
esta razén que el presente estudio fue disefiado con el fin de evaluar, por primera vez, los perfiles
transcriptomicos de la glandula oviductal a través de las diferentes etapas de pre-desove, desove y pos-
desove de hembras expuestas a un régimen de temperatura éptima (24 °C), asi como los efectos de la

temperatura en hembras en desove expuestas a un estrés térmico.

1.2 Justificacion

Octopus maya es uno de los principales recursos pesqueros en México con una fuerte presion
antropogénica y que, al ser una especie endémica de la plataforma de Yucatan, se encuentra expuesto a
constantes variaciones climaticas que modulan negativamente a su poblacion. El desarrollo embrionario,
los patrones de crecimiento y principalmente el éxito reproductivo, son pieza clave en la tasa de
sobrevivencia de crias de O. maya, y éstas se encuentran influenciadas directamente por la temperatura
del mar. Por esa razodn, se ha pensado que la tendencia a la elevacién de la temperatura en la zona de su
distribucidn natural, podria poner en riesgo el éxito reproductivo de esta especie. De entre los procesos
claves del ciclo de vida estd el de la reproduccidn. Asi, el estudio de los controles fisioldgicos y moleculares

en las hembras, principalmente durante el proceso reproductivo en organismos expuestos a diferentes



temperaturas podria ser de gran utilidad. La glandula oviductal juega un papel preponderante en lo
anterior, ya que es el érgano donde se lleva a cabo el almacenamiento de los espermatozoides, asi como
la fertilizacidon de los huevos. Por lo que entender los procesos moleculares y de regulacion transcriptémica
involucrados en este drgano, asi como el efecto que causa en éstos la temperatura, ayudara a sentar las
bases cientificas para la comprension de los efectos potenciales del calentamiento y con esto coadyuvar a

la toma de decisiones que permitan desarrollar estrategias para el manejo de las poblaciones de O. maya.

1.3 Hipotesis

1.-Durante el proceso reproductivo en hembras Octopus maya se activaran genes involucrados con el
mantenimiento, la capacitacion y activacion del esperma almacenado, asi como genes relacionados con la

sefializacion huevo-esperma y proceso de fertilizacidn en la glandula oviductal.

2.-El estrés por temperatura durante el proceso de reproduccién provoca una disminucion del éxito
reproductivo debido a las alteraciones moleculares en la glandula oviductal de la hembray en el esperma

almacenado dentro de ésta.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Descubrir mediante un analisis transcriptémico los patrones de expresién génica en la gldndula oviductal
de hembras de Octopus maya, en distintas etapas del proceso reproductivo y en diferentes condiciones
térmicas (temperatura 6ptima contra temperatura de estrés) durante el desove, para identificar los

efectos de la temperatura en la expresidon durante esta etapa.



1.4.2. Objetivos especificos

* Identificar los genes relacionados con el mantenimiento de los espermatozoides dentro de la

espermateca.

* Identificar los genes que participan en la capacitacion del esperma.

* Identificar los genes involucrados en la hiperactivacion (reactivacién) de los espermatozoides.

* Identificar los genes implicados en el desplazamiento de los huevos a través del oviducto.

* Identificar los genes que participan en la sefalizacidn y unién de los espermatozoides a los huevos

durante la fertilizacion.

* Evaluar los cambios en los patrones generales de expresion de genes durante el desove de
hembras en temperaturas de 24°Cy en las expuestas a una rampa descendente de 12C cada cinco

dias dentro de un intervalo de 30 a 24°C hasta el desove.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Captura de pulpos

Se realizaron dos muestreos en el puerto de Sisal, Yucatdn, uno a principios de septiembre y el segundo a
principios de octubre de 2017. La captura de pulpos se realizé por medio de un arte de pesca artesanal
llamada “gareteo”, en el que 10-12 lineas estan atadas a 2 bambus (“jimbas”) fijados en la proa y popa de
la lancha, la lancha debe tener el motor apagado (Gamboa-Alvarez et al., 2015) y estar perpendicular al

oleaje. Las carnadas utilizadas fueron cangrejo y jaiba.

La informacién recopilada sobre cada muestreo fue: fechas, nimero de dias de pesca, horario de pesca,
brazas de profundidad (medida utilizada por los pescadores, en la que una braza equivale a la dimensién
que existe entre los extremos de sus manos), nimero y sexo de pulpos capturados, observaciones del

oleaje.

Un total de 31 individuos: 20 hembras y 11 machos, fueron recolectados del 5 al 7 de septiembre de 2017

(Tabla 1). Estos fueron utilizados para el tratamiento rampa por temperatura (TR) (30-24 °C).

Un total de 42 individuos: 16 hembras y 26 machos (Tabla 1), fueron recolectados el 9 y 10 de octubre de

2017. Estos fueron utilizados en el tratamiento control a 24°C (T24).

Tabla 1. Pesca de individuos O. maya.

Tratamiento Hembras Machos Total
R 20 11 31
24 16 26 42

2.2 Aclimatacion

La aclimatacion se llevd a cabo en un sistema semi-abierto de tanques externos con circulacién de agua
de mar. Se utilizaron estanques de geomembrana de 6 m de didmetro y 22m? de superficie. Ahi los
animales recién capturados se mantuvieron en un intervalo de temperatura entre 27 y 30°C en el agua,

una salinidad de 36 ups aproximadamente y alrededor de 5-8mg/L de oxigeno disuelto. Se colocaron cerca
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de 30 individuos adultos de ambos sexos por estanque, lo que permitid el apareamiento libre durante el
periodo de aclimatacidn. Se alimentd a los pulpos con una pasta de calamar (70%) y jaiba (30%) por la
mafiana y por la tarde (cuidando que fuese siempre a la misma hora para evitar fugas de los animales y
canibalismo). A diario se removieron de cada estanque los restos de comida no ingerida, las heces y las
conchas donde se colocaba el alimento. El periodo de aclimatacidn fue de 6 dias para el TR y 14 dias para

el T24.

2.3 Tratamientos experimentales

Para evaluar si existia algun efecto negativo de la temperatura sobre la glandula oviductal de la hembra
Octopus maya, se integraron dos grupos de 15 hembras, uno de ellos se expuso a 249C constantes vy el
otro grupo a una rampa descendente de 12C cada cinco dias, comenzando con una temperatura de 302C

hasta llegar a 24°C (Figura 4).

Los tratamientos se llevaron a cabo en el drea de reproduccién de O. maya de la Unidad Multidisciplinaria
de Docencia e Investigacion de la Facultad de Ciencias de la UNAM (UMDI Sisal), ubicada en Sisal, Yucatan.
En el area, los animales fueron colocados en estanques de 80 L conectados a un sistema de recirculacién
de agua de mar conectado a un espumador y a un filtro de tierra antracita, UV y eliminador de proteinas.
Cada tratamiento conté con 15 tanques en los que se albergd de forma individual a hembras fertilizadas.
El agua se calentd con ayuda de un calentador de inmersidn de titanio de 1200W conectado a un sensor
digital de temperatura, colocado en el reservorio de agua de mar que abastece al sistema. La temperatura
ambiental se controlé mediante el uso de dos equipos de aire acondicionado. En cada tanque, se colocd
una caja de fibra de vidrio que sirvié tanto como refugio como nido para el desove. Se mantuvo un
fotoperiodo de 10:14 horas con iluminacidn de led rojo (30 lux cm™) con el fin de evitar el estrés provocado
por la iluminacién excesiva. La alimentacion y las condiciones de oxigenacién y limpieza fueron iguales en

ambos experimentos, siguiendo las especificaciones descritas anteriormente.

Para la exposicion de los animales a la rampa descendente de temperatura (TR), se aclimataron 15
hembras a 30°C durante 15 dias. Posteriormente, en el dia 16 se redujo la temperatura 1°Cy después cada
5 dias hasta llegar a 24°C (Figura 4). Para el segundo tratamiento (T24; control) un segundo grupo de 15
hembras fue mantenido en un intervalo entre 24 y 26°C, temperatura éptima para el desove de la especie

(Rosas et al., 2014).



12

Se tomo el peso humedo total de cada hembra (P;) antes de ser colocadas individualmente en tanques de

80 L.
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Figura 4.Tratamientos experimentales. Temperatura de los dos tratamientos a lo largo del tiempo. TR = Tratamiento
rampa de estrés térmico, T24 = Tratamiento control

2.4 Muestreo de la glandula oviductal y de otros 6rganos

Los cambios en los patrones de expresidon génica durante el desove fueron identificados a partir del
muestreo de 5 hembras de O. maya antes (pre-desove), durante (desovando) y después (pos-desove) de
este evento reproductivo (N = 15 hembras por tratamiento). Los muestreos se realizaron en animales que
tenian 16 dias en el sistema experimental (pre-desove), dos dias después de haber iniciado el desove, y

quince dias después de iniciar el desove (pos-desove).

El sacrificio de las hembras para la extraccién de tejido de glandula oviductal y otros tejidos, se realizé en
estricto acuerdo con los procedimientos éticos y recomendaciones para minimizar el sufrimiento,
aprobado por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM) (niimero de permiso: Oficio/FQ/CICUAL/099/15). Los animales fueron anestesiados con
etanol al 3%. En este procedimiento el primer paso fue el de desconectar el cerebro (Ce) para luego extraer
las dos glandulas oviductales (Go), el ovario (Ov), la glandula digestiva (Gd), una de las branquias (B), los
dos corazones branquiales (Cb), el corazén sistémico (Cs), una de las glandulas dpticas con el I6bulo dptico
(Lo) (la glandula y I6bulo éptico se conservaron juntos). Se toma el peso himedo total de cada hembra (Ps)

y el peso de cada tejido muestreado.
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A) B) C)

Figura 5.A) Glandulas oviductales y ovario de una hembra en pre-desove, B) Glandula oviductal de una hembra en
desove y C) Glandulas oviductales y ovario de una hembra en pos-desove.

Una vez extraidas, las muestras se colocaron en solucion RNAlater®, se refrigeraron a 4°C durante 24 horas

y enseguida se conservaron a una temperatura de -70°C hasta que se realizd la extraccion de ARN.

Se utilizo el programa Excel para calcular el porcentaje de pérdida o ganancia de masa corporal y observar
la diferencia en el peso inicial (antes de iniciar el tratamiento), peso final (al momento de la diseccion) y
peso de los tejidos diseccionados entre las diferentes etapas y tratamientos. Adicionalmente, se realizd
una prueba t de Student de 2 colas con varianzas desiguales para evaluar las diferencias del peso de los
tejidos de las etapas entre los dos tratamientos. Las diferencias se consideraron significativas a un valor

de P<0.05.

2.5 Conteo de huevos

Después del muestreo de hembras en desove y pos-desove, se retird el refugio con los huevos del tanque
para estimar el numero de huevos desovados por cada hembra de ambos experimentos. Para hacer esto
se contaron los huevos de cinco racimos de huevos tomados al azar de cada desove. El promedio de huevos
obtenido de esta manera se utilizd para estimar el nimero de huevos desovados por hembra de cada
tratamiento. Este calculo se realizé al multiplicar el nimero promedio de huevos por racimo (n =5 racimos)

por el nimero de racimos colocado por cada hembra procedente de los diferentes tratamientos.
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Todos los huevos se incubaron a 242C en ausencia de las hembras. Los desoves fueron colocados de dos

en dos en tanques de 40L.

Mediante el software Excel, se realizé un andlisis de regresion lineal de la relacién entre la cantidad de
huevos desovados con el logio del peso humedo final (logio(Pf)) de cada hembra en pos-desove en ambos
tratamientos, con el fin de conocer la existencia de una relacién entre el nimero de huevos y el peso total
de las hembras. Se aplicé el ensayo F y el ensayo T, para comparar las pendientes de las dos rectas
obtenidas en el andlisis anterior y sacar conclusiones acerca de si existen diferencias significativas (P<0.05)
entre los tratamientos. También, se llevd a cabo un analisis comparativo mediante dos gréficas, una del
numero de huevos desovados y la otra de la cantidad de huevos en relacion con el peso himedo de las

hembras.

2.6 Secuenciacion de ARN

2.6.1 Purificacion del ARN y construccion de librerias para la secuenciacion

De cada muestra se extrajo el ARN total, a partir de 30 mg de tejido, utilizando el método modificado de
purificacion RNeasy® Plus mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), obtenido después de realizar la
estandarizacién de la extraccion de ARN de glandula oviductal de O. maya (Tabla 5). La cuantificacién de
muestras se llevé a cabo en un espectrofotémetro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 (Wilmington, DE,
EUA) y la calidad de ARN se evalud con el sistema Agilent Technologies™ 2100 Bioanalyzer (Santa Clara,
CA, EUA). Las 3 muestras de cada condicion experimental seleccionadas para construir las librerias fueron
elegidas de acuerdo con la calidad y concentracién del ARN total, es decir, muestras con un ARN integro y
una concentracidon mayor a 200 ng/ul en un volumen de re-suspension de 50 pl, para tener un minimo de
10 pg de ARN total por muestra. Se generaron 4 librerias paired-end de secuenciacidn (de pre24, des24,
pos24 y desR) e incididas de ADNc de acuerdo con el protocolo del kit de preparacidn de la libreria de RNA
TruSeq® de lllumina® (San Diego, CA, EUA). Las librerias de ADNc se secuenciaron en la plataforma de

secuenciacién lllumina® MiSeq (San Diego, CA, EUA) en el laboratorio de gendmica funcional de CICESE.
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2.7 Analisis bioinformatico

2.7.1 Analisis de las secuencias y ensamble del transcriptoma

Se usé el software FastQC para revisar la calidad de las lecturas
(http://bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Mediante el software TRIMMOMATIC se
eliminaron las secuencias de baja calidad, primers y adaptadores de secuenciacidon (Bolger et al., 2014), se
conservaron las lecturas con valor de Phred igual o mayor a 30 y longitud minima de 35 nucledtidos. Las
lecturas que se obtuvieron a partir de las 4 librerias (L-pre24, L-des24, L-pos24 y L-desR) se incluyeron en
un Unico archivo para el ensamble de novo del transcriptoma mediante el software Trinity (Grabherr et al.,

2013), con los parametros por default. Ver Figura 6.

2.7.2 Anadlisis de expresion diferencial y anotacion funcional

Cuando los transcritos estuvieron reconstruidos, se usé el software Blastx para encontrar homologias (hits)
a nivel de los péptidos codificados, usando la base de datos Uniprot-Swissprot. Se consideraron
significativos los hits con un valor de E menor a 1X10 (The UniProt Consortium, 2017). Una vez obtenidas
las homologias de los péptidos codificados, se utilizd el software Blast2GO para obtener la ontologia y
anotacién funcional, considerando significativos los valores de E menores 1x102 (Conesa et al., 2005). Se
usaron los softwares Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012) y RSEM (Liy Dewey, 2011) de forma secuencial
para estimar la abundancia de los transcritos y poder comparar los niveles de expresidn. Con el paquete
edgerR (Robinson et al., 2009) del programa R (Jombart, 2008) se analizaron las diferencias en los niveles
de expresidn con una dispersién del 0.1 dentro de cada condicién y una tasa de falso descubrimiento (FDR)
del 0.01. Se crearon heatmaps para la comparacién de los perfiles de expresion diferencial de genes
putativos de interés entre las diferentes condiciones experimentales. Se realizé un andlisis de
enriquecimiento de los genes con expresion diferencial de cada libreria mediante la prueba exacta de
Fisher usando el software blast2GO (FDR < 0.05) (Conesa et al., 2005) y el software en linea DAVID (P <
0.05) (Huang et al., 2009). Mediante el software en linea Venny se construyeron los diagramas de Venn
(Oliveros, 2007) utilizando los transcritos de las librerias des24, pos24 y desR contra los transcritos de la
libreria control, pre24, que dio el conjunto de transcritos putativos sub- y sobre-expresados compartidos

entre todas o algunas librerias. Ver Figura 6.
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—>Calidad de las lecturas.

—Limpiar secuencias.

—>Ensamble de novo.

—>Encontrar homologias.

—>Abundancia de transcritos.

—>Analisis de expresion diferencial.

—>Encontrar GO, funcidén y vias.

—>Transcritos compartidos.

Figura 6. Secuencia de los programas utilizados en las dos etapas del analisis bioinformatico.



17

Capitulo 3. Resultados

3.1 Maduracion

El peso inicial de las hembras varié entre 324 y 1330 g en todos los tratamientos, con los animales mayores

en el tratamiento pos24 y los menores en el tratamiento preR.
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Figura 7. Peso inicial de las hembras. Se muestra el promedio del peso de las hembras al iniciar el tratamiento (Pi)
en el cuarto de maduracidn. pre = pre-desove, des=desove y pos=pos-desove. Se sefialan los resultados de las
hembras de T24 en color azul y de TR en color rojo. Se muestra el error estandar.
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Figura 8. Tratamientos experimentales. Temperatura de los dos tratamientos a lo largo del tiempo. T24 =
Tratamiento control (24°C), DT24 = Disefio del tratamiento control (24°C), TR= Tratamiento rampa de estrés por
temperatura (30-24°C), DTR = Disefio del tratamiento rampa de estrés térmico (30-24°C). Se sefiala los resultados de
las hembras de T24 en color azul y de TR en color rojo, cada punto es un tanque.
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En TR durante los primeros 16 dias, con una temperatura planeada en 30°C, se registraron oscilaciones
entre 27.7-30.2°Cy, por algunos problemas con el equipo, se logrd tener una temperatura de 24°C en el
dia 55 y no en el dia 41 del tratamiento como se tenia planeado (Figura 8). En T24 se planed una
temperatura constante de 24 °C durante todo el tiempo que durara el tratamiento, sin embargo, se
registraron temperaturas que oscilaban en 23-26°C, con algunos picos entre 26 y 27°C (Figura 8). Se
mantuvo un promedio de 5 mg/L de oxigeno disuelto en ambos tratamientos con variaciones entre 4-6

mg/L.

3.2 Masa corporal

En las hembras de TR se observd una pérdida de masa corporal en las tres etapas, con un promedio en
pre-desove de 4.88%, en desove de 7.12% y en pos-desove de 20.24%. Se observd que los pulpos
expuestos a T24, mostraron una ganancia de masa corporal promedio en pre-desove de 14.13% y en
desove de 9.11%, en pos-desove se observd una pérdida promedio de 4.94%, 5 veces menos que en TR

(Figura 9).
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Figura 9. Pérdida o ganancia de masa corporal. Se muestra si en promedio hubo una pérdida o ganancia de masa
corporal en hembras muestreadas durante las etapas de pre-desove (pre), desove (des) y pos-desove (pos), en el
tratamiento control (T24) y en el tratamiento rampa por temperatura (TR), en relacidn al peso de la hembra al iniciar
el tratamiento (Pi). % = (P#*100/Pi)-100, donde: Ps = Peso final del individuo (al momento del muestreo), Pi = Peso
inicial del individuo (al inicio del tratamiento). Se sefalan los resultados de las hembras de T24 en color azul y de TR
en color rojo.
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3.3 Tejidos

El peso de cada tejido disectado en relacion con la etapa en que se encuentra la hembra (pre-desove,
desove y pos-desove) muestra parte de su evolucién durante el proceso de reproduccién, y podria ser un

indicador de que el tejido se ve afectado durante este proceso (Figura 11y Figura 12).
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Figura 10. Peso final de hembras de O. maya en las diferentes etapas del tratamiento control (T24) y del
tratamiento rampa (TR). Se muestra el peso total himedo del individuo antes de la diseccion (Ps). pre = pre-desove,
des=desove y pos=pos-desove. Se sefialan los resultados de las hembras de T24 en color azul y de TR en color rojo.
Se muestra el error estandar.
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Figura 11. Peso de 6rganos del sistema reproductor femenino de O. maya en las diferentes etapas del tratamiento
control (T24) y del tratamiento rampa (TR). Se muestra el peso de la glandula oviductal (Go) y el peso del ovario
(Ov). pre = pre-desove, des=desove y pos=pos-desove. Se sefialan los resultados de las hembras de T24 en color azul
y de TR en color rojo. Se muestra el error estandar.
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El peso hiumedo final total de los individuos oscilé entre 296.5 y 1285.4 g con los valores mas grandes en

las hembras en pos24 y los menores en las hembras en preR (Tabla 10).
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Figura 12. Peso de tejidos no sexuales de hembras O. maya a través de las diferentes etapas del tratamiento control
(T24) y del tratamiento rampa (TR). Se muestra el peso de cada tejido no sexual. pre = pre-desove, des = desove y
pos = pos-desove. Se sefialan los resultados de las hembras de T24 en color azul y de TR en color rojo. Se muestra el
error estandar.
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Es claro que en el resto de las graficas de las Figuras 11 y 12, excepto para Lo, el peso de tejidos de las
hembras en preR es menor que la biomasa de tejidos de los individuos en pre24. Ademas, para Goy B
también se observan diferencias en pos-desove, donde su peso en TR, comparado con T24, es menor

(Tabla 2).

Tabla 2. Prueba t de Student para las diferentes etapas de los tratamientos T24 y TR a partir de los tejidos
muestreados en hembras 0. maya y su nivel de significancia.

Tejido Etapa Pruebat Probabilidad*
Pre-desove 2.89 0.03 S
Glandula oviductal (Go) Desove 1.59 0.15 N/S
Pos-desove 3.27 0.02 S
Pre-desove 2.92 0.03 S
Ovario (Ov) Desove 1.30 0.23 N/S
Pos-desove 1.88 0.10 N/S
Pre-desove 6.40 <0.01 S
Glandula digestiva (Gd) Desove 1.20 0.27 N/S
Pos-desove 1.39 0.20 N/S
Pre-desove 3.82 0.01 S
Branquia (B) Desove 0.02 0.99 N/S
Pos-desove 2.60 0.04 S
Pre-desove 2.99 0.02 S
Corazon branquial (Cb) Desove -0.52 0.63 N/S
Pos-desove 0.72 0.49 N/S
Pre-desove 3.11 0.02 S
Corazon sistémico (Cs) Desove 1.54 0.16 N/S
Pos-desove 1.45 0.20 N/S
Pre-desove 2.06 0.07 N/S
Lébulo y glandula éptica (Lo)  Desove -0.32 0.76 N/S
Pos-desove 0.90 0.40 N/S

* N/S=no significativo (P>0.05). S=significativo (P<0.05).

Nuevamente, se observd que en todos los tejidos muestreados, excepto en Lo, durante la etapa de pre-
desove hubo diferencia estadistica significativa en el promedio del peso en cuanto a tratamientos (P <
0.05). También, por segunda ocasién, Go y B mostraron diferencias significativas en pos-desove (P < 0.05).
Durante el desove no se encontraron diferencias significativas en el promedio del peso de ningun tejido

en relacidn con los tratamientos.
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3.4 Temperatura de desove en TR

En el tratamiento rampa 6 de las 10 hembras muestreadas en desove y pos-desove, desovaron por encima

de los 26°C (Tabla 3).

Tabla 3. Temperatura de desove de hembras de O. maya en el tratamiento rampa (TR).

No. Desove Peso hembra (g) Dias* T (°C)**
1 581.5 9 29.5
2 347.10 10 30
3 386.30 13 29.9
4 701.7 14 30.2
5 603.90 17 29.7
6 995.10 27 28.5
7 577.2 41 25.8
8 460.30 55 23.9
9 352.30 56 23.9
10 567.00 74 24.8

*Dias transcurridos en el tratamiento.
**Temperatura registrada en el tanque el dia de inicio del desove.

3.5 Exito reproductivo

Se observd que la cantidad de huevos desovados en T24 y TR mostrd una relacién con el peso humedo
total de la hembra. Sin embargo, el valor de la pendiente de esa relacién indicé que ésta difiere entre
tratamientos (Figura 13). En T24 el valor de la pendiente es de 5409.8, mientras que en TR la pendiente es
de 1042.3. Este valor resultd ser significativamente menor en TR (P=0.01). En la Figura 14 se muestra que
el promedio de huevos desovados por las hembras en T24 es 3 veces mayor a los puestos por aquellas en

TR, y que la cantidad de huevos puestos por gramo de hembra es dos veces mayor en T24.
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Figura 13. Relacidon de la cantidad de huevos desovados con el peso total de la hembra. El valor de la pendiente
para T24 es igual a 5409.8y para TR es igual a 1042.3. Se sefialan los resultados de las hembras de T24 en color azul

y de TR en color rojo.
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Figura 14. Exito reproductivo de hembras en el tratamiento experimental T24 y TR. A) Promedio del nimero de
huevos desovados por las hembras. B) Promedio de la cantidad de huevos (H) desovados por peso (g) hiumedo total
de la hembra (Ps). Se sefialan los resultados de las hembras de T24 en color azul y de TR en color rojo. Se muestra el

error estandar.
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3.6 Estandarizacion de extracciones de ARN

Previo a la secuenciacion de ARN es necesario realizar la extraccién del ARN total para la preparacion de
las librerias y posteriormente poder realizar la secuenciacion. Dicha extraccién es pieza clave, ya que de
ésta depende en gran medida la obtencién de ARN integro, con buena concentracién y calidad. Es
necesario utilizar una técnica adecuada que nos pueda dar los resultados deseados para una secuenciacion
robusta con resultados confiables. En la Tabla 4 se muestra la estandarizacion de la técnica para la

extraccion de Go.

Se utilizé un método de columnas de la marca RNeasy Plus Mini Kit (250), con la cual se buscaba obtener
una buena calidad del ARN, eliminacion de ADNg (por medio de su columna de eliminacién de ADN
gendmico) y una concentracion mayor a 200 ng/ul en un volumen de resuspensién de 50ul para tener un
minimo de 10 pg de ARN total. A pesar de que no habia homogeneidad en las concentraciones de RNA
entre muestras, hubo algunas con altas concentraciones (por encima de 1,000 ng/ul) y otras con bajas
concentraciones (por debajo de 100 ng/ul). Debido a lo anterior, se cambié de método de extraccion, y
para aquellas muestras con bajas concentraciones, se utilizé una combinacion de la técnica que utiliza
TRIzol-Cloroformo y de columnas, en la que se realizaron los pasos de homogenizacién y extraccién de
ARN con la primera técnica y luego se continud la eliminacién del ADNg y lavado de ARN utilizando las
columnas (Tabla 4). El resultado con esta técnica de extraccién no fue satisfactorio, ya que se obtuvo ARN

degradado.

Posteriormente, se utilizé el método de extraccién de KingFisher™ (Thermo Scientific™, Wilmington, DE,
EUA) con el objetivo de que las extracciones presentaran valores similares y un ARN de buena calidad. A
pesar de que el ARN se mostré integro, no hubo homogeneidad en las concentraciones, que estaban muy

por debajo de la minima deseada.

Los mejores resultados de la extraccién se obtuvieron por medio del método de columnas, este fue el
método seleccionado para realizar las extracciones con algunas modificaciones en el protocolo del kit,

principalmente con lo relacionado a la homogenizacion.
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Tabla 4.Métodos utilizados en la extraccion de ARN total del tejido glandula oviductal de hembras adultas de O.

maya.
) Nitro-Columnas:
TRI- Columnas: Trizol- L, e
, Columnas: RNeasy . . nitrégeno liquido y CTAB-TRI-
Método: L Cloroformo y RNeasy King Fisher L.
Plus Mini Kit (250) . RNeasy Plus Mini Kit Cloroformo
Plus Mini Kit (250)
(250)
Homogenizar el tejido,
Buena calidad del Homogeneidad & ., ) Eliminar
, , alta concentracion (2 L
Se buscaba ARN (integro) y Alta concentracion (2 entre muestras, 200 ng/ul), ARN d polisacéridos y alta
n , e L,
obtener: eliminacién de 200 ng/ul). ARN de buena &/ concentracion (>

buena calidad

Inconvenientes:

ADNg. calidad (integro). i 200 ng/ul).
(integro)
Baja concentracion .
Muy baja .
(<200 ng/ul) en Muy baja

algunas muestras,
baja homogeneidad
entre muestras.

ARN de mala calidad
(degradado).

concentracion (<100
ng/ul) y no hubo
homogeneidad.

concentracion (<100
ng/ul).

Baja calidad del ARN

Modificaciones:

Cantidad de tejido.

Homogenizacién:

. Tipo de tubo.
3 Cantidad de
perlas.

e  Velocidad.
. Tiempo.

. No. De ciclos.

Cantidad de agua en

que se resuspendio.

No. De extracciones
por muestra en una

misma corrida.

Homogenizacién:

. Velocidad.
. Tiempo.

. No. de ciclos.

Cantidad de agua en

que se resuspendio.

En la tabla 5, se muestra la estandarizacién de la extraccidon de ARN total del tejido de gldndula oviductal

de hembras O. maya para los diferentes tratamientos y etapas. Se observé que el proceso de

homogenizacién y la cantidad de tejido requerido para una extraccidn satisfactoria de ARN puede variar

en cada etapa, incluso en la misma etapa entre tratamientos, esto debido a posibles factores como

variaciones en la composicion del tejido. La Go consta basicamente de dos glandulas, espermatecas,

oviducto interno vy, para algunos Octopus, una cavidad central, los cuales se componen por diferentes tipos
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de células y sustancias secretadas (Froesch y Marthy, 1975) que van cambiando segun el estado
reproductivo de la hembra (Olivares et al., 2017). En algunas pruebas, se extrajo dos veces una misma
muestra al mismo tiempo, para obtener suficiente cantidad de ARN, y hubo variaciones en la

concentracidn obtenida. No se estandarizé la extraccidon de ARN en preR.

Tabla 5. Estandarizacion de la técnica de columnas RNeasy Plus Mini Kit (250) para la extraccion de ARN total del
tejido glandula oviductal de hembras adultas de O. maya.

Tejido Homogenizacién H:0 de
Tratamiento Etapa Método resuspencion

(mg) Perlas Velocidad Tiempo No. de

Tubo . (1)
(mg) (m/sec) (seg) ciclos

Pre-desove Columnas 30 FastPrep 100 6 30 3 50

T24 Desove Columnas 30 FastPrep 100 6 30 1 50

Pos-desove Columnas 30 FastPrep 200 6 30 3 50

Pre-desove * * * * * * * *
TR Desove Columnas 30 FastPrep 100 6 30 1 50
Pos-desove Columnas 20 FastPrep 200 6 30 3 40

*No se estandarizo.

3.7 Extracciones de ARN total y construccion de las librerias para la secuenciacion

La siguiente tabla muestra el numero de extracciones de ARN total de glandula oviductal, que se obtuvo
con la calidad de ARN (integro), a una concentracion (>200 ng/ul) y cantidad (>10 pg) suficientes para

realizar las librerias previas a la secuenciacion.

Tabla 6. Numero de muestras de Go por tratamiento y etapa listas para preparar librerias.

TRATAMIENTO ETAPA
pre-desove desove pos-desove
T24 4 4 4
TR 1* 3 2%

*Cantidad insuficiente de muestras listas para la preparacion de librerias para el presente trabajo.
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Con base en la cantidad de muestras de glandula oviductal listas para generar librerias se construyeron un
total de 4 librerias a partir del ARN total de las 3 mejores muestras de cada condicién. Las muestras que

conformaron los pools a partir de los cuales se construyeron las librerias fueron las siguientes:

L-pre24. Muestras: Gol6, Go1l8 y Go19.

L-des24. Muestras: Go23, Go27 y Go30.

L-pos24. Muestras: Go24, Go25 y Go28.

L-desR. Muestras: Go7, Go1l0y Go13.

3.8 Secuenciacion de librerias

A partir de las 4 librerias construidas y secuenciadas, se generaron 21,664,484 pares de lecturas (paired-
end reads) (Tabla 7) con una longitud de 76 pb. La calidad de las lecturas sin procesar fue buena, debido a
que la mayoria tuvo un valor de Phred igual o mayor a 30 (Q30). Después de eliminar las lecturas de baja
calidad (<Q30), los adaptadores y los primers, la calidad se mejord y fue mas homogénea. En la Tabla 7 se
muestra la cantidad de lecturas sin filtrar (antes de usar TRIMMOMATIC —before trimming-) y filtradas
(después de ser limpiadas con TRIMMOMATIC —after trimming-) para cada libreria. Mas del 90% de las

lecturas pasaron la prueba de calidad de TRIMMOMATIC en todas las librerias secuenciadas (=2Q30).

Tabla 7. Lecturas obtenidas a partir de la secuenciacion de librerias.

Libreria Pares de lecturas sin filtrar Pares de lecturas filtradas Porcentaje de lecturas
secuenciada (paired-end reads before (paired-end reads after filtradas (%)
trimming) trimming)
L-pre24 5,872,593 5,300,860 90.26
L-des24 4,931,726 4,558,367 92.42
L-pos24 5,507,769 5,139,223 93.30
L-desR 5,352,396 4,971,369 92.88
Total 21,664,484 19,969,819 92.17
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3.9 Analisis bioinformatico

Un total de 19,969,819 lecturas pareadas, con un valor de Phred mayor a 30 y un minimo de 35 nt de
longitud, fueron utilizadas para el ensamble de novo del transcriptoma de la glandula oviductal de O. maya,
el cual tuvo un total de 61,598 transcritos reconstruidos y un total de 50,585 genes ensamblados (Tabla

8).

Tabla 8. Estadisticas del ensamble de novo del transcriptoma de la glandula oviductal de 0. maya mediante el
software Trinity

ESTADISTICAS DEL ENSAMBLE DEL TRANSCRIPTOMA CON TRINITY

Numero total de transcritos: 61,598
Numero total de genes: 50,585
Porcentaje de GC: 38.60

Estadisticas con base en todas las isoformas reconstruidas

Contig N10: 1964 nt
Contig N20: 1458 nt
Contig N30: 1109 nt
Contig N40: 853 nt
Contig N50: 650 nt
Mediana de la longitud de contig: 348 nt
Promedio de la longitud de contig: 525.15 nt

Total de bases ensambladas

32,348,437 nt

Con la base de datos de Uniprot-Swissprot se obtuvo mayor homologia, a nivel de secuencias de
aminodcidos, con la especie Homo sapiens con mas de 4,000 hits, seguido por Mus musculus con poco mas
de 3,000 hits y después por la especie Rattus norvegicus con 1,000 hits. Dentro del Phylum Mollusca la

especie con la que hubo mayor cantidad de homologias fue Biomphalaria glabrata (Figura 15).
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Figura 15. Especies con mayor nimero de homologias en el transcriptoma de la glandula oviductal de hembras O.
maya. Se utilizé la base de datos de Uniprot-Swissprot.
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Figura 16. Procesos Biologicos mds generales detectados en el transcriptoma de la glandula oviductal de hembras
de 0. maya, segun la ontologia genética de los transcritos.
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En la clasificacidn de los transcritos totales de la glandula oviductal segin su Ontologia Genética (OG) en
Procesos Bioldgicos que se muestran en la Figura 16, cabe destacar los siguientes procesos de interés para
este trabajo: regulacion de procesos bioldgicos con 5,232 transcritos (11% del transcriptoma de novo),
organizacion de componentes celulares o biogénesis con 3,668 transcritos (7%), localizacion con 2,969

transcritos (6%) y sefializacion con 1,944 transcritos (4%).

En el andlisis de enriquecimiento se obtuvieron los procesos bioldgicos mejor representados por aquellos
transcritos sobre-expresados significativamente en una condicién comparada con otra condicién. En la
Tabla 9, se muestran los principales procesos bioldgicos de interés para este estudio, a través de las
diferentes etapas en T24, asi como las diferencias entre un desove bajo condiciones de temperatura

Optima (des24) versus un desove con hembras sometidas a estrés por temperatura (desR).

En la condicidn pre24 se seleccionaron los siguientes procesos biolégicos, como principales para este

estudio, de los procesos mejor representados por los transcritos con expresién diferencial:

e Proceso biosintético de IMP (GO:0006188) (Tabla 9). Involucra las reacciones quimicas y las vias que
forman monofosfato de inosina (IMP) (Huntley etal, 2015). Genes involucrados: PFAS
(Phosphoribosylformylglycinamidine synthase), ADE5 (Multifunctional protein ADE2) y ATIC
(Bifunctional purine biosynthesis protein PU). Sus proteinas participan en rutas secundarias que son
parte del IMP biosynthesis via de novo pathway, que a su vez es parte de la via del metabolismo de la
purina (The UniProt Consortium, 2017).

e Replicacion de ADN (GO:0006260) (Tabla 9). El proceso metabdlico celular en el que una célula duplica
una o mas moléculas de ADN o ARN existente (Huntley et al., 2015). Genes involucrados: CHAF1B
(Chromatin assembly factor 1 subunit B), MCM5-A (DNA replication licensing factor mcm5-A), RPA2
(Replication protein A 32 kDa subunit), MCM7 (DNA replication licensing factor MCM7), DUT
(Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase, mitochondrial), SETMAR (Histone-lysine N-
methyltransferase) (The UniProt Consortium, 2017).

e Proceso celular catabédlico de aminas biogénicas (GO:0042402) (Tabla 9). Las reacciones quimicas y
las vias que se producen a nivel de células individuales dan como resultado la descomposicién de
aminas biogénicas, como la norepinefrina, la histamina y la serotonina, muchas de las cuales actian
como neurotransmisores (Huntley et al., 2015). Genes involucrados: AFMID (Kynurenine formamidase
o arilformamidasa) y SSAT2 (Diamine acetyltransferase 2) (The UniProt Consortium, 2017) (tabla 10).

e Proceso metabdlico de vitaminas liposolubles (GO:0006775) (Tabla 9). Las reacciones quimicas y las

vias que involucran a cualquiera de un grupo diverso de vitaminas que son solubles en solventes
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organicos y relativamente insolubles en agua (Huntley et al., 2015). Genes involucrados: LRP2 (Low-
density lipoprotein receptor-related protein 2) (The UniProt Consortium, 2017), CBR1 (Cannabinoid
receptor type 1) (Botto et al., 2010) y ALDH1A2 (Retinal dehydrogenase 2) (The UniProt Consortium,
2017) (tabla 10).

En la condicién des24 se seleccionaron los siguientes procesos biolégicos, como principales para este

estudio, de los procesos mejor representados por los transcritos con expresion diferencial:

e Ensamble de filamento delgado del musculo esquelético (GO:0030240) (Tabla 9). La agregacidn, la
disposicion y la unidn de proteinas para formar filamentos finos a base de actina de miofibrillas en el
musculo esquelético (Huntley etal., 2015). Genes involucrados: TTN (Titin) y UP (Troponin T)
(The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 11).

e Ovogénesis (GO:0048477) (Tabla 9). Todo el proceso de formacion y maduracién de un évulo o gameto
femenino de una célula germinal femenina primordial (Huntley et al., 2015). Genes: PTX (Chorion
peroxidase), CHER (Filamin-A), CATSUP (Protein catecholamines up) y BAF (Barrier-to-autointegration
factor) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 11).

e Proliferacion de células germinales (GO:0036093) (Tabla 9). La multiplicacidon de células germinales
en organismos multicelulares (Huntley et al., 2015). Genes involucrados: CIB1 (Calcium and integrin-
binding protein 1) y PRDX4 (Peroxiredoxin-4) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 11).

e Regulacién positiva del flujo de salida del colesterol (GO:0010875) (Tabla 9). Cualquier proceso que
aumente la frecuencia, velocidad o extension del flujo de salida de colesterol, fuera de una célula u
organulo (Huntley etal., 2015). Genes involucrados: ABCA1 (ATP-binding cassette sub-family A
member 1), ABCA12 (ATP-binding cassette sub-family Amember 12) Y LRP1 (Prolow-density lipoprotein
receptor-related protein 1) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 11).

e Proceso metabdlico hormonal (GO:0042445) (Tabla 9). Las reacciones quimicas y vias que involucran
a cualquier hormona secretada por células especializadas que afectan el metabolismo o el
comportamiento de otras células que poseen receptores funcionales para la hormona (Huntley et al.,
2015). Genes involucrados: RDHE2 (Epidermal retinol dehydrogenase 2) y NEC1 (Neuroendocrine
convertase 1) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 13).

e Sedalizacion de célula a célula (GO:0007267) (Tabla 9). Cualquier proceso que medie la transferencia
de informacién de una célula a otra. Este proceso incluye la transduccién de sefales en la célula
receptora (Huntley etal., 2015). Genes involucrados: BETA-SPEC (Spectrin beta chain), NEC1
(Neuroendocrine convertase 1) y DLGAP1 (Disks large-associated protein 1) (The UniProt Consortium,

2017) (Tabla 13).
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En la condicidon pos24 se seleccionaron los siguientes procesos biolégicos, como principales para este

estudio, de los procesos mejor representados por los transcritos con expresion diferencial:

e Proceso metabdlico de progesterona (GO:0042448) (Tabla 9). Las reacciones quimicas y las vias que
involucran la progesterona, una hormona esteroide producida en el ovario que prepara y mantiene el
Utero para el embarazo (Huntley et al., 2015). Genes Involucrados: SRD5A1 (Steroid 5a-reductasa 1) y
CYP17A1 (Steroid 17-alpha-hydroxylase/17,20 lyase) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 12).

e Regulacion de la longitud de las microvellosidades (GO:0032532) (Tabla 9). Un proceso que modula
la longitud de las microvellosidades (Huntley et al., 2015). Genes: PLS1 (Plastin-1) y USH1C (Harmonin)
(The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 12).

e Ovulacién (GO:0030728) (Tabla 9). La liberacién de un évulo / ovocito maduro de un ovario (Huntley
etal, 2015). Genes: PAT-3 (Integrin beta pat-3) y MMP19 (Matrix metalloproteinase-19)
(The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 12).

En la condicion desR se seleccionaron los siguientes procesos biolégicos, como principales para este

estudio, de los procesos mejor representados por los transcritos con expresion diferencial:

e Desensamblaje de la matriz extracelular (GO:0022617) (Tabla 9). Un proceso que resulta en la
descomposicion de la matriz extracelular (Huntley etal, 2015). Genes: MMP19 (Matrix

metalloproteinase-19) y TRFM (Melanotransferrin) (The UniProt Consortium, 2017) (Tabla 13).

Tabla 9. Principales procesos biolégicos de cada condiciéon. Se comparan los procesos biolégicos mejor
representados por los transcritos con expresion diferencial, para observar de manera general los cambios que
ocurren entre una etapa y otra, asi como el efecto de la temperatura durante el desove.

Sobre-expresado
Condicion Pre24 Des24 Pos24 desR
pre24 . Ensamble de filamento . Proceso metabélico de
* delgado del musculo progesterona. *
esquelético.
. Ovogénesis.
des24 . Proceso biosintético de . Regulacién de la . Desensamblaje de la
.g IMP. * longitud de las matriz extracelular.
& . Replicacién de ADN. microvellosidades.
o . Ovulacién.
% pos24 Proceso celular Proliferacion de células
o catabdlico de aminas germinales.
o] biogénicas. Regulacidn positiva del * *
3 Proceso metabdlico de flujo de salida del
vitaminas liposolubles. colesterol.
desR Proceso metabdlico
* hormonal. * *
Sefializacion de célula a
célula.

*No se compararon los transcritos
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Los resultados de la comparacién en la cantidad de transcritos expresados diferencialmente, asi como
aquellos que son compartidos entre dos o tres condiciones, se exponen en la Figura 17 mediante
diagramas de Venn. Se selecciond a pre24 como la condicion control al considerarse que es el estado

natural de las hembras de O. maya antes de iniciar el proceso reproductivo.

En relacidn con los transcritos sobre-expresados en los distintos tratamientos contra el control (pre24), un
total de 40 transcritos fueron exclusivos en la condicién des24, 319 transcritos exclusivos en pos24 y 37
transcritos exclusivos en desR. Por otro lado, un total de 44 transcritos fueron compartidos entre la
condicién des24 y pos24, 38 transcritos entre des24 y desR, 37 transcritos entre pos24 y desR, y

finalmente, 24 transcritos entre des24, pos24 y desR.

A) desT24 posT24 B) desT24 posT24

desT30 desT30

Figura 17. A) Cantidad de genes sub-expresados y, B) genes sobre-expresados en desove y pos-desove a 24°C (des24
y pos24), y desove de hembras estresadas por temperatura (desR) contra pre-desove a 24°C (pre24 condicion de
control).



34

Color Key

samples vs. features
diffExpr.PO.05_C1.matrix log2. centered

]

POST24
PRE24
DES24
DES30

Figura 18. Heatmap para el analisis de expresion diferencial de genes en la glandula oviductal O. maya, a través de
diferentes etapas y tratamientos.

Se seleccionaron un grupo de transcritos de genes relacionados con la reproduccidn, y se compararon los
perfiles de expresion de individuos en desove en T24 y TR, con el fin de comparar los niveles de expresion
principalmente entre estas dos condiciones experimentales (Figura 19). En la grafica del heatmap, se
puede observar que la expresion de estos genes varia entre las condiciones de las hembras y entre las
temperaturas (Figura 18 y Figura 19). El efecto mas fuerte se presenté entre hembras en desove de T24
versus TR, donde la expresidn de los genes fue inversa entre temperaturas. Todos los transcritos sobre-
expresados diferencialmente en desR se encuentran silenciados en des24. Genes que se sobre expresaron
en estadios diferentes al desove en T24 se observaron sobre-expresados también en desR, como el gen
MYOMOD1 en pre24 y los genes PLS1, MMP19 y MELFT en pos24 (Figura 19). Se observé también que un

grupo importante de transcritos de genes en des24 Unicamente se sobre-expresan bajo esa condicion.
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Figura 19. Andlisis de expresion diferencial de genes en la glandula oviductal de hembras O. maya, a través de
diferentes etapas y tratamientos. Los genes enlistados son todos aquellos que estan sobre-expresados en desR
contra des24, asi como aquellos sobre-expresados en des24 contra desR.
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Tabla 10. Genes putativos de hembras de O. maya que muestran expresion diferencial significativa en la glandula
oviductal en pre24 comparado con des24 y pos24.

Gen* Proteina Clasificacion Literatura citada Sub-
expresado**
ALDH1 Esperma
A2 Retinal dehydrogenase 2 (espermatogénesis) y (Pradhan y Olsson, 2015) pos24
huevo (ovogénesis)
Huevo (ovogénesis,
CATSU Protein catecholamines  transporte y ovoposicién) y (Bazar et al., 2004; 0524
P up neurohormonal Jagdale y Gordon, 1994) P
(comportamiento sexual)
Cannabinoid receptor Esperma (Botto et al., 2010;
BR1 2
CBR type 1 (capacitacion/fertilizacion) Maccarrone et al., 2005) pos24
Huevos (ovogénesis y (Lian etal., 2012;
o Madawala, 2014; The
CHER Filamin-A transp;cz;’ct)er)ig/ntlifsrrollo UniProt Consortium, po24
2017)
HRB98 Heterogeneous nuclear U .
DE My Huevos (ovogénesis) (Sarkar y Lakhotia, 2008) pos24
Low-density lipoprotein . o
. I
LRP2 receptor-related protein Oviducto (capacitacién de (Morales et al., 2008) pos24
5 esperma)
N épti i ., 2015; Mill
MYOM ieeek eurgpeptldos (Kim et al., 2015; Miller
. (reproduccion/neuromodul et al.,, 1991; York et al., des24 y pos24
oD1 neuropeptides .,
acién en pre-desove) 2012)
H/ACA . .
NOP60 . / . Esperma (The UniProt Consortium,
B ribonucleoprotein (espermatogénesis) 2017) pos24
complex subunit 4 P &
Esperma
PRDX4 Peroxiredoxin-4 (capacitacion/proteccion (Lee et al., 2017) pos24
celular)
Ovogénesis (sincronizar la
i Ih I
. . maduracion d?, uevoyia (Han et al., 2000; Tootle
PXT Chorion peroxidase formaciény pos24
_ etal., 2011)
endurecimiento de la
cascara)
S Esperma (detiene el ciclo
D 2004
SSAT2 famine celular y puede provocar (Bl Eiel, 200 des24 y pos24

acetyltransferase 2

apoptosis)

Xian et al., 2017)

*Genes sobre-expresados en pre24
**Se menciona la condicion en que el gen se sub-expresé
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Tabla 11. Genes putativos de hembras de 0. maya que mostraron expresion diferencial significativa en la glandula
oviductal en des24 comparado con pre24 y pos24.

. e . . Sub-
Gen* Proteina Clasificacion Literatura citada . -
expresado
E tilidad . :
Sp‘?fma.(,m . a”y (Jiménez-Trejo et al.,
5-hydroxytryptamine fertilizacién/reaccion 2012
-HT7 | h | ! 24 24
3 receptor 1 BRI rTeuro ormona The UniProt Consortium, pressy pos
(Comportamiento sexual y
. 2017)
espermatoforo)
yl (Capacitacion/fertilidad) Saez et al., 2011) P
ATP-binding cassette
ABCA12  sub-family A memb Regulador clave de la Smyth et al., 2008 24
sub-tamily A memboer homeostasis lipidica y (Smythetal., ) pos
12
transporte del colesterol
Delta-aminolevulinic (Telisman et al., 2000;
ALAD E 24
acid dehydratase sperma (entereza) TeliSman et al., 2007) pre
Barrier-to- 2 . pre24 vy pos
BAF tointearation fact Gonada (desarrollo) y (Margalit et al., 2005) o
autointegration tactor desarrollo embrionario
Huevo (ovogénesis,
i t ‘ L
CATSUP Protein ransporte y ovoposicién), (Bazar et al., 2004;
catecholamines up Neurohormonal pre24y pos24
. Jagdale y Gordon, 1994)
(comportamiento sexual y
éxito reproductivo)
(Lian et al., 2012;
Huevos (ovogénesis y Madawala, 2014; 24 24
CHER Filamin-A transporte) y desarrollo The UniProt Consortium, P oo Y POs
embrionario 2017)
ciB1 Cat'f."g." and '"t?grl'n' Esperma (espermatogénesis) (YU €t @l 2009; Yuan .
inding protein p p g et al., 2006) p
Cyclic AMP-
i - Transductor de estrés del
CREp3Lz SSPOnsive element , " (Kondo et al., 2007) pre24
binding protein 3-like reticulo endoplasmatico
protein 2 (suprime la apoptosis)
CYP17A Steroid 17-alpha- ’ .
1 hydroxylase/17,20 Hormonal (sintesis de (Chung et al., 1987) pre24
lyase hormonas esteroides)
DNAH2 N e CrEl e Esperma (motilidad) (Pereira et al., 2015) pos24
axonemal
Dynein heavy chain 5, - .
DNAH5 Esperma (motilidad) (Pereira et al., 2015) pos24
axonemal
. Esperma (motilidad) y
DRIP A . Laforenza et al., 2017;
quaporin ovoposicién) ( pre24 y pos24

Zaniboni y Bakst, 2004)
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Eukaryotic translation

Esperma (espermatogénesis/

EIFAG3 initiation factor 4 . (Sun et al., 2010) pos24
espermatocitos)
gamma 3
. (Gunasegaram et al.,
Adrenodoxin, Esperma
ALl mitochondrial (esteroidogénesis/transporte 1?95' Hanurgsg(l)u y 2L
de electrones) SEEN, )
Follistatin-relat E togénesi
FSTL3 ollista |n-re ated sperma (esperma o.gfe,ne5|s) (Zhou et al., 2006) pre24
protein 3 y huevos (ovoposicion)
MMP13 Collagenase 3 ., Hueyos L. (Bakke et al., 2004) pre24
(ovulacion/foliculogénesis)
Neuroendocrine (The UniProt Consortium,
NEC1 convertase 1 Hormonal 2017) pre24
. Comportamiento sexual, (Chen et al., 1997;
i Neuroglian desarrollo embrionario y Hortsch et al., 1990) 2t
post-embrionario.
- (Hatef y Unniappan,
NUCB2 Nucleobindin-2 Hormonal pos24
2017)
ine- Ovario (maduracidn
pcyrig  Choline-phosphate ( acion) y (Marcucci et al., 2008) p0s24
cytidylyltransferase B Esperma (mantenimiento de
la produccién)
. . Esperma
PRDX4 Peroxiredoxin-4 . ., (Lee et al., 2017) pos24
(capacitacion/proteccion
celular)
Fertilidad: Ovogénesis
(cantidad de 6vulos),
PTN Pleiotrophin desarrollo embrionario (Sambroni et al., 2013; re24
(fertilidad de las crias) y Zhang et al., 1999) P
esperma (disminuye la
apoptosis)
Huevos
ovogénesis/sincronizar la
PXT Chorion peroxidase (ovog . / (Han et al., 2000; Tootle
maduracion del huevo y la pre24 y pos24
., . etal., 2011)
formacion y endurecimiento
de la cascara)
RDH2 Retinol Esperma y desarrollo (Ribes, 2005; Zhai et al., pre24
dehydrogenase 2. . . 1997)
embrionario (cerebro)
. . . (Lépez y Quiroga, 2015;
E E
RDHE2 pidermal retinol sperma (espermat9gene'5|s) The UniProt Consortium, pre24
dehydrogenase 2 y desarrollo embrionario
2017)
Esperma
RGN Regucalcin (espermatogénesis/antioxida (Correia et al., 2017) pos24

nte y citoprotector)
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Sodium/hydrogen

Huevos (ovogénesis/células

(FitzHarris y Baltz, 2009;

LC9A1 24
SLC3 exchanger 1 de la granulosa) y desarrollo Xu et al.,, 2017) pos
embrionario
CA-E e e Esperma (fertilizacion/unién
SPAG9 kinase-interacting P (Jagadish et al., 2005) pos24
. esperma-huevo)
protein 4
SYNE1 Nesprin-1 Esperma (espermatogénesis) (Hatefy Unniappan, pos24
2017)
y Hormonal (modulador)
TN Titin Huevos (ovulacién y (The UniProt Consortium, (e
2017)
desove/transporte)
T in T, skeletal .
uP R e Huevos (ovulacién y (Ono y Ono, 2004) pre24
muscle desove/transporte)
ZAN Zonadhesin Esperma (fertilizacion) (Tanphaichitr et al., 2015) pos24
FMRFamide-activated Huevos (ovulacién y (Di Cosmo y Di Cristo,
iloride- iti 1998; Di Cristo y Di
amiloride-sensitive desove/transporte) y pre24

sodium channel

Cosmo, 2007; Henry
et al.,, 1999)

*Genes sobre-expresados en des24

**Se menciona la condicion en que el gen se sub-expresé

Tabla 12. Genes putativos de 0. maya que mostraron expresion diferencial significativa en la glandula oviductal
de hembras en pos24 comparado con pre24 y des24.

Gen Proteina Clasificacién Literatura citada Sub-
expresado*
Steroid 5a- hormonal (metabolismo de
SRD5A1 reductasa 1 esteroides) (Graupp et al., 2011) pre24
steroid 17-alpha- Hormonal (sintesis de
CYP17A1  hydroxylase/17,20 hormonas esteroides) (Chung et al., 1987) pre24
lyase
PLS1 Plastin-1 Microvellosidades (S A G IS des24
2017)
USH1C Harmonin Microvellosidades (Li et al., 2016) des24
. Apoptosis (remocidn de
PAT-3 Integrin beta pat-3 3 (Neukomm et al., 2014) des24
células muertas)
a .1 ;
Matrix Huevos (ovulacion) y matriz (:Z?vgailrjtldee’!cta?‘l ,209196?1
MMP19  metalloproteinase- v . . e des24
19 extracelular (degradacion) The UniProt Consortium,

2017)

*Genes sobre-expresados en pos24

**Se menciona la condicion en que el gen se sub-expresé
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Tabla 13. Genes putativos de 0. maya que muestran expresion diferencial significativa en la glandula oviductal de
hembras estresadas por temperatura (desR) frente a las no estresadas (des24), durante el desove.

Gen Expresion* Proteina Clasificacion Literatura citada
CAR9 Up Protein C2-DOMAIN ABA- Respuesta al estrés (Jin et al., 2018; Rodriguez
RELATED 9 (inhibe germinacidn) et al., 2014)
DNAH3 Up Dynein heavy chain 3 Esperma (motilidad) (Garin-Muga et al., 2016;
Pereira et al., 2015)
GOSR1 Up Golgi SNAP receptor Esperma (Fecundacion) (Kierszenbaum, 2000;
complex member 1 The UniProt Consortium,
2017)
GPMA Up Probable Esperma (motilidad) ( Gantois et al., 2008;
phosphoglycerate mutase The UniProt Consortium,
2017)
MELTF Up Melanotransferrin Desarrollo embrionario (The UniProt Consortium,
2017)
MMP19 Up Matrix metalloproteinase- Huevos (ovulacion) y (Hagglund et al., 1999;
19 matriz extracellular Nalvarte et al., 2016;
(degradacion) The UniProt Consortium,
2017)
MYOMOD Up Myomodulin Neuropéptidos (Kim et al., 2015; Miller
1 neuropeptides (reproduccion/neuromod et al, 1991; York et al.,
ulacién en pre-desove) 2012)
PLS1 Up Plastin-1 Microvellosidades (Schwebach et al., 2017;
The UniProt Consortium,
2017)
PTBP1 Up Polypyrimidine tract- Esperma (Hannigan et al., 2017)
binding protein 1 (espermatogénesis/difere
nciacién de la
espermatida)
SSPO Up SCO-spondin Desarrollo embrionario (Vera et al., 2013)
(desarrollo temprano del
cerebro)
TSPAN18 Up Tetraspanin-18 Apoptosis (via de (Colombo, 2010; Zhang
sefializacion de calcio) et al.,, 2015)
ABR Down Active breakpoint cluster Desarrollo embrionario (Tan et al., 1993;
region-related protein Tanphaichitr et al., 2015;
The UniProt Consortium,
2017)
ACNAT2 Down Acyl-coenzyme A amino Hormonal (sitios de union (Karst et al., 2015;
acid N-acyltransferase 2 para el estrégeno y el The UniProt Consortium,
andrégeno) 2017)
BETA-SPEC Down Spectrin beta chain Esperma (Camatini et al., 2018)

(espermiogénesis)
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C38C10.2 Down Uncharacterized Putativo cotransportador (Pao et al., 1998)
transporter slc-17.2 de Na + / fosfato
DLGAP1 Down Disks large-associated Desarrollo embrionario (Rasmussen et al., 2017;
protein 1 (cerebro) The UniProt Consortium,
2017)
GTF2IRD2 Down General transcription Desarrollo embrionario (Palmer et al., 2012;
factor II-I repeat domain- Porter et al., 2012)
containing protein 2
LGALS3 Down Galectin-3 Desarrollo embrionario (The UniProt Consortium,
2017)
PCSK1 Down Neuroendocrine Hormonal (The UniProt Consortium,
NEC1 convertase 1 2017)
SDR16CS5, Down Epidermal retinol Esperma (Lopez y Quiroga, 2015;
RDHE2 dehydrogenase 2 (espermatogénesis) y The UniProt Consortium,
Desarrollo embrionario 2017)
TMED2 Down Transmembrane emp24 Esperma (aparato de (Au et al., 2015; Jerome-
domain-containing Golgi,espermatogénesis/e Majewskal et al., 2010)
protein 2 spermatidas) y desarrollo
embrionario
(morfogénesis)
VWC2 Down Brorin Desarrollo embrionario (Miyake et al., 2017;

(neurogénesis)

The UniProt Consortium,
2017)

*Up = sobre-expresado en desR y sub-expresado en des24, Down = sub-expresado en desR y sobre-expresado en

des24.
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Capitulo 4. Discusion

En el presente trabajo, se observé que la temperatura tuvo un efecto negativo sobre la masa corporal de
las hembras O. maya, ya que se registré una pérdida promedio de peso himedo en TR de -5.14% para pre-
desove, -7.67% para desove y de -25.37% para pos-desove. Mientras que las hembras en T24 mostraron
un aumento del peso humedo de 12.38% y 31.26%, para pre- y desove respectivamente, y una pérdida
promedio de -5.20% en pos-desove. Cuando los cefaldpodos experimentan estrés por altas temperaturas
su consumo de oxigeno es mayor (Mangold, 1983), lo que sugiere un aumento en el gasto energético que
no podra ser utilizado en su crecimiento (Petza et al., 2011). También, se observd un efecto negativo de la
temperatura sobre la biomasa de algunos de los tejidos (Go, Ov, B, Cb, Cs y Gd) muestreados en preR, con
excepcion de la glandula y I6bulo éptico. En contraste, en desR no se observaron diferencias significativas
en el peso de los drganos en relacidon con des24. No obstante, el peso total de las hembras en desR fue
menor que en des24, indicando que hubo pérdida de peso en el tejido muscular. Posiblemente la hembra
invirtié energia del tejido muscular en la recuperacién de la masa de los dem3s tejidos en un esfuerzo por
lograr el éxito reproductivo, lo anterior explicaria la pérdida de la masa corporal del individuo en desR.
Finalmente, una temperatura de 30°C en la ultima etapa de maduracién sexual causé una reduccion

significativa en el peso de la glandula oviductal y la branquia en posR.

En el 2015, Judrez y colaboradores sugirieron que 27°C podria ser la temperatura mdxima para el desove
en 0. maya, debido a que en su tratamiento experimental con rampa de temperatura (31-24°C) no
observaron ninguna hembra desovando por encima de los 27°C, mientras que en su tratamiento control
negativo (31°C) registraron hembras que desovaron con 0% de fecundidad. En nuestro trabajo se registré
el desove de 6 hembras en un intervalo de 28.5 a 30.2°C con eclosién de huevos (% no documentado), lo

que sugiere que 30°C es la temperatura maxima de desove para esta especie con eclosion de huevos.

Rosas y colaboradores (2014) sugirieron que en hembras mantenidas en condiciones éptimas (24 a 262C),
la produccion de huevos es aparentemente independiente de la edad y el peso vivo de la hembra. Sin
embargo, esa condicidon cambia cuando las hembras son expuestas a altas temperaturas. Juarez et al
(2015) reportaron que la temperatura ademas de afectar la cantidad de huevos desovados por hembra,
también afecta la fertilizacidn y el crecimiento de las crias. Todos estos efectos fueron particularmente
notables cuando el estrés térmico se presenta al final de la maduracion de las hembras O. maya (Juérez
et al., 2016). Los resultados que se obtuvieron en nuestro estudio muestran una posible relacién de la
cantidad de huevos producidos con el peso total de la hembra y que el nUmero de huevos desovados por

hembras TR es 3 veces menor a los desovados en T24. Lo que sugiere que, la cantidad de huevos si podria
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estar relacionado con el peso total de la hembra y que al igual que lo reportado por Judrez et al (2015) la

temperatura alta reduce la capacidad reproductiva de las hembras de esta especie.

Durante el pre-desove en T24, se encontrd una sobre-expresion de las proteinas de los genes PFAS, ADE5
Y ATIC, las cuales participan como enzimas (The UniProt Consortium, 2017) en el Proceso biosintético de
IMP (GO:0006188) (Huntley et al., 2015). Posiblemente, esta sobre-expresién estd relacionada con la
preparacion de la glandula oviductal para el desove, ya que el acido inosinico (IMP) participa en la sintesis
de GMP y AMP, que a su vez son necesarios para la biosintesis de guanina (G) y adenina (A),
respectivamente (King, 2015). Durante el desove la contraccidn de los oviductos es fundamental en el
transporte de los huevos (Di Cristo y Di Cosmo, 2007). Se ha observado que la desaminaciéon de AMP para
la formacion de IMP y amoniaco se presenta en condiciones en las que existe un desequilibrio entre el uso
y regeneracion de ATP durante la contraccidon del musculo esquelético humano (Sahlin et al., 1989).
Teniendo en cuenta que las purinas tienen funciones esenciales en la replicacién del ADN, transcripcién
génica, sintesis de proteinas y metabolismo celular (Burns & Wortmann, 2012), es posible pensar que la
sobre expresidn de genes implicados en el Proceso biosintético de IMP (GO:0006188) y en la Replicacion
de ADN (G0:0006260) (Huntley et al., 2015) son necesarios para la proliferacion celular que deberia de
ocurrir en el crecimiento de las gldndulas oviductales antes del inicio del desove y en la formacién del

embrion.

En pre-desove de las hembras mantenidas a 242C, se pudo observar la posible participacién de genes en
el Proceso celular catabdlico de aminas biogénicas (GO:0042402) (Huntley et al., 2015). En esta condicion
se sobre-expresaron los genes AFMID y SSAT2. Aunque es probable que SSAT2 no esté involucrado en el
metabolismo de la poliamina (Coleman et al., 2004), se ha demostrado su presencia en las células
testiculares de Sertoli, donde su sobre-expresiéon puede disminuir el crecimiento celular y detener la
espermatogénesis (Xian et al., 2017). Esto sugiere que en la glandula oviductal el gen SSAT2 podria estar
involucrado en la regulacién de la actividad espermatica con miras a la latencia que estas células deben de
tener en lo que ocurre el desove. Mientras que el gen AFMID participa en el segundo paso en la ruta de la
kynurenina de la via de degradacion del triptofano y es requerido para la eliminacion de metabolitos

toxicos (Pabarcus et al., 2002)

En mamiferos se ha podido establecer que los espermatozoides adquieren capacidad de fertilizacién total
solo después de una maduracidn morfofuncional llamada "capacitaciéon", la cual permite que los
espermatozoides reconozcan la zona peldcida (Botto et al., 2010). Este proceso de capacitacién tiene lugar

en las criptas oviductales del istmo donde los espermatozoides se unen a las microvellosidades. Ahi, el
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fluido oviductal contribuye a retirar el colesterol de la membrana que a su vez induce la activacion de los
canales de Ca++y HCO3-, procesos que caracterizan la capacitacion espermatica (Olivera.M. et al., 2006).
En Octopus, el esperma liberado en la reaccidn espermatoférica (Mann et al., 1970) viaja hacia la
espermateca donde se unen a las microvellosidades del epitelio por medio de su acrosoma y pierden
motilidad para su preservacidén hasta el momento de la fertilizacion en el que son reactivados (Froesch y
Marthy, 1975). Se ha demostrado la participacidén del gen ABCA1 en la capacitacion (Morales et al., 2008)
y fertilidad del esperma (Saez et al., 2011), este gen y los genes ABCA12 y LRP1 estan involucrados en la
Regulacion del flujo de salida de colesterol (GO:0010875) (Huntley et al., 2015) y mostraron sobre
expresion en des24, lo que sugiere una relacion con la capacitacion del esperma, la cual deberia de ocurrir

dentro de la espermateca antes de liberar al espermatozoide.

La sobre-expresion en pre-desove de los genes LRP2 (Morales et al., 2008), CBR1 (Botto et al., 2010;
Maccarrone et al., 2005) y PRDX4 (Lee et al., 2017) (Tabla 10) y en desove de los genes ABCA1 (Morales
et al., 2008; Saez et al., 2011) y PRDX4 (Lee et al., 2017) (Tabla 11) involucrados en la capacitacion del
esperma, podria indicar que no se capacita al mismo tiempo todos los espermatozoides y que la
capacitacion pudiera estar dandose en intervalos de dias u horas (climax del desove) en sincronia con la
ovulacion. CATSUP (Bazar et al., 2004; Jagdale y Gordon, 1994) y CHER (Lian et al., 2012; Madawala, 2014;
The UniProt Consortium, 2017) son genes relacionados con la ovogénesis y el transporte de huevos, ambos
sobre expresados en pre-desove y desove. Unicamente durante el desove, se observé la sobre expresion
de los genes DNAH2, DNAHS5 (Pereira et al., 2015), DRIP (Zaniboni y Bakst, 2004) y 5-HT7 (Jiménez-Trejo
et al., 2012) que participan en la motilidad del esperma, indicando la hiperactivacién (Olivera.M. et al.,

2006) espermatica requerida en esta etapa.

Durante el pre- y el desove se observd la sobre expresion del transcrito del gen CHER para la produccion
de la proteina Filamin-A, que cumple la funcién de reticular los filamentos de actina, mediar el anclaje de
proteinas de membrana al citoesqueleto de actina (Madawala, 2014). Esta proteina sirve como un
andamio para una amplia gama de proteinas de sefializacién citoplasmicas y participa en la ciliogénesis
(The UniProt Consortium, 2017). Esto indica que existe una proteina multifuncional que participa en el
proceso reproductivo de los pulpos, particularmente en la glandula oviductal. Existen 2 glandulas
diferentes dentro de la glandula oviductal (Wells, 1960), las cuales se encuentran revestidas por un epitelio
conformado por células glandulares y células ciliares. Ambos tipos de células tienen microvellosidades
(Froesch y Marthy, 1975), en donde Filamin-A pudiera estar participando en los cambios en la estructura
del epitelio que ocurren segun la etapa de desarrollo gonadal en que se encuentre la hembra (Olivares

etal.,, 2017). También, durante el pre-desove podria estar contribuyendo en la formacién de las
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microvellosidades de las células de la espermateca, donde los espermatozoides se les unen para ser
conservados hasta que inicie la fertilizacién de huevos (Froesch y Marthy, 1975). En el desove, que es
cuando mas se sobre-expresa, posiblemente se encuentre en las primeras dos o tres capas de células

estromales del évulo en el momento de la fertilizacion (Madawala, 2014).

La contraccion de los oviductos es pieza clave en el transporte de gametos durante el proceso reproductivo
en Octopus. Se ha demostrado la presencia de FMRFamide en el ganglio fusiforme y terminaciones
nerviosas que alcanzan la glandula oviductal y oviductos (Di Cristo y Di Cosmo, 2007). Se ha observado en
prepararcion in vitro que el FMRFamide participa en el transporte de ovocitos a través del oviducto de
Sepia officinalis al modular las contracciones de las principales glandulas nidimentales. Asi mismo en
ensayos in vivo se ha reportado que induce la liberacién mecanica de la secrecién durante la ovulaciéon
(Henry et al., 1999). La presencia de FMRFamide-activated amiloride-sensitive sodium channel, el cual es
un receptor inotrdpico controlado por FMRFamida (Henry et al., 1999), sugiere que existe un control
peptidérgico en el transporte de los gametos y puesta de huevos en O. maya como ya se ha visto en otros

cefalépodos.

En estudios previos se ha mencionado que la fertilizacidn ocurre en el oviducto interno o en la cavidad
central de la glandula oviductal (Froesch y Marthy, 1975). Los resultados obtenidos en el presente estudio
indican que Zonadhesin (Tanphaichitr et al., 2015) y C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4
(Jagadish et al., 2005), proteinas involucradas en la union de esperma-huevo durante el desove de 0. maya

apoyan la idea de que es aqui donde la fertilizacidn tiene lugar.

En el presente estudio también se observd la sobrexpresidn del gen codificante para Chorion peroxidase.
Este gen participa en la produccion de enzimas que catalizan la reticulacidon de proteina de corion a través
de la formacidn de ditirosina y la melanizacién de corion con la participacién de fenol oxidasa (Han et al.,
2000; Tootle et al., 2011). Este proceso fue primero observado por Bergmann (1903), quien afirmd que la

cascara de los huevos de los pulpos es secretada por el epitelio folicular de la glandula oviductal.

Judrez (2016), sugirié que el cuerpo blanco de las hembras de O. maya, participa en la transmision de
informacidn al embrién para su correcto desarrollo. Al respecto, los resultados obtenidos en el presente
estudio indican que, durante el desove de las hembras de O. maya, se desencadena la sobre-expresion de
genes involucrados con el desarrollo embrionario reforzando la idea de que el cuerpo blanco, a través de
la glandula oviductal participan en ese proceso. Entre los genes aqui encontrados que codifican proteinas

involucradas en el desarrollo del embridon se encuentran: Barrier-to-autointegration factor (Margalit et al.,
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2005), Filamin-A (Lian et al., 2012), Neuroglian (Chen et al., 1997), Retinol dehydrogenase 2 (Ribes, 2005),
Epidermal retinol dehydrogenase 2 (The UniProt Consortium, 2017), Sodium/hydrogen exchanger 1 (Xu
et al., 2017), Active breakpoint cluster region-related protein (Tan et al., 1993; Tanphaichitr et al., 2015;
The UniProt Consortium, 2017), Disks large-associated protein 1 (Rasmussen etal, 2017;
The UniProt Consortium, 2017), General transcription factor IlI-I repeat domain-containing protein 2
(Palmer et al., 2012; Porter et al., 2012), Galectin-3 (The UniProt Consortium, 2017), Transmembrane
emp24 domain-containing protein 2 (The UniProt Consortium, 2017) y Brorin (Miyake etal., 2017,
The UniProt Consortium, 2017).

Después del desove, las hembras dejan de comer, lo que provoca que después de la eclosidn las hembras
mueran. En el presente estudio se identificaron procesos bioldgicos asociados con los mecanismos de
senescencia. Se identificd el Proceso metabdlico de progesterona (GO:0042448) (Huntley et al., 2015), a
través de la sobre-expresion de los genes SRD5A1 (Graupp et al., 2011) y CYP17A1 (Chung et al., 1987),
involucrados en el metabolismo y sintesis de esteroides. De acuerdo con Wang y Ragsdale (2018) la

sefializacion de esteroides en pulpos estd implicada en la muerte de las hembras después del desove.

Entre los procesos bioldgicos mejor representados por los transcritos sobre-expresados en pos24, se
observé un proceso mas relacionado con el desove que con una etapa de senescencia, sin embargo, asi
como el transcrito de un mismo gen situado en diferentes drganos puede tener una funcién distinta,
posiblemente también suceda entre las diferentes etapas de maduracion. Por ejemplo, el gen PAT-3 tiene
funciones relacionadas al proceso de remocién de células muertas por apoptosis (Neukomm et al., 2014)
y MMP19 con la degradacion del tejido (Hagglund et al., 1999), ambos genes pertenecen al proceso
bioldgico Ovulacion (GO:0030728) (Huntley et al., 2015). Por lo tanto, la alta expresion de estos genes

sugiere que este proceso estaria en una etapa tardia o terminal durante el pos-desove.

En la comparacion de los principales procesos bioldgicos con sus respectivos genes involucrados, se cree
que el gen MMP19 podria estar cumpliendo con dos funciones diferentes en dos condiciones
experimentales que difieren tanto en temperatura como en etapa de madurez. Para pos24, posiblemente
estaba cumpliendo con una funcion de degradacion del tejido (Hagglund et al., 1999), mientras que en
desR podria estar desempefiando la funcién de regular la deposicidn de colageno en la matriz extracelular
e inhibir la fibrosis durante la ruptura folicular para liberar el ovocito maduro (Hagglund et al., 1999;
Nalvarte et al., 2016). Sin embargo, para una adecuada liberacion del ovocito maduro, sin exceder la

degradacion del tejido, es necesario la sobre-expresiéon de TIMP-1 que es su inhibidor tisular (Hagglund
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et al., 1999), pero éste no se sobre-expreso, por lo que podria estar afectando negativamente la ovulacion

y en consecuencia disminuir el éxito reproductivo.

También, es posible que la sobre-expresién del gen MMP19 sin su inhibidor TIMP-1 esté causando el
Desensamblaje de la matriz extracelular (GO:0022617) de la glandula oviductal, provocando una mala
Sefalizacion célula a célula (GO:0007267), asi como la reduccién del Proceso metabdlico de hormonas

(G0:0042445), afectando principalmente la unidon de esperma-huevo.
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Capitulo 5. Conclusiones.

e A nivel fisico, la biomasa de las Go de las hembras de O. maya en TR fue afectado durante la
maduracién del tejido (pre-desove) y después del desove.

e Se observd que la exposicidn por un periodo relativamente corto a temperaturas mayores de los 262C
afecté la cantidad de huevos desovados por hembra provocando desoves menores a los observados
en hembras mantenidas en un intervalo de 24 a 2629C constante.

e Los procesos bioldgicos en pre24 podrian estar principalmente relacionados con la proliferacion
celular, produccion de energia, mantenimiento y capacitacidén del esperma e inicio de la ovulacién. En
des24, los procesos biolégicos mas importantes que ocurren son los relacionados con la ovulacion, la
formacidn de coridn rigido, la capacitacion e hiperactivacion de los espermatozoides, la seializacion
para la unidn esperma-huevo vy la fertilizacién de los huevos. Durante el periodo de pos-desove se
pudo observar la activacion de genes involucrados en los procesos de senescencia.

e Aunque es necesario realizar otros estudios, la sobre expresién de genes involucrados en el desarrollo
embrionario indican que posiblemente al ser fecundado el huevo sea en la propia glandula oviductal
gue se inicie el desarrollo embrionario.

e El estrés térmico causd alteraciones en la matriz extracelular, metabolismo de hormonas y
sefializacion, las cuales podrian estar relacionadas con la baja tasa de fertilizacion observada luego de
ese estrés. Ademds, en desR se obtuvo una regulacidn positiva de genes no expresados a 24°C
relacionados con la maduraciéon (PTBP1), motilidad (DNAH3 y GPMA) y fecundacién (GOSR1) del
esperma. Esto sugiere un esfuerzo extra de la hembra para compensar los efectos negativos del estrés
térmico provocado a los espermas alojados en la espermateca. Sin embargo, también se registré la
sobre-expresion de un gen que se ha visto implicado en apoptosis (TSPAN18) y de MMP19 que
participa en la ovulaciéon pero que sin su Inhibidor TIMP-1 podria degradar la matriz extracelular
obstruyendo la sefializacién y el transporte de los évulos.

e Apartir del andlisis de la expresidn de los genes de la glandula oviductal de O. maya se pudo establecer
que el estrés por temperatura en la Ultima etapa de maduracién en hembras tiene efectos negativos
no soélo a nivel fisiolégico sino también a nivel molecular. Los resultados del presente estudio
demostraron que la exposicion relativamente corta a temperaturas mayores a 272C reducen el éxito
reproductivo pese a un notorio esfuerzo compensatorio de la hembra por promover la fertilizacidn
durante el desove, a través de la sobre-expresion de algunos de sus genes. No obstante, ese esfuerzo,
al no ser suficiente para lograr el éxito reproductivo al mismo nivel que las hembras no estresadas por

temperatura, sugiere que O. maya es una especie particularmente sensible a las altas temperaturas.
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Este hecho indica que la hembra de O. maya no estd adaptada para reproducirse en altas

temperaturas, lo cual podria tener consecuencias insospechadas en escenarios de calentamiento.
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