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Resumen de la tesis que presenta Roman Diaz Polo como requisito parcial para la obtencién del grado de
Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Anadlisis cuantitativo del metiloma en hembras y embriones de Octopus maya bajo condiciones de
estrés térmico.
Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez Dr. Pavel Eduardo Galindo Torres
Co-directora de tesis Co-director de tesis

En cefaldpodos, la temperatura del mar influye significativamente en la temperatura corporal de los
organismos teniendo consecuencias en los procesos bioldgicos, fisioldgicos y ecoldgicos. Se ha reportado
gue la exposicién a temperaturas elevadas aumenta la demanda de oxigeno debido a un incremento en la
actividad metabdlica, provocando estrés oxidativo y la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Este desequilibro entre la produccién de ROS y los mecanismos antioxidantes aumenta la cantidad de
radicales libres generando diversas lesiones en el ADN. Particularmente en el ADN nuclear y mitocondrial,
la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) es una de las lesiones oxidativas inducidas por ROS mas
predominantes. El resultado de esta lesién es una molécula capaz de inducir cambios en el ADN, ya que
cuando se sustituye 8-OHdG por cualquiera de las guaninas, dicha sustitucion puede inhibir la metilacion
del ADN de las citosinas adyacentes, generando una disminucion global de la metilacién del ADN. En
Octopus maya, la exposicion a temperaturas elevadas puede desencadenar efectos negativos en el
desarrollo embrionario, la eficiencia reproductiva y el crecimiento. Debido a lo anterior se ha hipotetizado
que los efectos deletéreos transgeneracionales observados tengan bases epigenéticas. Por lo tanto, el
presente estudio evalud si la temperatura modula los cambios en el dafo celular por estrés oxidativo (8-
OHdG) y la metilacidn global del ADN (5-mC) en hembras de O. maya y su progenie. Los analisis de 5-mCy
8-0OHdG mostraron diferencias significativas en el porcentaje global por efecto de la temperatura entre
hembras y su progenie expuestos a 24 y 30°C, siendo mayor en aquellos expuestos a 30°C. Ademds, se
cuantificd un porcentaje significativamente mayor en aquellos embriones expuestos a estrés térmico de
30°C provenientes de hembras estresadas a 30°C. Con base en lo anterior, se propone que la exposicion a
temperaturas elevadas influye en el fenotipo de la descendencia en las primeras etapas del desarrollo de
0. maya, reforzando la hipdtesis de un posible efecto epigenético en esta especie.

Palabras clave: Octopus maya, metilacidn del ADN, estrés térmico, dafio celular, 8-OHdG.



Abstract of the thesis presented by Roman Diaz Polo as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Ciencias de la Vida.

Quantitative analysis of the methylome in Octopus maya females and embryos under heat stress

conditions.
Abstract approved by:
PhD. Clara Elizabeth Galindo Sanchez PhD. Pavel Eduardo Galindo Torres
Thesis Co-director Thesis Co-director

In cephalopods, sea temperature significantly influences the body temperature of organisms, affecting
biological, physiological, and ecological processes. It has been reported that exposure to elevated
temperatures increases oxygen demand due to increased metabolic activity, causing oxidative stress and
generating reactive oxygen species (ROS). This imbalance between the production of ROS and antioxidant
mechanisms increases the amount of free radicals, generating various lesions in the DNA. Particularly in
nuclear and mitochondrial DNA, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) is one of the most predominant
ROS-induced oxidative lesions. The result of this lesion is a molecule capable of inducing changes in the
DNA, since when 8-OHdG is replaced by any of the guanines, said substitution can inhibit the DNA
methylation of adjacent cytosines, generating a global decrease in methylation. of DNA. In Octopus maya,
exposure to elevated temperatures can negatively affects on embryonic development, reproductive
efficiency and growth. Due to the above, it has been hypothesized that the observed transgenerational
deleterious effects have epigenetic bases. Therefore, the present study evaluated whether temperature
modulates changes in cellular oxidative stress damage (8-OHdG) and global DNA methylation (5-mC) in O.
maya females and their progeny. The analyses of 5-mC and 8-OHdG showed significant differences in the
overall percentage due to the effect of temperature between females and their progeny exposed to 24
and 30°C, being higher in those exposed to 30°C. Furthermore, a significantly higher percentage was
quantified in those embryos exposed to thermal stress of 30°C from females stressed at 30°C. Based on
the above, it has been proposed that exposure to elevated temperatures influences the offspring’s
phenotype in the early stages of development of O. maya, reinforcing the hypothesis of a possible
epigenetic effect in this species.

Keywords: Octopus maya, DNA methylation, heat stress, cellular damage, 8-OHdG.
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Capitulo 1. Introduccion

Entre 1970 y 2012 se documentaron las temperaturas mas elevadas desde que se comenzé a registrar la
temperatura global del planeta (Caballero et al., 2007; IPCC, 2007; Stocker et al., 2014). Este incremento
ha impactado negativamente en los sistemas ocednicos y continentales del planeta. La Convencién Marco
de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), en el articulo 1, define al cambio climatico
como “cambio de clima atribuido directa o indirectamente a la actividad humana que altera la composicion
de la atmdsfera global y que se suma a la variabilidad natural del clima observada durante periodos de
tiempo comparables” (Stocker et al., 2014). A través del analisis de los registros histdricos se ha
determinado que las actividades antropogénicas han causado el aumento de 1°C del calentamiento global
por encima de niveles preindustriales. Ademas, tan solo del periodo de 1880 al 2012 se reportd un
incremento de la temperatura de 0.6°C a 1.06°C (Stocker et al., 2014). Dado que alrededor del 60% del
calentamiento es captado en las capas superiores del océano (0 a 700 m), el aumento de la temperatura
global tiene un efecto directo en la Temperatura Superficial del Mar (TSM), con registros de hasta 0.11°C
por encima de la temperatura promedio anual en los primeros 75m por década (IPCC, 2007; Stocker et al.,
2014; Wang et al., 2017). Ademas, se ha propuesto que la tasa de calentamiento en el océano serd mayor
en regiones templadas que en tropicales (Stocker et al., 2014). Con estas alteraciones asimétricas, las
especies que habitan en la zona tropical serdn mas vulnerables, debido a que muchas de estas especies
estaran expuestas constantemente a sus limites térmicos (Vinagre et al., 2014). Ademas, en especies que
presentan rangos de distribucién estrechos, rangos de tolerancia térmica reducida y una capacidad
limitada de aclimatacidn, este limite térmico podria influir en la supervivencia de estas especies (Portner
et al., 2007). En este sentido, algunas especies han desarrollado estrategias adaptativas a nivel metabdlico,
asi como cambios en el comportamiento que les han permitido responder de mejor manera a los

ambientes contrastantes a los que se encuentran expuestos (Pigllucci, 1996).

Estudios en organismos acuaticos han demostrado que la exposicién a temperaturas elevadas aumenta la
demanda de oxigeno provocando estrés oxidativo. Este a su vez desencadena la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) lo que imposibilita a los organismos cumplir con la demanda metabdlica
elevada (Feidantsis et al., 2021; Portner, 2010; Pértner et al., 2004). Existen diversos mecanismos que
producen especies reactivas de oxigeno mediante el metabolismo celular fisiolégico (respiracién celular,
metabolismo enzimatico, entre otros) y no fisioldgico (radiacion UV, exposicién a contaminantes,
incrementos de temperatura, entre otros) (Feidantsis et al., 2021). Cabe mencionar que las ROS incluyen

a todas las moléculas derivadas del oxigeno, radicales y no radicales (Halliwell et al., 1999). Como
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mecanismo de respuesta a estos radicales, existen moléculas enzimaticas (catalasas, glutatién-peroxidasa,
superdxido dismutasa, etc.) que junto con moléculas no enzimaticas de bajo peso molecular actan como
defensa antioxidante celular, ya que disminuyen las ROS a compuestos no nocivos y seguros como el
oxigeno (02) y agua (H20) (Halliwell, 2012; Rahal et al., 2014). En este sentido, cuando existe un
desequilibrio entre la produccién de ROS y los mecanismos antioxidantes fisioldgicos, los radicales libres
excedentes pueden llegar a interaccionar con el material genético generando diversas lesiones en el ADN
(Nikitaki et al., 2015). Aunado a lo anterior, se ha documentado que en organismos expuestos a un estrés
térmico agudo, la produccién de ROS puede superar la respuesta del sistema antioxidante, provocando un
dafio celular (Portner, 2010; Portner & Knust, 2007; Sanchez-Garcia et al., 2017), o dafos moleculares
nocivos que pueden acumularse en las células, como la oxidacién de los lipidos de las membranas
celulares, las proteinas y los acidos nucleicos (Hulbert et al., 2007). Particularmente en el ADN nuclear y
mitocondrial, la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) es una de las formas mas predominantes de
lesiones oxidativas inducidas por ROS (Slimen et al., 2014). La 8-OHdG es una base modificada del ADN
producto de la oxidacion de la desoxiguanosina (nucledsido similar a la guanosina) con la diferencia de que
carece del grupo 2’-hidroxilo en su anillo de desoxirribosa (Steinert, 1999; Valavanidis et al., 2009). El
resultado de esta lesion es una molécula mutagénica capaz de inducir cambios (mutaciones) en el ADN, ya
gue es capaz de aparearse con adenosina (A) en vez de citosina (C) durante la replicacidn en algo conocido
como transversiones (Halliwell, 2000). También se sabe que la 8-OHdG participa en la regulacion de la
expresion génica al inhibir la afinidad de proteinas de unién especificas en el dominio de enlace metilo
(MBD por sus siglas en inglés) a los sitios CpG (region de ADN donde un nucledtido de citosina es seguido
por un nucleétido de guanina en la secuencia lineal de bases en direccién 5° = 3’) del ADN, por lo que un
aumento de la concentracion de 8-OHdG esta fuertemente relacionada con numerosas patologias como
el envejecimiento celular, la exposicion a factores exdgenos dafiinos, asi como con la exposicidén a

temperaturas ambientales contrastantes (Vinagre et al., 2014).

A pesar de que la temperatura es un factor que influye de manera directa en los procesos metabdlicos en
los seres vivos, estos no impactan en el corto plazo en la supervivencia de las especies; sin embargo, ante
escenarios prolongados de exposicidon a temperaturas elevadas se limita la capacidad de realizar procesos
importantes que demandan una alta cantidad de energia, como lo son la alimentacion, crecimiento y
reproduccion (Magozzi & Calosi, 2015; Portner & Knust, 2007). Se ha observado que la exposicion
prolongada a un estrés térmico durante las etapas reproductivas tiene un efecto adverso en las

generaciones siguientes (Salinas & Munch, 2012).

Particularmente en organismos ectotermos como los cefalépodos, las temperaturas elevadas afectan
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negativamente los procesos biolégicos (Portner et al., 2007; Schulte et al., 2011; Uriarte et al., 2012). Por
ejemplo, en el pulpo rojo, Octopus maya, incrementos de temperatura por encima de su temperatura
Optima de crecimiento (24-26°C) impactan negativamente en el crecimiento, la eficiencia reproductiva y
el desarrollo embrionario (Caamal-Monsreal et al., 2016; Juarez et al., 2015; Judrez et al., 2016; Noyola et
al., 2013a; Pascual et al., 2019; Sanchez-Garcia et al., 2017). Por su parte, hembras adultas sometidas a
temperaturas superiores a los 27°C muestran efectos nocivos en el aspecto reproductivo, donde el nimero
de huevos desovados y fecundados es menor en comparacidon con hembras expuestas a 24°C (Juarez et
al., 2015). De forma interesante, la exposicion de hembras a altas temperaturas parece también afectar a
la progenie (Juarez et al., 2016). Recientemente, se ha propuesto que este efecto transgeneracional puede
tener un componente epigenético influenciado por la temperatura, ya que embriones provenientes de
hembras estresadas con temperaturas elevadas (por encima de 27°C) presentan modificaciones
morfoldgicas como: menor tamano, menor cantidad de vitelo en el huevo, tasas metabdlicas mas
elevadas, niveles mas bajos de glutation (GSH), actividades catalasa (CAT) mas bajas, niveles mas altos de
ROS en las fases de activacidén y crecimiento, asi como mayor estrés adicional debido a la acumulacién de
ROS durante el desarrollo embrionario, en comparacidon de embriones provenientes de hembras no
estresadas (Judrez et al., 2015; Juarez et al., 2016; Olivares et al., 2019). Se ha hipotetizado que estos
efectos transgeneracionales influenciados por el estrés térmico en 0. maya podrian estar relacionados con
el aprovechamiento de las reservas del vitelo, ya que en estos organismos la cantidad y calidad de esta
reserva juegan un papel fundamental durante las primeras fases de su ciclo de vida (Caamal-Monsreal et
al., 2016; Dominguez-Castanedo et al., 2023). En un estudio realizado en el pulpo O. mimus se propuso
que el efecto transgeneracional puede estar relacionado con una sobrecarga de ROS transmitida por las
hembras a su descendencia, y que el sistema antioxidante de la progenie no es capaz de contrarrestar

(Olivares et al., 2019).

A diferencia de los procesos evolutivos que las especies han desarrollado para adaptarse a los diferentes
escenarios a los que se encuentran expuestos, la plasticidad fenotipica es una de las principales estrategias
adaptativas empleadas por las especies para combatir cambios abruptos en las condiciones ambientales
(Pigllucci, 1996; Schulte et al., 2011; Williams et al., 2008). La evidencia cientifica indica que la plasticidad
fenotipica es un mecanismo epigenético que le permite a un genotipo producir multiples fenotipos como
respuesta a factores ambientales (Bradshaw, 1965; Pigliucci et al., 2006). Esto incluye la posibilidad de
modificar las trayectorias de desarrollo en respuesta a sefiales ambientales especificas, y también la
capacidad de un organismo para cambiar su estado o actividad fenotipica (por ejemplo, su metabolismo)
(Garland Jr & Kelly, 2006). Por ejemplo, se sabe que la plasticidad fenotipica juega un papel importante en

el tamafio corporal en Drosophila melanogaster (Ghosh et al., 2013), en la pigmentacién de la mariposa
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Bicyclus anynana (Brakefield et al., 2009), en la diversidad de color y patrén de las conchas en el bivalvo
Donax variabilis (Rosenberg, 2009), en el desarrollo durante la determinacién de castas en hormigas y

abejas (Bonasio et al., 2012; Lyko et al., 2010), entre otros.

La epigenética es un campo de la biologia que estudia los mecanismos que afectan la expresidn génica sin
que esto implique una alteracién directa en el ADN, y en consecuencia estos cambios en algunos casos
pueden ser hereditarios (Fallet et al., 2020). De todos los mecanismos epigenéticos conocidos, la
metilacion del ADN es el mas estudiado hasta el momento (Fallet et al., 2020; Goldberg et al., 2007). Esta
marca consiste en una modificacién quimica que implica la adicién de un grupo metilo a un nucleétido,
generalmente en el carbono 5’ de la citosina-fosfato-guanidina (CpG), por medio de unas enzimas
(metiltransferasas) especificas (Pajares et al., 2021; Wolffe et al., 1999). Sin embargo, hay excepciones
donde las citocinas también pueden ser metiladas en sitios que no son CpG como los sitios CoHpG y CpHpH
(donde H=A, C, o T; p=representa que los nucledtidos estan enlazados por un fosfato) (lbarra et al., 2012).
Este cambio quimico en el ADN, provoca un silenciamiento de los genes debido a que la cromatina se
compacta densamente (por aumento de la afinidad de los nucleosomas) haciendo que el ADN quede
inaccesible para que se lleve a cabo la transcripcion (Pajares et al., 2021). Debido a que esta marca
presenta funciones reguladoras, es fundamental para el desarrollo de las especies (Gavery & Roberts,
2010); por ejemplo, controlando la transcripcién de los genes ortélogos homedticos (homeobox) (Riviere
et al.,, 2013). En la linea germinal se ha observado que una ausencia total de la metilacion facilita la
variacion fenotipica, aumentando el potencial adaptativo. Ademads, una disminucidn de la metilacidn del
ADN facilita procesos transcripcionales especificos, como el acceso a sitios de iniciacion alternativos de la
transcripcién, mutaciones y omisién de exones (Roberts & Gavery, 2012). De manera adversa se ha
observado que un aumento de la metilacién esta involucrado en el silenciamiento de genes enddgenos o
transposones, la impronta parental a través de la represidn transcripcional directa o la remodelacion de la
cromatina (Bird, 2002; Mandrioli, 2007; Su et al., 2011). En especies que habitan en zonas con un amplio
rango de variaciones ambientales, los procesos evolutivos han propiciado un aumento en el nimero de
fenotipos potenciales en las poblaciones, mejorando la supervivencia de los individuos (Roberts & Gavery,
2012). Ademas, se ha propuesto que la metilacién “protege” de la plasticidad inherente del genoma a los
genes esenciales encargados de un funcionamiento bioldgico normal, como aquellos involucrados en el

metabolismo y las proteinas (Roberts & Gavery, 2012).

Las evidencias recientes han permitido hipotetizar que el estrés térmico produce efectos epigenéticos
transgeneracionales deletéreos en el pulpo O. maya. En el camino de comprobar estas hipdtesis el

presente estudio se dirigié a evaluar si la temperatura modula los cambios en la metilacion global del ADN



5

y el dafo celular (8-OHdG) en hembras de O. maya y en su progenie bajo condiciones de estrés térmico.

1.1 Antecedentes

1.1.1 La temperatura en el desarrollo de moluscos marinos.

La temperatura juega un papel preponderante en el desarrollo de los organismos marinos, ya que
determina los limites de distribucién en su ambiente natural (Andre et al., 2009; Portner et al., 2007;
Uriarte et al., 2012; Zuiiiga et al., 2013). De esta manera, los limites térmicos permiten entender cémo las
variaciones ambientales afectan de manera negativa a las poblaciones marinas en sus zonas de
distribucion (Portner, 2002). En moluscos marinos se ha observado que los cambios en la temperatura
afectan de manera directa el fenotipo, como lo son el desarrollo embrionario, el crecimiento y la
supervivencia de estos (Arias-De Ledn et al.,, 2013; Hoving et al., 2013; Sibly & Atkinson, 1994). Por
ejemplo, en algunas especies de bivalvos del género Donax se ha observado una alta plasticidad fenotipica
relacionada con la zonificacién, como por ejemplo un marcado cambio ontogenético (Prosch & MclLachlan,
1984), cambios en respuestas fisioldgicas (Stenton-Dozey, 1994) y cambios en la forma de la concha
(Soares et al., 1998). Ademas, se ha reportado una marcada respuesta fisioldgica ante cambios drasticos
de temperatura en Mytilus edulis (Bayne & Newell, 1983), Crassostrea gigas (Bougrier et al., 1998),

Pinctada mazatlanica (Saucedo et al., 2004) y Meretrix meretrix (Baojun et al., 2005).

1.1.2 El papel dela temperatura yla metilacién del ADN en el desarrollo de moluscos

marinos con énfasis en 0. maya.

En cefaldpodos la temperatura es el principal factor abidtico que influye de forma negativa en el
metabolismo respiratorio, teniendo un papel fundamental en la fisiologia y en la supervivencia de las
especies, esto debido a la alta demanda de energia que algunos procesos bioldgicos requieren, como el
crecimiento, la reproduccion y la alimentacion (Farias et al., 2009; Noyola et al., 2013b). Debido a que la
temperatura es el principal factor que influye en el metabolismo respiratorio de los organismos acudticos,
se ha propuesto que la sensibilidad térmica relaciona intimamente la temperatura corporal con la
temperatura ambiental (Angilletta Jr et al., 2002). Por ejemplo, en el calamar gigante Dosididus gigas el

crecimiento y el tamafo corporal se ven afectados interanualmente por diversos factores como la
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cantidad, calidad y tipo de alimento, asi como la temperatura a la que estan expuestos los organismos
durante las primeras etapas del desarrollo, siendo las temperaturas frias las responsables de tamafios
gigantes, y de manera contraria las temperaturas calidas las responsables de tamafios pequenos (Arkhipkin

et al., 2015; Bazzino et al., 2007; Markaida & Sosa-Nishizaki, 2003).

En el pulpo rojo 0. maya se ha observado que la temperatura afecta directamente en el desarrollo de los
organismos, principalmente en los procesos de crecimiento, eficiencia reproductiva y el desarrollo
embrionario (Caamal-Monsreal et al., 2016; Juarez et al., 2015; Lépez-Galindo et al., 2019; Noyola et al.,
2013a). Ademas, se ha establecido que los limites maximos térmicos criticos de la especie O. maya oscilan
entre los 31.8-36.5°C, los minimos criticos entre 11.6-19°C y la temperatura éptima de crecimiento entre
22-26°C de temperatura (Noyola et al.,, 2013a). En juveniles de O. maya se ha determinado que la
temperatura 6ptima para su desarrollo ocurre a 23.4°C (Noyola et al., 2013a), temperatura en la cual se
maximiza la eficiencia para obtener energia a partir de nutrientes esenciales (alimento) y de esta manera

transformarlos en biomasa corporal (Noyola et al., 2013a; Noyola et al., 2013b).

En organismos silvestres se ha encontrado evidencia de hembras desovando cuando la temperatura del
mar es inferior a 26°C, lo cual esta fuertemente relacionado con procesos de surgencia de agua fria y rica
en nutrientes que ocurren en la plataforma continental adyacente a la Peninsula de Yucatan (Juarez et al.,
2015). Por su parte, en condiciones de laboratorio, Juarez et al. (2015) caracterizaron los efectos de la
temperatura ambiental sobre el desempeno reproductivo de hembras mantenidas en tratamientos
térmicos, los cuales simulaban las condiciones de temperatura de verano (31°C), la temperatura invernal
en toda la peninsula (24°C) y un tratamiento con una disminucién de la temperatura a razén de 1°C cada
dia de 31 a 24°C. De lo anterior, se pudo determinar que en verano el desove de las hembras se inhibe
(solo 13% desovaron, los pocos huevos fertilizados murieron dos semanas después de la eclosién),
mientras que las hembras expuestas a una disminucidn gradual de la temperatura (1°C cada dia) desovaron
solo después de que la temperatura estuvo por debajo de los 27°C (87% desovaron, fertilizacion de los
huevos ~50%). Por su parte, todas las hembras mantenidas a 24°C desovaron, con una tasa del 70.5% de
fertilizacidn. En el caso de los machos la exposicion a temperaturas entre los 28 a 30°C provoca dafios a
nivel testicular, impactando directamente en la contribucidn paterna, ya que se ve afectada la forma en
que los espermatozoides fecundan los huevos en las glandulas oviductales (Juarez et al., 2022; Lépez-
Galindo et al., 2019). En machos expuestos a 30°C se observd un incremento de hemocitos, reduccidn en
la tasa de consumo de oxigeno e inflamacién testicular, impactando de forma negativa el desempefio

reproductivo (Lopez-Galindo et al., 2019).
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En embriones de O. maya también se han observado efectos importantes de la temperatura en el
desarrollo y el metabolismo, donde a temperaturas elevadas (30°C) los organismos alcanzan el estadio XX
aproximadamente 50 dias antes que en embriones incubados a temperaturas mas bajas (18°C). Se observd
gue embriones en etapa XIX tienen una mayor tasa metabdlica cuando son expuestos a 27°C que en otras
temperaturas y que el mejor rendimiento de los embriones se obtiene en una temperatura de incubacién
de 22°C. También se ha observado que la temperatura éptima para la incubacién de O. maya estd dentro
del intervalo de 22-26°C de temperatura (Caamal-Monsreal et al., 2016). En adicién a lo anterior, en los
embriones se ha observado que, ante una exposicion térmica de 27°C, se incrementa considerablemente
el consumo de oxigeno y la cantidad de especies reactivas de oxigeno, como consecuencia de un aumento
de las tasas metabdlicas de la cual no pueden recuperarse (Sanchez-Garcia et al.,, 2017).De forma
interesante, se ha propuesto la existencia de un componente materno que impacta negativamente en el
desempefio de la progenie y posteriormente en juveniles (Judrez et al., 2016). Particularmente, se ha
observado que embriones provenientes de hembras estresadas a 30°C presentan menor tamafio, un
desarrollo acelerado y frecuencias respiratorias mds elevadas en comparacién con embriones
provenientes de hembras no estresadas (24 °C) (Juarez et al., 2016). Ademas, cuando los embriones son a
su vez sometidos a temperaturas elevadas, el efecto negativo se magnifica, presentando un mayor grado
de estrés oxidativo, un aumento en la cantidad de proteinas carboniladas solubles, actividad de la catalasa
como enzima principal durante la etapa de desarrollo de activacidn, y un colapso del sistema de defensa
antioxidante (Dominguez-Castanedo et al., 2023). Aunado a lo anterior, algunos organismos muestran

deformaciones en brazos y manto, asi como ausencia o pérdida de ojos durante el desarrollo embrionario.

En poblaciones naturales de O. maya, el patron de crecimiento es una de las caracteristicas con mayor
variabilidad reportadas en la pesqueria y estd influenciada por condiciones ambientales como la
alimentacién y la temperatura (Arreguin-Sanchez et al., 1996; Noyola-Regil et al., 2015). Datos oficiales de
la pesqueria de O. maya muestran que existe una relacién entre temperaturas elevadas y la abundancia
de la especie. Se ha reportado que temperaturas altas (hasta de 30°C) provocan menores abundancias en
la zona oeste de la Plataforma de Yucatan (estado de Campeche), mientras que en la zona este (estado de
Yucatan y norte de Quintana Roo), debido a la presencia de temperaturas menores (22-26°) ocurre lo
contrario (Noyola-Regil et al.,, 2015; Zavala-Hidalgo et al., 2006; Zavala-Hidalgo et al., 2003).
Recientemente, en localidades del estado de Campeche (Markaida et al., 2017) ha reportado una
importante variabilidad interanual en el tamafio de madurez de O. maya asociado con variaciones de la
temperatura en esa zona. Estos resultados han sugerido que la temperatura podria estar regulando, junto
con otros factores (alimentacion, depredacion, etc.) la abundancia y el crecimiento de la poblacion del

pulpo maya (Paredes et al., 2004). Cabe resaltar que, ante escenarios de rapidos incrementos de
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temperaturas (p. ej., Cambio climatico), los embriones y en general los individuos de O. maya podrian
experimentar efectos irreversibles, afectando negativamente el reclutamiento y la dindmica poblacional
(Caamal-Monsreal et al., 2016; Judrez et al., 2016; Sanchez-Garcia et al., 2017). En este sentido, se ha
hipotetizado que la epigenética, particularmente la metilaciéon del ADN podria ser uno de los mecanismos

adaptativos que las especies podrian emplear para enfrentar los diferentes ambientes extremos.

La mayor parte del conocimiento sobre las modificaciones epigenéticas proviene de organismos modelo,
principalmente mamiferos (Dean et al., 2003; Ortega-Recalde & Hore, 2019), y muy pocos son los
realizados en organismos no modelo (Fellous et al., 2015; Fellous et al., 2018; Fellous et al., 2022; Riviere
et al., 2013). En mamiferos ocurren dos eventos bien reconocidos de reprogramacion epigenética (Hanson
& Skinner, 2016; Ortega-Recalde & Hore, 2019). Primero, durante el desarrollo de las células germinales,
ocurre un borrado global activo de la metilacidn a través de enzimas de translocacién conocidas como
Ten-Eleven en células germinales, seguido por un restablecimiento especifico del sexo en los gametos
maduros (Ortega-Recalde & Hore, 2019). Una vez llevado a cabo el proceso de fecundacidn ocurre un
segundo evento el cual implica la desmetilacién de los genomas paterno y materno, con la posterior re-

metilacion durante la embriogénesis a través de las ADN metiltransferasas (Ortega-Recalde & Hore, 2019).

En organismos marinos se han descrito multiples mecanismos epigenéticos que explican el efecto negativo
del estrés por efecto de la temperatura, los cuales a su vez pueden ocasionar dafios deletéreos heredables
en las generaciones subsecuentes, siendo la metilacién del ADN una de las modificaciones epigenéticas
mas estudiadas bajo condiciones de estrés (Pajares et al., 2021). Ademas, se ha establecido que la
metilacion del ADN esta relacionada con la represion de la expresidon genética (Pajares et al., 2021). La
metilacion del ADN en la etapa de desarrollo embrionario es crucial, ya que se le ha asociado con el
silenciamiento de genes ortdlogos homedticos, la impronta parental por efecto de la represidn
transcripcional, y en la construccidn del empalme alternativo (Bird, 2002; Mandrioli, 2007; Olson &
Roberts, 2014; Riviere et al., 2017; Riviere et al., 2013; Su et al., 2011). Ademas, se ha observado que la
reduccion (presencia de menor cantidad de 5-mC) de la metilacion en el ADN facilita procesos
transcripcionales especificos, como por ejemplo el acceso a sitios de iniciacion de la transcripcion
alternativos, mutaciones, omisidon de exones y limita los procesos transcripcionales en algunos genes

criticos de la linea germinal (Lyko et al., 2010).

En cuanto a la etapa de gametogénesis y el desarrollo larvario, la evidencia cientifica sugiere que las
regiones diferencialmente metiladas (DMRs, por sus siglas en inglés) producen cambios significativos en

la division celular y la metamorfosis, asi como en la distribucion y el nivel de metilaciéon del ADN en
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diferentes regiones del genoma, incluyendo regiones intragénicas, transposones y promotores (Riviere et

al., 2017).

En invertebrados marinos se ha reportado que el porcentaje de citosina metilada en el genoma varia entre
0.4% a 4.5% dependiendo la especie (Garcia-Fernandez et al., 2017b; Geyer et al., 2017; Miiller et al., 2016;
Riviere et al., 2017; Wang & Bhandari, 2019). Sin embargo, en una revisidn reciente realizada por Fallet et
al. (2020) se reportd que la metilacidn global de las citocinas de las islas CpG oscilan entre el 5y 15%, la
cual es inferior a la estimada en peces, plantas y mamiferos (80, 30 y 70%, respectivamente) (Bewick et

al., 2017; Law & Jacobsen, 2010; Metzger & Schulte, 2016).

En el ostién japonés Crassostrea gigas, se ha reportado que aproximadamente el 15% de los dinucleétidos
CpG se encontraban metilados (Olson & Roberts, 2014). Ademds, la metilacién de C. gigas es intragénica
(exones e intrones), con exones codificantes (Gavery & Roberts, 2010; Wang & Bhandari, 2019). En
cefalépodos (especificamente en octdpodos) hasta hace unos afios solo se habian realizado dos trabajos
sobre la metilacién del ADN, los cuales se llevaron a cabo en la especie de pulpo comun Octopus vulgaris.
El primer trabajo corresponde al realizado por Diaz-Freije et al. (2014) y el segundo corresponde a Garcia-
Fernandez et al. (2017b), en los cuales demuestran que hay una metilacion y desmetilacion global muy
marcada durante el desarrollo embrionario producto de la diferenciacion celular. Ademads, reportan que
el patrén de metilacién cambia durante el desarrollo, principalmente en las primeras etapas del desarrollo
cuando tienen lugar los primeros cambios morfolégicos. Por otro lado, recientemente se realizé un estudio
sobre la expresion genética y la metilacion del ADN en embriones del pulpo rojo O. maya bajo condiciones
de estrés térmico utilizando RNA-seq (Galindo-Torres, et al., 2023, en revisidn). En este estudio se reportd
una gran cantidad de genes expresados a la baja relacionados con los procesos de morfogénesis y el
desarrollo del sistema nervioso, lo cual es consistente con los fenotipos que algunos embriones muestran,

como, malformaciones en los brazos, manto, ausencia de ojos, etc.

En adicion a lo anterior en un vertebrado marino (Gasterosteus aculeatus, pez 6seo marino) se ha
demostrado mediante analisis transcriptdmicos que crias expuestas a un estrés térmico experimentan un
efecto parental inducido por cambios en las células germinales de los progenitores, ya que se ha observado
una acumulacidn de la metilacién global por sexo de varios actores epigenéticos en gdnadas, gametos
maduros y etapas embrionarias (Fellous et al., 2022). Aunado a lo anterior en esta especie de pez se
observé un control materno en los procesos de metilacién, asi como un control paterno y materno
relacionado con enzimas modificadoras de histonas, relacionadas con la metilacion del ADN (Fellous et al.,

2022).



10

1.1.3 El papel del dafio oxidativo 8-OhdG en el desarrollo de organismos marinos.

En los ultimos afios se han realizado mdultiples estudios sobre los efectos de factores ambientales
estresantes en organismos terrestres y acuaticos (Brierley & Kingsford, 2009). Uno de los factores mas
estudiados es el estrés por temperatura, el cual puede provocar un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno a nivel celular, que a su vez conducen a reacciones en cadena mediadas por
radicales libres que se dirigen principalmente a biomoléculas como lipidos, proteinas, polisacaridos y a los
acidos nucleicos (Richter et al., 1988; Rubbo et al., 1994; Slimen et al., 2014; Stadtman & Levine, 2000). En
peces e invertebrados marinos los estudios enfocados en el dafo oxidativo 8-OHdG como respuesta al
estrés térmico son muy limitados. Por ejemplo, en el mejillén intermareal Mytilus californianus un
aumento excesivo en la formacidon de dafio oxidativo 8-OHdG en branquias ha sido reportado bajo
condiciones de estrés térmico (35.7 °C, durante 23 dias) (Gleason et al., 2017). En el ostidn del este
Crassostrea virginica, temperaturas elevadas alteran las condiciones de los fluidos corporales
extracelulares de los individuos, lo que incrementa los niveles de 8-OHdG en las células o tejidos, seguido

de un proceso apoptdtico y de dafos a nivel de ADN (Rahman et al., 2023).

1.2 Justificacion

A nivel nacional la pesqueria del pulpo es de las mds importantes ocupando el noveno lugar por sus
volumenes de captura y cuarto por su valor econémico, sin embargo, en el litoral del Golfo de México y
Mar caribe es la mds importante en cuanto a volumen y la segunda en cuanto a valor econémico
(CONAPESCA, 2012; INAPESCA, 2014). Se ha establecido que O. maya es una especie susceptible a
temperaturas elevadas (mayor a 27°C), con efectos directos en la capacidad reproductiva de hembras y
aptitud en machos, asi como en el correcto desarrollo de la progenie (Caamal-Monsreal et al., 2016; Judrez
et al., 2016). Recientemente, en el estado de Campeche se han reportado organismos con menores tallas
y el nimero de captura se ha visto disminuido en comparacion con el estado de Yucatan. Esta diferencia
ha sido atribuida a que en el estado de Yucatdan existe la presencia de procesos estacionales como lo son
surgencias de agua fria, que permiten un mejor desarrollo de la especie (Angeles-Gonzalez et al., 2017,
Judrez et al., 2015; Zavala-Hidalgo et al., 2006). Se ha hipotetizado que la epigenética, particularmente la
metilacion del ADN, podria ser uno de los mecanismos adaptativos que las especies emplean para
enfrentar los diferentes ambientes extremos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la

respuesta cuantitativa del metiloma en hembras de O. maya sometidas a estrés termino, y en su progenie,
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para finalmente generar informacién sobre el impacto que esta teniendo y que tendra el incremento de

temperatura oceanica sobre esta especie.

1.3 Hipotesis

La exposicidn a temperaturas elevadas de 30°C inducird cambios cuantitativos en la metilacion global y el

dafio oxidativo (8-OHdG) del ADN en hembras de O. maya y su progenie.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar si los cambios globales de metilacién del ADN se ven modulados por la temperatura en génadas

de hembras de O. maya y su progenie.

1.4.2 Objetivos especificos

1.-Analizar cuantitativamente los efectos de la temperatura (24 y 30°C) en el metiloma y dafo oxidativo

(8-OHdG) en las gonadas de hembras de O. maya.

2.- Analizar cuantitativamente los efectos de la temperatura (24 y 30°C) en el metiloma y dafio oxidativo
(8-OHdG) durante el desarrollo embrionario de O. maya (organogénesis, activacién y crecimiento)

en organismos procedentes de hembras térmicamente estresadas (30°C) y no estresadas (24°C).



Capitulo 2. Metodologia

12

2.1

Captura y aclimatacion de los reproductores de O. maya

La captura de los reproductores (hembras y machos) de 0. maya se realizd frente a la costa de Sisal,

Yucatan, México, en un radio no mayor a 3 0 4 km del puerto pesquero (Figura 1). La captura de los pulpos

silvestres (FO) se realizé mediante un arte de pesca artesanal denominado “pesca por gareteo”, en la cual

se utilizan de 10 a 12 lineas atadas y bien distribuidas a 2 bambus “jimbas” fijados en la popa y proa de la

embarcacién (Gamboa-Alvarez, 2015). Como carnada se utilizé jaiba o cangrejo en cada una de las lineas

atadas a las jimbas para la captura del pulpo. Un total de 28 individuos (20 hembras y 8 machos) fueron

transportados en un tambo Rotoplas de 100 L con agua de mar, con recambios de agua de manera

constante con el fin de mantener a los animales estables.
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Figura 1. Localizacién del area de captura de los reproductores de O. maya frente al Puerto pesquero de Sisal,
Yucatan, México. Area en azul punteada indica zona de distribucion del pulpo O. maya. Area cuadriculada sombreada

frente a Sisal indica poligono de pesca de las flotas artesanales.
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Los reproductores fueron aclimatados mediante un sistema semiabierto con tanques externos (6 m de
didmetro y 22 m3 de superficie) con circulacion de agua de mar filtrada, localizados en la Universidad
Nacional Auténoma de México UNAM, Campus Sisal, Yucatan, México. En estos ultimos fueron colocados
los reproductores (hembras y machos adultos) durante 10-15 dias en un intervalo de temperatura del agua
de mar de entre 24 y 26°C y alrededor de 5-8mg/L de oxigeno disuelto. Este periodo de tiempo permitié
la fertilizacién de las hembras por medio del apareamiento libre e interaccidon entre ambos sexos. Asi
mismo durante este periodo se alimentd a los individuos dos veces al dia con jaiba (mafiana y tarde). Todos

los dias se removieron de los estanques los restos de comida no ingerida y las heces fecales acumuladas.

2.2 Tratamientos experimentales

Después del proceso de aclimatacion (10-15 dias), se tomaron dos grupos de 10 hembras fertilizadas de
manera aleatoria, con el fin de llevar a cabo dos tratamientos experimentales independientes. En ambos
tratamientos, cada una de las hembras fue colocada en tanques individuales de 80 L conectados a un
sistema de circulacidon de agua de mar, filtros de tierra antracita, UV y eliminador de proteinas, al interior
del laboratorio en el drea de reproduccion. El primer tratamiento se denomind rampa descendente de
temperatura (TR30), el cual consistié en exponer a las 10 hembras de manera individual a 30°C durante 15
dias, luego se disminuyd la temperatura 1°Cy se mantuvo durante cinco dias. La disminucion de 1°C/5 dias
se repitié hasta llegar a 24°C (Figura 2). Para este tratamiento el agua de mar fue calentada con un
calentador de inmersién de titanio de 1200W conectado a un sensor digital de temperatura, el cual esta
colocado en el reservorio de agua de mar que abastece al sistema de circulacion. De forma simultanea, la
temperatura ambiental fue monitoreada y controlada utilizando equipos de aire acondicionado. El
segundo tratamiento denominado tratamiento control (TC24), consistid en exponer a 10 hembras de
manera individual a 24°C hasta el desove (Figura 2). Asimismo, en cada uno de los tanques se colocé una
caja de fibra de vidrio como refugio y cueva-nido para el mantenimiento de los huevos después del desove
por parte de las hembras. Se mantuvo un fotoperiodo de 12:12 horas con iluminacion de led roja (30 lux

cm?) con el fin de evitar estrés por iluminacién excesiva.

Posteriormente, por cada tratamiento se utilizaron los desoves de tres hembras (tres para TR30y tres para
TC24) (Figura 3). Donde a cada hembra se le retird del tanque el refugio con los huevos con el fin de
contabilizar el nimero total de huevos desovados. Para la cuantificacién total de los huevos se tomaron

cinco racimos al azar de cada desove y se contabilizaron, posteriormente se saco el promedio de los cinco
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racimos y se multiplicé por el total de racimos colocados en el desove, se repitié el mismo procedimiento

por cada hembra procedente de los diferentes tratamientos.
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Figura 2. Tratamientos experimentales utilizados en hembras fertilizadas de O. maya. Tratamiento rampa
descendente de temperatura (TR30), tratamiento control (TC24).

Finalmente, se colectaron un total de 42 muestras correspondientes a hembras de Octopus maya y su
progenie (embriones), los cuales fueron expuestos a 24 y 30°C respectivamente. Un total de 36 muestras
fueron colectadas en las etapas de desarrollo de organogénesis, activacién y crecimiento y las seis
muestras restantes pertenecen a tejido ovarico (Figura 3, Anexo A). De esta manera las muestras tanto de
hembras como de embriones fueron tomadas por triplicados bioldgicos con el fin de llevar a cabo los

analisis de metilacion y dafio celular 8-OHdG (Figura 3).

2.1 Aislamiento y cuantificacion del ADN en hembras y embriones de O. maya

Se realizd la extraccién de ADN de las 42 muestras correspondientes a seis hembras y 36 embriones de O.
maya mediante el kit WIZARD de aislamiento de ADN gendémico (PROMEGA) siguiendo el protocolo de
extraccién. Para la extraccion de ADN en hembras se utilizé el tejido ovarico y para el caso de los
embriones, el ADN se extrajo utilizando los embriones completos en las diferentes fases del desarrollo

embrionario (Figura 3). La concentracion y pureza del ADN se determind cuantificando la absorbancia a
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260 nm (A260) y evaluando la relacién 260/280 (>1.8) y 260/230 (>1.8) en el espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific). Adicionalmente, para aquellas muestras que no cumplieron con la pureza
>1.8 en las relaciones 260/230 se purificaron con fenol-cloroformo. Posteriormente, la integridad del ADN
gendmico se determind mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Por ultimo, la imagen del gel se

visualizé en un transiluminador Bio-rad de luz ultravioleta (UV).

Una vez obtenido el ADN, se realizaron diluciones de ADN a 20ng/ul para el analisis de metilacidn global

del ADN, y de 60ng/ul para realizar el analisis de dafio oxidativo 8-OHdG.
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Figura 3. Disefio experimental de hembras y su progenie del pulpo O. maya expuestos a 24° y 30°C de temperatura.

2.2 Analisis cuantitativo de la metilacion del ADN mediante ensayos tipo

ELISA

La proporcion global de ADN metilado fue cuantificada usando el kit Methylflash™ Methylated 5mC DNA
Quantification kit (Colorimetric), siguiendo las indicaciones del fabricante. En resumen, se emplearon
anticuerpos de captura especificos para 5-metil-citosina, que posteriormente fueron cuantificados

colorimétricamente en una placa ELISA mediante un lector de placas Multiskan GO (Thermo Scientific) a
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450 nm. La intensidad de densidad éptica (DO) de cada muestra se normalizé a 100 ng de ADN, donde se
midieron tres réplicas bioldgicas por duplicado en cada uno de los tratamientos. Para calcular el porcentaje
de ADN metilado, se generd una curva estandar representando graficamente los valores de DO frente al
control positivo (PC) en cada punto porcentual. Posteriormente, se determind la pendiente (DO/1%)
mediante una regresion lineal utilizando el software Microsoft Excel. Posteriormente se calculd el

porcentaje de ADN metilado (5-hmC) en el ADN total de todas las muestras utilizando la siguiente férmula:

Muestra DO — CN DO
5—hmC% = PxsS X 100% (1)

Donde:

Muestra DO: absorbancia de la muestra arrojada por el lector de placas
CN DO: absorbancia control negativo

P: pendiente

S: concentracién de ADN de la muestra (100ng)

Los datos de metilacidn del ADN correspondiente al tejido ovarico de las hembras expuestas a TR30y TC24
se analizaron mediante una prueba t student utilizando GraphPad Prism (version 9.3.0.). Por otra parte,
para comparar los embriones en las diferentes etapas del desarrollo (organogénesis, activacion vy
crecimiento) expuestos a 24° vs 30°C se realizd un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey

post-hoc utilizando GraphPad Prism (versién 9.3.0.).

2.3  Analisis cuantitativo del dafio oxidativo (8-OHdG) del ADN mediante

ensayos tipo ELISA

Para la cuantificaciéon del dafio oxidativo del ADN (8-OhdG) se utilizd el kit EpiQuik 8-OhdG Damage
Quantification Direct Kit colorimetric (Epigentek), siguiendo las indicaciones del fabricante. En breve, cada
muestra de ADN fue capturada en una placa ELISA, posteriormente se detectd el porcentaje relativo de 8-
OHdG en el ADN total mediante el uso de anticuerpos de captura especificos para la lesién oxidativa 8-
OHdG. La intensidad de DO de la reaccidn colorimétrica se cuantific6 mediante un lector de placas
Multiskan GO (Thermo Scientific) a 450 nm. La intensidad de DO de cada muestra se normalizé a 300 ng
de ADN, donde se midieron tres réplicas bioldgicas por duplicado técnico en cada uno de los tratamientos.
Para calcular la cantidad relativa de dafo oxidativo 8-OHdG del ADN, se generd una curva estandar

representando graficamente los valores de DO frente a la cantidad de PC en cada punto de concentracion.
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A continuacidn, se calculd la pendiente (OD/ng) mediante una regresién lineal utilizando el software de
Microsoft Excel. Posteriormente se calculé el porcentaje relativo de 8-OHdG en el ADN total utilizando las

siguientes férmulas:

Muestra OD — NC OD
8 — 0HdG(ng) = 5 x 100% (2)

Donde:

Muestra DO: absorbancia de la muestra arrojada por el lector de placas
CN DO: absorbancia control negativo

P: pendiente

S: concentracion de ADN de la muestra (300ng)

8 — OHdG Amount
8 — OHdGY% = S x 100% (2)

Donde:
8-OHdG: cantidad de 8-OHdG

S: concentracién de la muestra (300ng)

Los datos de dafio oxidativo 8-OHdG del ADN correspondiente al tejido ovarico de las hembras expuestas
a TR30 y TC24 se analizaron mediante una prueba t student utilizando GraphPad Prism (versién 9.3.0.).
Por otra parte, para comparar los embriones en las diferentes etapas del desarrollo (organogénesis,
activacion y crecimiento) expuestos a 24° vs 30°C los datos se analizaron mediante un ANOVA de dos vias

seguida por una prueba de Tukey post-hoc utilizando GraphPad Prism (version 9.3.0.).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Extracciones de ADN de hembras y embriones de O. maya

Al realizar la extraccidon del ADN de las 42 muestras correspondientes a seis hembras (ovario) y 36
embriones en las etapas de organogénesis, activacién y crecimiento se obtuvieron valores por encima de
1.6 en la relacion 260/280 y un valor por encima de 1.8 en la relacién 260/230, lo cual nos indica que las
muestran no se encuentran contaminadas por proteinas, carbohidratos, fenoles u otros compuestos

organicos (Anexo A).

Posteriormente al realizar el andlisis de la integridad del ADN de cada una de las muestras, se observaron
bandas claras y nitidas de cada una de las muestras, lo cual nos indica que el ADN no estuvo degradado
como se muestra a continuacion por etapas de desarrollo embrionario: Organogénesis (Figura 4),

Activacion (Figura 5), y Crecimiento (Figura 6); y en el caso de las hembras: el ovario (Figura 7).
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Figura 4. Gel de agarosa al 1% correspondiente a las muestras de ADN en la etapa de desarrollo de Organogénesis
de embriones de O. maya. En el lado izquierdo se muestras los embriones que provienen de hembras expuestas a
24°C, lado derecho corresponden a embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C. Temp. = Temperatura,
Incub. = Incubacidn.
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3.1 Analisis cuantitativo de la metilacion del ADN mediante ensayos tipo

ELISA

3.1.1 Niveles globales de metilacion del ADN (%5-mC/Total ADN) en ovario y

embriones de O. maya expuestos a 24 y 30°C

De manera general e independientemente de la temperatura de exposicion, el andlisis de 5-mC (ELISA)
realizado en ovario y embriones (en las etapas de desarrollo: organogénesis, activacion y crecimiento) de
O. maya mostro que el nivel de citosinas metiladas oscil6 entre 1.4-4.0 %. Particularmente en ovario oscilé
entre 2.5-3.9%, mientras que en organogénesis 1.6-2.5%, activacion 1.4-2.2% y finalmente en crecimiento

oscilé entre 3.2-4.0%.
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Figura 5. Gel de agarosa al 1% de las muestras de ADN correspondientes a la etapa de desarrollo de Activacion de
embriones de Octopus maya. En el lado izquierdo se muestran los embriones que provienen de hembras expuestas
a 24°C, lado derecho corresponden a embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C. Temp. = Temperatura,
Incub. = Incubacidn.

3.1.2 Andlisis cuantitativo del metiloma (%5-mC/Total ADN) en génadas (ovario) de

hembras de 0. maya expuestas a TC24 y TR30

Se encontraron diferencias significativas (*** p<0.0001 utilizando prueba de t-Student) en el porcentaje
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global de la metilacion del ADN entre hembras expuestas al TC24 (2.5 %) con respecto a las hembras

expuestas al TR30 (3.9 %), siendo mayor en hembras expuestas a 30°C (Figura 8).

Temp. Hembra 24°C Temp. Hembra 30°C
f 1 f 1
Temp. Incub. 24°C Temp. Incub. 30°C Temp. Incub. 24°C Temp. Incub. 30°C
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Figura 6. Gel de agarosa al 1% de las muestras de ADN correspondientes a la etapa de desarrollo de Crecimiento de
embriones de Octopus maya. En el lado izquierdo los embriones provienen de hembras expuestas a un estrés térmico
de 24°C, lado derecho corresponden a embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C. Temp. = Temperatura,
Incub. = Incubacidn.
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% correspondiente a las muestras de ADN de ovario de hembras de Octopus maya. En el
lado izquierdo hembras expuestas a un estrés térmico de 24°C, lado derecho corresponden a hembras expuestas a
30°C. Temp. = Temperatura.
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Figura 8. Andlisis cuantitativo de la metilacién global del ADN en ovario (n=3) de hembras expuestas a TC24 vs TR30.
Se sefialan en azul las hembras expuestas a 24°C y en rojo las hembras expuestas a 30°C. Diferencias significativas
(*** p<0.0001) utilizando prueba de t-Student.

3.1.3 Analisis cuantitativo del metiloma (%5-mC/Total ADN) entre embriones

expuestos a 24 y 30°C, provenientes de hembras expuestas a TC24

El andlisis cuantitativo del metiloma entre embriones que fueron expuestos a una temperatura de
incubacién de 24 vs 30°C provenientes de hembras expuestas a TC24 presentd diferencias significativas en
el porcentaje de metilacién global Unicamente en la etapa de crecimiento (** p<0.001, ANOVA de dos vias
seguido por una prueba de Tukey post-hoc), siendo mayor el porcentaje de metilacidn global en los
embriones expuestos a una temperatura de incubacion de 30°C (4.0 %) con respecto a los embriones

expuestos a 24°C (3.2 %) (Figura 9A).

Por otra parte, se encontraron patrones diferentes de metilacién global del ADN entre las etapas de
desarrollo embrionario de los embriones expuestos a una temperatura de incubacion de 24°Cy embriones
expuestos a 30°C respectivamente. Entre las etapas de desarrollo de los embriones expuestos Unicamente
a 24°C se encontraron diferencias significativas (* p<0.01, ** p<0.001, ANOVA de dos vias seguido por una
prueba de Tukey post-hoc) en el porcentaje de metilacion global entre la etapa de organogénesis (1.6 %)
y crecimiento (3.2 %), y entre la etapa de activacion (1.6 %) y crecimiento (3.2 %) (Figura 9B, izquierda).
De manera similar entre las etapas de desarrollo de los embriones expuestos Unicamente a 30°C se

encontraron diferencias significativas (** p<0.001, **** p<0.00001, ANOVA de dos vias seguido por una
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prueba de Tukey post-hoc) en el porcentaje de metilacidn global entre la etapa de organogénesis (1.9 %)

y crecimiento (4.0 %), y entre la etapa de activacion (1.5 %) y crecimiento (4.0%) (Figura 9B, derecha).

3.1.4 Analisis cuantitativo del metiloma (%5-mC/Total ADN) entre embriones

expuestos a 24 y 30°C, provenientes de hembras expuestas a TR30

El analisis cuantitativo del metiloma en embriones que fueron expuestos a una temperatura de incubacién
de 24 vs 30°C provenientes de hembras expuestas a TR30 presenté diferencias significativas (* p<0.001,
ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Tukey post-hoc) entre temperaturas en las etapas de
organogénesis y activacion (Figura 10A). En la etapa de organogénesis el porcentaje de metilacién fue
mayor en aquellos embriones que fueron expuestos a 30°C (2.5 %) y menor en los embriones expuestos a
24°C (1.7 %), por su parte en la etapa de activacidén se encontré un porcentaje de metilacién global menor

en los embriones expuestos a 30°C (1.4 %) y mayor en los embriones expuestos a 24°C (1.4 %) (Figura 10A).

Entre las etapas de desarrollo de los embriones expuestos Unicamente a una temperatura de incubacién
de 24°C se encontraron diferencias significativas (** p<0.001, ANOVA de dos vias seguido por una prueba
de Tukey post-hoc) entre la etapa de organogénesis (1.7 %) y crecimiento (4.0 %) y entre la etapa de
activacion (2.2 %) y crecimiento (4.0 %) (Figura 10B, izquierda). Entre las etapas de desarrollo de los
embriones expuestos Unicamente a una temperatura de incubacién de 30°C se encontraron diferencias
significativas (** p<0.001, ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Tukey post-hoc) en el porcentaje
de metilacidn global entre la etapa de organogénesis (2.5 %) y crecimiento (4.0 %) y entre la etapa de
activacion (1.4 %) y crecimiento (4.0 %) (Figura 10 B, derecha). En ambas temperaturas de incubacién de

24 y 30°C la etapa de crecimiento presentd el mayor (4.0 %) porcentaje de metilacién global (Figura 10B).

3.1.5 Andlisis comparativo del metiloma (%5-mC/Total ADN) entre embriones
expuestos a una misma temperatura de incubacién de 24°C, provenientes de

hembras expuestas a TC24 y TR30

El analisis comparativo entre embriones que fueron expuestos a una misma temperatura de incubacion
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Figura 9. Analisis cuantitativo de la metilacidn global del ADN entre etapas de desarrollo embrionario de embriones
expuestos a una temperatura de incubacién de 24 vs 30°C, provenientes de hembras expuestas a TC24. A)
Comparacion entre etapas de desarrollo embrionario de embriones expuestos a 24 vs 30°C de temperatura y B)
Comparacidon entre etapas de desarrollo embrionario (organogénesis, activacién y crecimiento) del mismo
tratamiento. Linea azul, embriones expuestos a 24°C; Linea roja, embriones expuestos a 30°C. Diferencias
significativas (* p<0.01, ** p<0.001, **** p<0.00001) utilizando una ANOVA de dos vias seguida por una prueba de

Tukey post-hoc.
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Figura 10. Analisis cuantitativo de la metilacion global del ADN entre etapas de desarrollo embrionario de embriones
expuestos a una temperatura de incubacién de 24 vs 30°C, provenientes de hembras expuestas a TR30. A)
Comparacion entre etapas de desarrollo embrionario de embriones expuestos a 24 vs 30°C de temperatura y B)
Comparacion entre las etapas de desarrollo embrionario (organogénesis, activacion y crecimiento) del mismo
tratamiento. Linea azul, embriones expuestos a 24°C; Linea roja, embriones expuestos a 30°C. Diferencias estadisticas
significativas (* p<0.01, ** p<0.001) utilizando una ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-hoc.
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de 24°C provenientes de hembras expuestas a TC24 vs TR30 presentd diferencias significativas (* p<0.01,
** p<0.001, ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Tukey post-hoc) en el porcentaje de metilacion
global en las etapas de activacién, y crecimiento por efecto de la temperatura de exposicién de las hembras
(Figura 11). En ambas etapas de desarrollo (activacidn y crecimiento) el porcentaje mayor de metilacién

se presentd en los embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C (Figura 11).
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Figura 11. Andlisis comparativo de la metilacidn global del ADN entre embriones expuestos a una temperatura de
incubacion de 24°C, provenientes de hembras expuestas a TC24 vs TR30. Linea azul, embriones provenientes de
hembras expuestas a TC24; Linea roja, embriones provenientes de hembras expuestas a TR30. Diferencias
significativas (* p<0.01, ** p<0.001) utilizando una ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-hoc.

3.1.6 Analisis comparativo del metiloma (%5-mC/Total ADN) entre embriones
expuestos a una misma temperatura de incubacién de 30°C, provenientes de

hembras expuestas a TC24 y TR30

El analisis comparativo entre embriones que fueron expuestos a una misma temperatura de incubacion
de 30°C provenientes de hembras expuestas a TC24 vs TR30 presentd diferencias significativas (* p<0.01,
ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Tukey post-hoc) en el porcentaje de metilacién global en
la etapa de organogénesis por efecto de la temperatura, siendo mayor en los embriones provenientes de

hembras expuestas a TR30 (Figura 12).
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Figura 12. Analisis comparativo de la metilacién global del ADN entre embriones expuestos a una misma
temperatura de incubacién de 30°C, provenientes de hembras expuestas a TC24 y TR30. Linea azul, embriones
provenientes de hembras expuestas a 24°C; Linea roja, embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C.
Diferencias significativas (* p<0.01, ** p<0.001, **** p<0.00001) utilizando una ANOVA de dos vias seguida por una
prueba de Tukey post-hoc.

3.2  Andlisis cuantitativo del daiio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacion

relativa) mediante ensayos tipo ELISA

3.2.1 Andlisis cuantitativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacidon

relativa) en ovario de hembras de O. maya expuestas a TC24 y TR30

El analisis de cuantificacidn relativa del dafio oxidativo (8-OHdG) en el ovario de hembras expuestas a TC24
con respecto a las hembras expuestas a TR30 de temperatura no presenté diferencias significativas por
efecto de la temperatura (ns p>0.005, prueba t-Student), sin embargo, se encontrd un porcentaje mayor
del dafio oxidativo (8-OHdG) en las hembras expuestas a TR30 (0.0082 %) con respecto a las hembras

expuestas a TC24 (0.0069 %) (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de la cuantificacidn relativa del dafio oxidativo 8-OHdG del ovario de hembras (n=3) expuestas a
TC24 vs TR30 de temperatura. Se sefialan en azul las hembras expuestas a 24°C y en rojo las hembras expuestas a
30°C. No hay diferencias significativas (ns) utilizando prueba de t-Student.

3.2.2 Andlisis cuantitativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacidon
relativa) entre embriones expuestos a 24 y 30°C, provenientes de hembras

expuestas a TC24

El andlisis cuantitativo del porcentaje relativo de dafio celular 8-OHdG en embriones que fueron expuestos
a una temperatura de incubacién de 24 vs 30°C provenientes de hembras expuestas a TC24 no presentd
diferencias significativas (ns p>0.005, ANOVA dos vias seguido de prueba Tukey post-hoc) (Figura 14A).
Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre las etapas de desarrollo embrionario tanto en
los embriones expuestos a 24°C y 30°C respectivamente (ns p>0.05, ANOVA de dos vias seguido por una

prueba de Tukey post-hoc) (Figura 14B).

3.2.3 Andlisis cuantitativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacidn
relativa) entre embriones expuestos a 24 y 30°C, provenientes de hembras

expuestas a TR30

El analisis cuantitativo del porcentaje de dafio celular 8-OHdG (cuantificacion relativa) en embriones que
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fueron expuestos a una temperatura de incubacion de 24 y 30°C provenientes de hembras expuestas a
TR30 presentd diferencias significativas entre temperaturas Unicamente en la etapa de organogénesis (***
p<0.0001, ANOVA de dos vias seguido de prueba Tukey post-hoc), siendo mayor en los embriones
expuestos a 30°C (0.0089 %) con respecto a los embriones expuestos a 24°C (0.0059 %) (Figura 15A). No
se encontraron diferencias significativas entre las etapas de desarrollo embrionario tanto en los embriones
expuestos a 24°Cy 30°C respectivamente (ns p>0.05, ANOVA de dos vias seguido por una prueba de Tukey
post-hoc) (Figura 15B).
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Figura 14. Andlisis cuantitativo del porcentaje de dafio oxidativo 8-OHdG (cuantificacion relativa) entre etapas de
desarrollo embrionario de embriones expuestos a una temperatura de incubacién de 24 vs 30°C provenientes de
hembras expuestas a TC24. A) Comparacion entre etapas de desarrollo embrionario de embriones expuestos a 24 vs
30°C de temperatura, y B) Comparacion entre las etapas de desarrollo embrionario (organogénesis, activacion y
crecimiento) del mismo tratamiento. Linea azul, embriones expuestos a 24°C; Linea roja, embriones expuestos a
30°C. No hay diferencias significativas (ns) utilizando un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-
hoc.
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3.2.4 Analisis comparativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacion
relativa) entre embriones expuestos a una misma temperatura de incubacidén

de 24°C, provenientes de hembras expuestas a TC24 y TR30

El andlisis comparativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacién relativa) entre embriones que
fueron expuestos a una misma temperatura de incubacién de 24°C provenientes de hembras expuestas a
TC24 vs TR30 no presentd diferencias significativas por efecto de la temperatura en ninguna de las etapas

del desarrollo embrionario (ns p>0.05, ANOVA de dos vias seguido por prueba Tukey post-hoc) (Figura 16).
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Figura 15. Andlisis cuantitativo del porcentaje de dafio oxidativo 8-OHdG (cuantificacion relativa) entre etapas de
desarrollo embrionario de embriones expuestos a 24 vs 30°C, provenientes de hembras expuestas a TR30. A)
Comparacidn entre etapas de desarrollo embrionario de embriones expuestos a 24 vs 30°C de temperatura, y B)
Comparacién entre las etapas de desarrollo embrionario (organogénesis, activacion y crecimiento) del mismo
tratamiento. Linea azul, embriones expuestos a 24°C; Linea roja, embriones expuestos a 30°C. Diferencias
significativas (*** p<0.0001) utilizando un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-hoc.



30
3.2.5 Analisis comparativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacion
relativa) entre embriones expuestos a una misma temperatura de incubacidén

de 30°C, provenientes de hembras expuestas a TC24 y TR30

El andlisis comparativo del dafio oxidativo 8-OHdG del ADN (cuantificacién relativa) entre embriones que
fueron expuestos a una misma temperatura de incubacién de 30°C provenientes de hembras expuestas a
TC24 vs TR30 presentd diferencias significativas (* p<0.01, ANOVA de dos vias seguido de prueba Tukey
post-hoc) entre temperaturas Unicamente en la etapa de organogénesis, siendo mayor en los embriones
provenientes de hembras expuestas a TR30 (0.0086 %) con respecto a los embriones provenientes de

hembras expuestas a TC24 (0.0068 %) (Figura 17).
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Figura 16. Andlisis comparativo entre embriones expuestos a la misma temperatura de incubacién de 24°C
provenientes de hembras expuestas a TC24 vs TR30. Linea azul, embriones provenientes de hembras expuestas a
24°C; Linea roja, embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C. No hay diferencias significativas (ns)
utilizando un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-hoc.
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Figura 17. Analisis comparativo entre embriones expuestos a la misma temperatura de incubacién de 30°C
provenientes de hembras expuestas a TC24 vs TR30. Linea azul, embriones provenientes de hembras expuestas a
24°C; Linea roja, embriones provenientes de hembras expuestas a 30°C. Diferencias significativas (* p<0.01)
utilizando un ANOVA de dos vias seguida por una prueba de Tukey post-hoc.
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Capitulo 4. Discusion

Los analisis de metilacion global del ADN y la cuantificacidn relativa del dafo oxidativo 8-OHdG observados
en el presente estudio muestran que la temperatura tiene un efecto significativo en hembras y embriones
de O. maya. De acuerdo con los resultados obtenidos, se determiné que la temperatura modula el
porcentaje global de metilacién del ADN asi como el porcentaje de dano celular 8-OHdG en hembras y
embriones de 0. maya. Particularmente, las hembras y embriones expuestos a un estrés térmico de 30°C
presentaron mayores porcentajes tanto en la metilacion como en el dafio oxidativo en comparacién con
las hembras y embriones expuestos a una temperatura control de 24°C. Asimismo, los embriones
expuestos a un estrés térmico de 30°C provenientes de hembras estresadas (TR30°C) presentaron los
mayores porcentajes de metilacién y dano oxidativo, evidenciando un componente aditivo en ambas

aproximaciones.

La principal respuesta al incremento de la temperatura fue observada en ovario, con niveles de metilacién
y dafio oxidativo 8-OHdG al ADN significativamente mayores en TR30. Se ha documentado que la
exposicidén a temperaturas elevadas provoca el aumento de la concentracién de la metilacidn y dafio 8-
OHdG globales del ADN en diferentes tejidos de moluscos marinos. Por ejemplo, las altas temperaturas
aumentaron significativamente la expresion de 8-OHdG en tejidos branquiales de la ostra del este
Crassostrea virginica (Rahman et al., 2023). En el mejillon Mytilus californianus el marcador de dafio
oxidativo del ADN 8-OHdG resultd ser un indicador de dafo macromolecular acumulado en el tejido
branquial por efecto del estrés térmico a temperaturas calidas y elevadas (Gleason et al., 2017). En la ostra
Isognomon alatus los patrones de metilacion en el tejido branquial varian dependiendo de la
estacionalidad (asociado principalmente con incrementos en la temperatura) (Suarez-Ulloa et al., 2019).
En la ostra del pacifico C. gigas se ha documentado que la metilacion del ADN presenta funciones
reguladoras particularmente en familias de genes involucrados en el estrés y respuesta ambiental (Gavery
& Roberts, 2010). Ademas, en C. gigas también se reportd que en individuos con fenotipos resistentes al
calor se encontraron mds regiones hipermetiladas que regiones hipometiladas (Arredondo-Espinoza,
2021). En adicidn a lo anterior existen pocos trabajos que evallen los porcentajes de metilacién del ADN
en goénadas de moluscos marinos, y los que existen se basan Unicamente en los cambios en la
concentracién durante los procesos de gametogénesis y desarrollo embrionario, sin meter ninguna
variable medioambiental (Li et al., 2019; Riviere et al., 2013; Zhang et al., 2022; Zhang et al., 2018). Sin
embargo, en organismos marinos como peces (Gasterosteus aculeatus) y erizos de mar (Arbacia

punctulata) se ha demostrado que ante escenarios de estrés térmico los porcentajes de metilacion e
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hidroximetilacidn global del ADN se incrementan significativamente tanto en testiculos como en ovarios
(Fellous et al., 2022; Rahman et al., 2024). También se ha reportado en génadas, gametos y etapas
embrionarias de peces una acumulacién sexo especifica de enzimas implicadas en modificaciones
epigenéticas, por ejemplo, acumulacién de ADN metiltransferasas en ovario y posteriormente en la
descendencia, lo cual sugiere un control materno (Fellous et al., 2022). Otros estudios similares reportan
gue escenarios de estrés térmico inducen modificaciones en multiples mecanismos epigenéticos como:
histonas y ARNm modificadores de la cromatina durante el proceso de gametogénesis (Fellous et al., 2015;
Fellous et al., 2018; Fellous et al., 2019). Estas modificaciones epigenéticas en conjunto con la metilacién
del ADN desempefian un papel fundamental en la plasticidad térmica embrionaria (Fellous et al., 2015;
Fellous et al., 2018; Fellous et al., 2022). Con base en lo anterior, es posible suponer que, como en los
peces, en O. maya la temperatura de las hembras influyd en el fenotipo de la descendencia en las primeras

etapas del desarrollo.

Se sabe que la metilacion del ADN es uno de los mecanismos epigenéticos implicados en la regulacién de
la expresion génica (Rodriguez-Dorantes et al., 2004). El aumento de la metilacion del ADN juega un papel
fundamental en el silenciamiento de genes especificos dentro del genoma, ademas juega un papel critico
en el desarrollo embrionario y diferenciacidon celular (Rodriguez-Dorantes et al., 2004). Reforzando lo
anterior, se ha observado que en vertebrados la metilacién del ADN mediada por enzimas ADN
metiltransferasas (DNMT) pueden alterar la expresidén génica y la plasticidad fenotipica en el desarrollo de
los organismos en respuesta a sefiales ambientales, ademas los cambios provocados por la presencia de
diferentes isoformas de DNMT, pueden ser aditivos de una generacidn a otra (Loughland et al., 2021;
Radford, 2018). Con base en lo anterior, es posible que en O. maya el efecto de la temperatura de
exposicién de las hembras influya significativamente en el fenotipo de la descendencia en las primeras
etapas del desarrollo embrionario. Por lo tanto, es posible que el efecto del incremento de la temperatura
repercuta directamente en la activacidn y represidon de algunos genes durante el desarrollo de la
gametogénesis y consecuentemente durante el desarrollo embrionario resultando en los efectos
consistentes observados en laboratorio como lo son: tasa de mortalidad y metabdlicas elevadas;

malformaciones a nivel de manto, brazos y ojos, diferencias en tamafio, entre otras.

Se ha inferido que las modificaciones epigenéticas relacionadas con la plasticidad transgeneracional son
transmitidas mediante la divisidn de las células germinales, donde la reprogramacion epigenética (borrado
y restablecimiento de marcas epigenéticas) puede modular la herencia a través de las generaciones, lo
cual es determinante para el correcto desarrollo de gametos y embriones (Hackett & Surani, 2013; Nashun

et al., 2015; Ortega-Recalde & Hore, 2019; Sun et al.,, 2021). Recientemente se ha reportado que en
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algunos casos puede ocurrir un borrado incompleto de las marcas epigenéticas durante el proceso de
reprogramacién generando alteraciones epigenéticas anormales en la descendencia (Ortega-Recalde &

Hore, 2019).

Dado que el estrés ambiental impone potencialmente altos niveles de radicales libres reactivos en células
y tejidos, en diversas especies de invertebrados marinos se ha planteado la hipdtesis de que el estrés
térmico promueve un efecto aditivo en el porcentaje de metilacion del ADN a la descendencia, el cual
puede transmitirse por los progenitores a través de las génadas y de esta manera modificar la expresién
de genes importantes para el desarrollo correcto de los embriones (Fellous et al., 2022; Kong et al., 2017,
Olivares et al., 2019; Rahman et al., 2024). Ademas, se ha reportado que el incremento de radicales libres
como consecuencia de una tasa metabdlica elevada podria generar un dafio oxidativo en el nucledtido
guanina del tipo 8-OHdG, lo cual puede provocar una inhibicién de la metilacion de las citocinas adyacentes
a laregién donde se ubica dicha lesidon y por ende provocar una alteraciéon en el silenciamiento de ciertos

genes importantes para el desarrollo embrionario (Vinagre et al., 2014).

Con base en lo anterior es posible que las hembras estresadas a TR30 respondan rapidamente por
plasticidad al estimulo del incremento de la temperatura alterando el epigenoma y consecuentemente se
esté incrementando el porcentaje de la metilacion global del ADN en el ovario por efecto del estrés
térmico. Una cuestién importante resulta que con el presente trabajo no podemos determinar en qué
zonas estan ocurriendo las metilaciones dentro del genoma en las hembras. Sin embargo, debido a que
observamos un incremento significativo en cantidad del porcentaje global de metilaciéon del ADN en el
ovario de hembras estresadas a TR30 podemos inferir que posiblemente hay una dinamica muy
importante de modificaciones epigenéticas por efecto de la temperatura. Ademas, es muy probable que
las metilaciones estén ocurriendo en genes o grupos de genes que en teoria no deberian estar metilados
y que ocasionan los efectos fenotipicos aberrantes observados en laboratorio. Por lo tanto, es muy
probable que las hembras expuestas a TR30 al sufrir estos cambios drasticos en el metiloma puedan
heredar estas marcas epigenéticas a la siguiente generacidén y de esta manera modificar la expresion de

genes importantes para el desarrollo correcto de la descendencia.

Un dato relevante con respecto al impacto que provoca la temperatura en las hembras de 0. maya se
observé previo a los experimentos de TR30 y TC24, donde se observaron hembras que no pudieron
desovar cuando fueron expuestas a una temperatura constante de 30°C. Es probable que estas hembras
se hayan bloqueado ya que dias después del momento en que los ovarios se encontraban muy cargados y

listos para desovar murieron posiblemente por asfixia. Bajo este contexto, se ha observado que la
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disminucién de la temperatura del agua podria ser la sefial que da lugar a la sintesis de hormonas,
péptidos, entre otras, que favorecen el proceso reproductivo y por ende promueve el desove (Judrez et
al., 2016). Asi mismo se ha reportado que probablemente la sefializacion de la reproduccion y el desove
se lleve a cabo mediante la liberacidn de diversas moléculas que tienen relacidn con el sistema nervioso y
que estas sean transportadas por el torrente sanguineo (hemolinfa) hacia distintos 6rganos diana
involucrados en procesos como: sintesis de hormonas, receptores de hormonas, gametogénesis,
mantenimiento de gametos masculinos y femeninos, asi como en el reconocimiento e interaccién entre el
huevo y espermatozoides (Juarez et al., 2016). Por lo tanto, si la temperatura del agua aumenta
considerablemente por encima de la temperatura optima (24-26°C) es muy probable que estas

sefalizaciones se alteren en las hembras resultando en un bloqueo del desove.

Con base en lo anterior, las alteraciones epigenéticas que acontecen durante la division de las células
germinales y durante el proceso de gametogénesis resultan cruciales para el desarrollo éptimo de los
organismos (Hales et al., 2011). Es por lo que la historia térmica de los padres en la cual se desarrollan las
gbénadas y los gametos influye drasticamente en el desarrollo de embriones (Byrne et al., 2020; Depincé

et al., 2021; Fellous et al., 2019; Labbé et al., 2017; Riviere et al., 2013).

Dependiendo del historial térmico de las madres, los embriones de O. maya mostraron distintos patrones
de metilaciéon global y dafio celular relativo 8-OHdG del ADN. Cuando los embriones provienen de hembras
no estresadas (TC24) la metilacién global del ADN fue significativamente mayor en la etapa final del
desarrollo embrionario (crecimiento) justo cuando el embrién estad préximo a eclosionar del huevo, con

los mayores valores en aquellos que fueron expuestos a 30°C.

Bajo este contexto se ha documentado que las alteraciones ambientales inducen modificaciones
epigenéticas en muchos grupos de organismos generando fenotipos adaptados al medio ambiente, por
ejemplo, en la lubina europea Dicentrarchus labrax los pequefios aumentos de la temperatura del océano
provocan cambios en la metilacidon del ADN y expresidn genética dependiendo de la etapa de desarrollo
(Anastasiadi et al., 2017); En el pez cebra Danio rerio se reportd que la temperatura de incubacidn influye
en la expresion diferencial de genes paralogos de dnmt3 durante el desarrollo embrionario (Campos et al.,
2012); En el poliqueto antartico Spiophanes tcherniai se ha reportado que el aumento de la temperatura
esta correlacionada positivamente con la metilacion del ADN en CpG especificos (Marsh & Pasqualone,
2014). En un estudio realizado recientemente en 0. maya embriones expuestos a un estrés térmico de
30°C provenientes de hembras expuestas a 26°C de temperatura presentaron un porcentaje mayor de

metilacion del ADN y dafo oxidativo 8-OHdG en organismos estresados, ademas de presentar un grupo
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de genes (regulados a la baja) involucrados en los procesos de morfogénesis y el desarrollo del sistema
nervioso, y que parecen estar regulados por modificaciones a nivel de colas de histonas (Galindo-Torres et

al., 2023, en revision).

Estos estudios in silico, son apoyados por los resultados fisioldgicos, ya que en O. maya, los embriones y
juveniles expuestos a un estrés térmico aumentan significativamente las demandas energéticas como
consecuencia de un aumento de las tasas metabdlicas (Caamal-Monsreal et al.,, 2016; Dominguez-
Castanedo et al., 2023; Judrez et al., 2015; Judrez et al., 2016; Sanchez-Garcia et al., 2017). Temperaturas
mayores a 29°C provocan un aumento en las ROS enddgenas a tal grado que puede sobrepasar la cantidad
de enzimas antioxidantes produciendo un estrés oxidativo que ante una exposicion prolongada puede
provocar dafios en proteinas, lipidos y en moléculas importantes como el ADN y ARN, lo cual puede
desencadenar modificaciones en la expresién génica, asi como una serie de efectos deletéreos como
malformaciones en los embriones o en su defecto la interrupcién del desarrollo embrionario (Cheng et al.,
2015; Madeira et al., 2013; Sanchez-Garcia et al., 2017; Vinagre et al., 2012). Por lo tanto, es muy probable
gue en la etapa de crecimiento de los embriones incubados a 30°C provenientes de hembras no estresadas
(TC24) genes que deberian estar activados se encuentren silenciados por efecto de la temperatura,
ademads es muy probable que estos genes silenciados estén relacionados con el desarrollo del sistema

nervioso, morfogénesis, entre otros (Galindo-Torres et al., 2023, en revisidn).

Cuando los embriones provienen de hembras estresadas (TR30) se observé una mayor metilacién global
del ADN en la etapa inicial del desarrollo embrionario (organogénesis) de los organismos incubados a 30°C.
Ademas, se observd una disminucidn significativa de la metilacién global del ADN en la etapa de activacion
de los embriones estresados a 30°C. Asi mismo el dafio celular 8-OHdG también aumento en la etapa de
organogénesis, siendo mayor en los embriones expuestos a 30°C. Cabe recalcar que los porcentajes de
metilacion global del ADN en las etapas de organogénesis, activacion y crecimiento de embriones
provenientes de hembras expuestas a TR30 fueron mayores con respecto a los porcentajes de los
embriones provenientes de hembras expuestas a TC24, lo cual sugiere un efecto epigenético aditivo de la

metilacion del ADN en la progenie.

Estos resultados concuerdan con lo expuesto anteriormente en ovario y embriones de hembras no
estresadas (TC24), donde la exposicion a algun tipo de estrés ambiental (por ej., estrés térmico) provoca
modificaciones epigenéticas (metilacion del ADN, entre otros) en multiples taxones. Si bien es
relativamente nuevo el estudio donde evaluen especificamente modificaciones epigenéticas por efecto

del estrés térmico a través de las generaciones en invertebrados marinos, actualmente existen estudios
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que demuestran que la exposicién de los progenitores a algin tipo de estrés ambiental tiene repercusiones
importantes en la descendencia. Por ejemplo, en el coral formador de arrecife Pocillopora damicornis se
encontré evidencia de la induccion de la metilacién del ADN en la descendencia luego de la exposicién de
los progenitores a la acidificacién del océano (Putnam et al., 2016). En el gusano tubicola marino Hydroides
diramphus se han reportado alteraciones transgeneracionales en respuesta al estrés por salinidad (Jensen
et al., 2014). En la ostra C. virginica la salinidad dptima y el rango de salinidad de embriones y larvas
estuvieron influenciados por la salinidad a la que se mantenian los adultos antes del desove (Davis, 1958).
En las especies de percebes Striatobalanus amaryllis y Amphibalanus amphitrite la exposicién de los
progenitores a temperaturas elevadas aumento el maximo térmico critico (limite superior de sensibilidad
térmica) en las generaciones F1y F2 (Morley et al., 2017). En el raton de pradera Microtus pennsylvanicus
el grosor del pelaje se genera mediante la deteccidn ambiental materna de la duracién del dia, lo que se
traduce como una sefial para la descendencia de generar un fenotipo acorde a las condiciones futuras (Lee
& Zucker, 1988). Recientemente en organismos adultos y gametos del coral formador de arrecifes
Platygyra daedalea se han encontrado variaciones en la hipermetilacién de ciertos genes bajo ambientes
diferentes de temperatura y salinidad (Liew et al., 2020). En el pez Gasterosteus aculeatus se han
demostrado efectos epigenéticos transgeneracionales influenciados por efecto del aumento de la
temperatura, ademas de una induccidn sexo especifica de varias marcas epigenéticas como la metilacidon
del ADN e histonas en los gametos de los progenitores con consecuencias importantes en la resiliencia de

los embriones (Fellous et al., 2022).

En adicidn a lo anterior la evidencia fisioldgica obtenida hasta ahora en condiciones de laboratorio en O.
maya, ha demostrado que la exposicion materna al aumento de la temperatura tiene efectos directos en
el rendimiento reproductivo medido como la tasa de fertilizacion, el éxito de la eclosién de los embriones,
el tamafio y nimero de huevos, y en la mortalidad (Caamal-Monsreal et al., 2016; Dominguez-Castanedo
et al.,, 2023; Juarez et al., 2015; Judrez et al., 2016). Especificamente la exposicién a temperaturas
superiores a 27°C puede ocasionar la inhibicion del desove en algunas hembras, y en aquellas hembras
que logran desovar, su descendencia se ve seriamente afectada, ya que los embriones muestran un rango
de fenotipos que van desde tener un menor tamafio, frecuencias respiratorias mas elevadas, mayor grado
de estrés oxidativo, un colapso del sistema de defensa antioxidante, ademas si el estrés térmico es severo
y prolongado (30°C) puede provocar malformaciones en brazos, manto y ausencia de ojos (Dominguez-
Castanedo et al., 2023; Sanchez-Garcia et al., 2017). De manera alterna estudios realizados en
invertebrados marinos han reportado alteraciones en el porcentaje de dano oxidativo 8-OHdG del ADN

como respuesta al estrés térmico, donde la exposicion a temperaturas elevadas provoca un aumento
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significativo en las concentraciones de 8-OHdG como lo observamos en el presente estudio (Gleason et

al.,, 2017; Rahman et al., 2023).

Como se menciond anteriormente el aumento de la metilacidon del ADN puede alterar la expresién génica
y la plasticidad fenotipica durante el desarrollo de los organismos en respuesta a sefiales ambientales,
favoreciendo el silenciamiento de genes, ademds, estas modificaciones epigenéticas pueden ser aditivas
de una generacién a otra (Loughland et al., 2021; Radford, 2018; Rodriguez-Dorantes et al., 2004). Por lo
tanto los resultados observados en el presente estudio de la metilacidon y dafio 8-OHdG del ADN en la
etapa de organogénesis en los embriones estresados a 30°C provenientes de hembras estresadas a TR30
nos ayudan a inferir que estas marcas epigenéticas puedan ser transmitidas mediante las células
germinales hacia los embriones provocando alteraciones anormales en la expresién de genes importantes
para el desarrollo y por ende en los fenotipos resultantes en la descendencia por efecto del estrés térmico
en 0. maya. Ademds, con los efectos deletéreos observados en laboratorio como son: tasas de mortalidad
y metabdlicas elevadas, malformaciones a nivel de manto, brazos y ojos, diferencias en tamafo, entre
otras, es probable que esté ocurriendo un silenciamiento de genes relacionados con el desarrollo del
sistema nervioso, morfogénesis, regulacién térmica, modificacidon de la cromatina, entre otras (Galindo-
Torres et al., 2023, en revisién). Aunado a lo anterior un resultado interesante se observé en la etapa de
activacion de los embriones incubados a 30°C provenientes de hembras estresadas a TR30, los cuales
presentaron una disminucién del porcentaje de metilacidon global del ADN, lo cual puede ser explicado
recordando que la presencia de concentraciones elevadas de 8-OHdG provocan la inhibicién de la
metilacion del ADN en las citocinas adyacentes a donde esta ocurriendo estd lesidn, provocando
hipometilacidn (Hitchler & Domann, 2007; Weitzman et al., 1994). De esta manera el aumento en la etapa
de organogénesis de los embriones estresados a 30°C este influenciando la disminucion de la metilacién

global del ADN en la etapa de activacién de los mismos.

Por ultimo, en el presente estudio se encontraron diferencias en la metilacidn global del ADN entre etapas
de desarrollo embrionario independientemente de la temperatura, ya que se observaron diferencias
significativas entre las etapas de organogénesis y activacion con respecto a la etapa de crecimiento, siendo

la etapa de crecimiento la que presento los porcentajes mayores.

Lo anterior es similar a lo reportado en O. vulgaris, donde se ha observado que la metilacion del ADN
cambia durante el desarrollo, principalmente en las primeras etapas (desarrollo embrionario y paralarva)
(Diaz-Freije et al., 2014; Garcia-Fernandez et al., 2017a). En la especie de pulpo O. vulgaris se observaron

diferencias significativas en los patrones de metilacién (MSAP) entre las primeras etapas del desarrollo,
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especificamente en la etapa de paralarva en comparacion con los adultos (Diaz-Freije et al., 2014). En otros
moluscos como la ostra del pacifico C. gigas, se observaron variaciones en el porcentaje de la metilacién
durante el desarrollo, donde se encontrd un patrén de metilacién y desmetilacién del ADN en las primeras
etapas del desarrollo embrionario (Riviere et al., 2013). Por su parte Riviére (2014) menciona que las
etapas de desarrollo de C. gigas no solo difieren en la cantidad de la metilacion del ADN, sino también en
las regiones metiladas dentro del genoma, y que la cantidad de regiones metiladas se correlacionan
positivamente con el avance del desarrollo embrionario. También en C. gigas se ha demostrado que la
metilacion del ADN participa en funciones reguladoras de genes relacionados con la respuesta al estrés y
la temperatura (Gavery & Roberts, 2010; Hamdoun et al., 2003). En el ratdon comun Mus musculus los
procesos de metilacion y desmetilacidn son esenciales para el desarrollo dptimo de los embriones, asi
como para la respuesta a las condiciones ambientales (Angers et al., 2010; Feil & Fraga, 2012; Hackett &
Surani, 2013; Razin & Shemer, 1995), lo cual hace pensar que al igual que en los ratones, en los animales
marinos algunas metilaciones podrian estar asociadas con el desarrollo dptimo de la progenie. Por lo tanto,
lo anterior sugiere que hay procesos de metilacidon activa en el ADN en la etapa de crecimiento con
respecto a organogénesis y activacion independientemente de la temperatura que ademadas estan
influenciando el silenciamiento de genes. Sin embargo, aun no es claro cémo se llevan a cabo estos
procesos de metilacion y desmetilacion en organismos marinos, debido a esto, es necesario realizar mas
estudios que permitan esclarecer como la temperatura modula los procesos de metilacién y dafo

oxidativo y como estos pueden ayudar a los organismos a amortiguar cambios abruptos en el ambiente.

Finalmente debido a que se ha reportado que la exposicién a diferentes temperaturas provoca cambios
en la cantidad y estado de metilacidn de ciertos genes funcionales en los organismos afectando multiples
procesos celulares como la transcripcién de genes ortélogos homeodticos, la impronta parental, y la
construccion del empalme alternativo (Bird, 2002; Mandrioli, 2007; Olson & Roberts, 2014; Riviere et al.,
2017; Riviere et al., 2013; Su et al., 2011), y que ademas los resultados obtenidos hasta ahora demuestran
una correlacidn positiva entre la metilacidon global del ADN vy el dafio celular 8-OHdG con respecto a la
exposicién a temperaturas elevadas, podemos inferir que existe un efecto epigenético en 0. maya. Por lo
tanto, existen altas probabilidades de que por efecto de la temperatura los embriones provenientes de
hembras estresadas presenten una disminucidn en la expresion de genes relacionados con la homeostasis
energética, debido a la metilacidn de ciertas regiones dentro del genoma (Fellous et al., 2015; Fellous et
al., 2018; Fellous et al., 2019; Gavery & Roberts, 2010). Sin embargo, el presente trabajo no permite
determinar en qué zonas especificas esta sucediendo lo anterior, pero si nos permite tener un primer
acercamiento en el comportamiento de los niveles globales de metilacion del ADN por efecto de la

temperatura, asi como apunta a una relacién entre la metilacién del ADN y el desarrollo en un periodo de
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tiempo muy especifico (desarrollo embrionario), por lo tanto, no se descarta la intervencidon de otros

mecanismos epigenéticos como modificaciones estructurales de la cromatina o pequeiias moléculas de

ARN.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se sabe que la temperatura en la que se desarrollan los gametos influye en el desarrollo de los embriones
provocando efectos importantes hasta las etapas de adulto. Recientemente se ha demostrado que la
exposicién a temperaturas elevadas provoca efectos epigenéticos transgeneracionales en multiples
especies de vertebrados e invertebrados marinos. Nuestros resultados demuestran que condiciones de
estrés térmico provocan variaciones significativas en el porcentaje de metilacién global del ADN y dafo

oxidativo 8-OHdG de hembras y embriones de O. maya.

En conclusidn, el epigenoma de O. maya es mas susceptible que el genoma a los cambios ambientales
(McCarrey, 2014). Asi mismo los cambios epigenéticos pueden transmitirse de una generacidn a otra
mitética y meidticamente, hereddndose a las células hijas después de la divisidn celular o afectando los
gametos. En el presente estudio la evidencia sugiere que los embriones provenientes de hembras
estresadas posiblemente presenten un efecto epigenético transgeneracional en la metilacion del ADN y
dano oxidativo 8-OHdG en las primeras etapas del desarrollo embrionario, ya que la herencia de los
cambios epigenéticos se considera transgeneracional cuando estos se estabilizan en las células germinales
y se transmiten sin variaciones, afectando el fenotipo de la siguiente generacién que nunca estuvo
expuesta al estresor como lo observamos en el presente estudio. Debido a lo anterior, es de suma
importancia conocer el impacto de la temperatura en O. maya ya que es una especie que estd

directamente expuesta a los cambios en el ecosistema en el que habita.

Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios mas profundos y robustos a nivel gendmico, transcriptomico y proteémico
gue nos permitan explorar como se llevan a cabo estos cambios en la expresidn de genes, y de esta manera
conocer las regiones y los mecanismos epigenéticos que estan siendo modificados dentro del genoma por
efecto del incremento de la temperatura. Ademas, también se recomienda tomar en consideracién las
contribuciones paternas y maternas especificas a la reprogramacion y expresion génica involucradas en

procesos epigenéticos dentro de los procesos de gametogénesis y embriogénesis.

Por ejemplo, para evaluar el efecto transgeneracional, se podria utilizar el control hormonal, fotoperiodo,
nutricional y térmico en la etapa de reproduccién, evaluando el patrén epigenético (metilacién,
acetilacién, modificacion en colas de histonas, entre otros) de los gametos con respecto al cambio en la

gametogénesis y embriogénesis. Aunado a lo anterior seria muy interesante describir como se lleva a cabo
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el borrado-restablecimiento de las marcas epigenéticas antes, durante y después de la gametogénesis en
0. maya, ya que la mayoria de los trabajos sobre este tema corresponden a mamiferos. Por lo tanto,
comprender estos mecanismos también ayudaria a comprender en qué medida puede transmitirse la
herencia epigenética de padres a hijos a través de los gametos y que tan significativo es el cambio de la

temperatura en la cual se llevan a cabo estos procesos.
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Tabla 1. Informacidon complementaria de las muestras de ADN colectadas para los analisis de metilacion y dafio
oxidativo de embriones y hembras de Octopus maya. Temp=Temperatura, Incub=Incubacién.
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30/01/2023

#Muestra Tanque

134
163
382
153
192
362
63
123
290
43
103
270
33
93
205
13
73
225
H4
H9
H12
H2
H6
H8
255
442
551
235
422
531
315
472
621
336
452
601
415

Hembra

o b 0 WEFE U W EFE UUW R, UOWPRr U0WRr 0w

[EnY
w b 00 NG

IS

17

17

17

Temp

Hembra

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
24
24
24
30
30
30
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

Temp.
Incub.
Embriones

24
24
24
30
30
30
24
24
24
30
30
30
24
24
24
30

Etapa y/o
Tejido

Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Ovario
Ovario
Ovario
Ovario
Ovario
Ovario
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Organogénesis
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Activacion
Crecimiento

Peso Concentracion

(mg)

22
7
18

N N U R, N W W o Ut 1 W

R NN RPN W
N B AN ON

U O O A W B NN DN NDN W

31

ADN (ng/pl)

418.1
490.5
393.6
457.4
597.7
712
476.40
723.70
455.00
653.20
826.30
470.50
574.40
208.20
147.80
865.60
326.40
200.90
173.5
207.9
475.6
84.7
71.7
304.3
114.4
224.9
241.9
244.4
114.1
253.9
365.9
470.5
536.4
179.4
510.6
85.7
518.9

260/280 260/230

1.71
1.8
1.89
1.89
1.87
1.89
1.80
1.82
1.81
1.81
1.81
1.81
1.81
1.81
1.83
1.83
1.80
1.86
1.85
1.84
1.84
1.81
1.88
1.88
1.80
1.84
1.84
1.81
1.82
1.83
1.84
1.83
1.83
1.85
1.82
1.84
1.86

2.14
191
2.23
2.17
2.36
2.37
1.94
2.17
2.05
2.11
1.97
2.06
1.98
2.03
2.17
191
1.87
2.22
2.3
2.01
1.98
1.89
2.5
2.27
2.0
2.01
2.14
2.04
211
2.08
2.16
2.14
2.17
1.99
2.05
2.24
2.15



28/01/2023
28/01/2023
30/01/2023
28/01/2023
28/01/2023

541
681
395
512
661

17

17

24
24
24
24
24

24
24
30
30
30

Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento

Crecimiento

17
25
33
26
13

494.4
153
334.3
130.1
537.4

1.85
1.84
1.88
1.86
1.83

57

2.1

2.1
2.14
231

2.3



