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RESUMEN

Los huevos recién desovados de Octopus bimaculoidesy de 0. hubbsorum son de forma ovocilindrica, miden 10.1+1.4
y 2.1+0.1 mm de longitud, respectivamente. La envoltura del huevo consta de dos partes principales: la membrana co-
rionica (corion) y el pedinculo coridnico. El corion del huevo de 0. bimaculoides presenta una sola capa, de un grosor
de 8 ym, con poros menores a 1 pm de didmetro y una arquitectura interna en conexion con el pedinculo corionico. El
corion del huevo de 0. hubbsorumtiene un grosor de 4 pm, sin poros y una arquitectura interna sin interconexion con
el peddnculo coridnico. El pedinculo coriénico del huevo de 0. hubbsorum presenta un ensanchamiento anular a 300
um de la unién con el cuerpo principal del corion. El huevo de 0. hubbsorum tiene un micrépilo en forma de cavidad
circular profunda de 15 pm de didametro, en el centro del polo mayor del corion. En este estudio se describe por primera
vez que la microestructura morfoldgica del corion es distinta en los huevos de 0. bimaculoidesy 0. hubbsorum.
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ABSTRACT

Recently spawned eggs of Octopus bimaculoides and 0. hubbsorum are ovo-cylindrical in shape and have an average
of 10.1£1.4 and 2.1+0.1 mm in length, respectively. The egg envelope consists of two main parts: the chorionic mem-
brane (Chorion) and the chorionic peduncle. The chorion of 0. bimaculoides eggs shows a single layer of 8 pm in thick-
ness, with pores smaller than 1 ym in diameter, and the internal architecture of the chorion connects to the chorionic
peduncle. The chorion of 0. hubbsorum eggs has a thickness of 4 pm without pores, and the internal architecture of the
chorion does not interconnect with the chorionic peduncle. The chorionic peduncle of 0. hubbsorum eggs shows an
annular width of 300 ym in the junction with the main body of the chorion. 0. hubbsorum eggs have a micropyle shaped
as a deep circular cavity, 15 pm in diameter in the center of the pole of the chorion. The micro-structure morphology of
0. bimaculoides and 0. hubbsorum eggs shows a differentiation between the chorion membranes, which is described
in this study for the first time.
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INTRODUCCION

En las especies de pulpos del suborden Incirrata (incluyendo los
pulpos benténicos de la familia Octopodidae), los huevos estan
envueltos por una membrana corionica o corion (Villanueva &
Norman, 2008) y en el extremo distal tienen un peddnculo corio-
nico, con el cual se forman racimos de huevos durante el des-
ove (Boletzky, 1998; Olivares et al, 2001). Generalmente, en los
huevos desovados, el corion asume la funcion de proteccion del
embrion contra factores desfavorables del medio ambiente co-
mo la desecacion, la infeccion bacteriana y la destruccion fisica,
ademas, asegura la estabilidad en el interior del huevo con res-
pecto al medio externo permitiendo el intercambio de gases y el
mantenimiento del embrion en liquido vitelogénico (Budelmann et
al, 1997). Sin embargo, los mecanismos fisicos y quimicos que
promueven y regulan la funcion del corion no estéan descritos. En
algunos grupos como el de los insectos, las estructuras corioni-
cas caracteristicas de los huevos son diferentes en las distintas
especies (Rogo et al, 1992) y por ello podrian ser (tiles para hacer
consideraciones filogenéticas (Hinton, 1981). En los cefalopodos,
el corion de los huevos no ha sido clasificado todavia de acuer-
do a las caracteristicas de sus estructuras, ni a su composicion
bioquimica.

En este trabajo se presentan las caracteristicas morfoldgi-
cas del corion de los huevos de las especies de pulpo Octopus
bimaculoides Pickford y McConnaughey, 1949 y 0. hubbso-
rum Berry, 1953, que forman parte de la pesqueria de pulpo en
el Pacifico Mexicano y Golfo de California (Sanchez, 2003; Lopez-
Uriarte et al., 2005; Alejo-Plata et al., 2009). Se describen por pri-
mera vez para estas especies los detalles de la microestructura
superficial externa e interna del corion, la forma de unién con el
pedinculo coridnico y la existencia de un micrépilo. Este estu-
dio fue atil para determinar la existencia de diferencias entre las
membranas corionicas de los huevos de Octopus bimaculoidesy
0. hubbsorum, dichas diferencias podrian ser consideradas como
caracteristicas taxondmicas e incluso evolutivas.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron diez hembras de Octopus bimaculoides en mayo
y ocho de 0. hubbsorumen noviembre de 2011 en la Isla Magdale-
na, Baja California Sur, México (24°38°N; 112°08'W). En estos me-
ses, las dos especies tienen las gonadas maduras (Lopez-Peraza,
2009; Pliego-Cardenas et al., 2011).

Los pulpos fueron transportados al Laboratorio de Manteni-
miento de Organismos Acuéticos del CIBNOR, en La Paz, B.C.S.,
México. Se distribuyeron en forma individual en jaulas de plastico
de 50x 27 x 25 cm, y dentro de ellas se colocd un tubo de PVCH de
4" como refugio. Los pulpos se mantuvieron en un sistema semi-
abierto a 17 °C y salinidad de 35 ups. La tasa de recambio de agua
fue de 300% cada 24 h. Los pulpos fueron alimentados con jaibas
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vivas (Callinectes bellicosus Simpson, 1859), cada 72 h. Las
jaulas fueron limpiadas extrayendo las heces utilizando un sifon y
el refugio fue revisado constantemente para detectar el desove.

Cinco racimos de huevos recién desovados de cada espe-
cie, fueron despegados de los refugios. De los racimos se sepa-
raron 50 huevos con pinzas y se colocaron en cajas de Petri de
100 mm de didametro, con agua marina filtrada con un tamiz de 1
um, a temperatura de 17 °C. Se determinaron las siguientes ca-
racteristicas morfométricas: longitud (L) y ancho (W) del huevo y
longitud del peddnculo coridnico (LP). Las medidas se realizaron
con un micrémetro ocular adaptado a un microscopio estereos-
copico. La morfologia macroscopica del huevo se registrdé con
imagenes obtenidas con una camara fotografica conectada a
un microscopio estereoscopico. Se estudio la microestructura
superficial del corion de 20 huevos de cada especie, mediante el
analisis de las imagenes obtenidas con un microscopio electroni-
co de barrido modelo Hitachi S-300N (Murphy & Roomans, 1984,
Bozzola & Russell, 1999). Las muestras de huevos analizadas de
cada especie fueron del mismo lote de desove. El corion fue obte-
nido por diseccion, separandolo del huevo, abriendo este (ltimo,
en forma longitudinal y ventral, para extraer el embrion. El corion
aislado fue cortado en forma transversal en las regiones pola-
res y longitudinalmente en la zona central, quedando dividido en
cuatro partes que fueron fijadas 2 horas en una solucion 2.5% de
glutaraldehido a 4 °C. Después, fueron lavados tres veces durante
1henagua de mar sintética a un pH de 7.4 a 4 °C. Gradualmente,
el agua de mar fue sustituida por una solucién amortiguadora de
cacodilato de sodio, hasta el 100%, a un pH de 7.4. En seguida,
se deshidrataron en una serie de etanol al 20%, 40%, 60%, 80% y
100% y posteriormente las muestras fueron secadas a punto cri-
tico con un equipo Samdri PVT-3B y al final fueron cubiertos con
paladio, en un recubridor Denton Vacuum Desk II.

A partir de los datos morfométricos de los huevos se obtuvo
el promedio y la desviacion estandar (n = 50).

RESULTADOS

Las hembras de Octopus bimaculoides desovaron entre 15y 20
dias después de la recolecta y las de 0. hubbsorum lo hicieron
entre 20 y 24 dias después. Las hembras de las dos especies mu-
rieron al final del cuidado parental de los huevos: 0. bimaculoides
alos 60 diasy 0. hubbsorum a los 40 dias después del desove.

Las caracteristicas morfométricas de los huevos de 0. bima-
culoidesy 0. hubbsorum se muestran en la Tabla 1. Los huevos
de 0. bimaculoides tienen forma ovocilindrica y son desovados
en forma de racimos, unidos directamente a la superficie interna
del refugio (Fig. 1). Los huevos frescos son suaves, el embridn con
vitelo tiene un color blanquecino, inmerso en liquido perivitelino y
delimitado por una membrana coridnica delgada, transparente y
flexible, que permite ver al embrién que hay en el interior. El hue-
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Tabla 1. Caracteristicas morfométricas de los huevos de Octopus bimaculoidesy 0. hubbsorum (n = 50). Los ejemplares de ambas especies
presentaron una longitud de manto de 120 £ 2 mm y un peso total de 660 + 60 g.

Especie Longitud de huevos Ancho de huevos Longitud del peddnculo coriénico
(mm) (mm) (mm)

Promedio + SD Rango Promedio + SD Rango Promedio + SD Rango

Octopus bimaculoides 10114 7.5-10.3 33+0.2 2.8-35 8505 8-9.2

Octopus hubbsorum 2.1+0.1 2.0-2.2 0.75 £ 0.05 0.7-0.8 6.2+03 6.0-6.5
vo tiene un peddnculo coridnico en el polo menor (extremo apical Enlasimagenes de microscopia de barrido, pudo apreciarse
del huevo) (Fig. 2). En el microscopio estereoscapico, la superficie  que el corion del huevo de 0. bimaculoides, tiene un grosor de 8
del corion mostrd una apariencia lisa. pm (Fig. 3). En la superficie externa y en la superficie interna del

corion, existen poros con un didmetro menor a 1 pm (Figs. 4-7). La
union interna del cuerpo del corion con el pedinculo coridnico es
continua no existiendo una division entre ellos (Fig. 8).

Las imagenes de microscopia electronica de barrido mues-
tran diferencias en la micromorfologia del corion de los huevos de
0. bimaculoidesy 0. hubbsorum.

Figuras 1-8. Morfologia del huevo de Octopus bimaculoides. 1) Racimos de huevos, imagen tomada con camara digital en caja
de petri. 2) Huevo separado del racimo: pc, pedinculo coriénico, imagen tomada con microscopio estereoscapico. 3) Micro
imagen del huevo: ¢, corion; mp, material perivitelino; e, embrion, imagen tomada con microscopio electronico de barrido. 4), 5),
6) y 7) Superficie externa y superficie interna del corion: p, poro, imadgenes tomadas con microscopio electronico de barrido. 8)
Unidn interna del corién con el pedinculo coriénico, imagen tomada con microscopio electrénico de barrido.
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Figuras 9-16. Morfologia del huevo de Octopus hubbsorum. 9) Racimos de huevos, imagen tomada con camara digital. 10) Huevo
separado del racimo: ¢, corion; e, embridn; ea, ensanchamiento anular; pc, peddnculo coriénico; m, micrépilo, imagen tomada
con microscopio estereoscopico. 11) Vista del corte longitudinal del corion del huevo, imagen tomada con microscopio elec-
tronico de barrido. 12) Superficie externa del corion, imagen tomada con microscopio electronico de barrido. 13) y 14) Unidn
interna del corion con el pedinculo coridnico, imadgenes tomadas con microscopio electronico de barrido. 15) y 16) Vista frontal
del micrépilo del corion: m, micrépilo, imagen tomada con microscopio electrénico de barrido.

Los huevos de 0. hubbsorum, fueron desovados en racimos
(Fig. 9) y presentan una forma, apariencia, y consistencia similar
a los huevos de 0. bimaculoides, aunque son de menor tamafio.
En las fotografias con microscopio estereoscdpico, el pedinculo
coriénico mostrd un ensanchamiento anular, a una distancia de
300 pm de la union con el cuerpo del corion. En el polo mayor del
corion (extremo hasal del huevo) se localiza el micropilo (Fig. 10).

Con las imagenes de microscopia de barrido, fue posible ob-
servar que el corion del huevo de 0. hubbsorum tiene un grosor
de 4 pm (Fig. 11), y que las superficies interna y externa carecen
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de poros (Fig. 12). La union interna del cuerpo del corion con el
peddnculo coridnico, no es continua, ya que existe una division
en forma de tabique entre los mismos (Fig. 13-14). El micropilo,
ubicado al centro del polo mayor del corion, es cerrado y corres-
ponde a una cavidad circular profunda, de 15 pm de diametro (Fig.
15-16).

DISCUSION

Las caracteristicas macromorfoldgicas de los huevos de pulpos
han sido descritas por varios autores (Naef, 1928; Mangold et al.,
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1971; Boletzky, 1989). En términos generales, los huevos de pulpo
solo tienen una membrana coriénica protectora del embrién in-
merso en liquido perivitelino. (Mangold et al.,, 1971; Boletzky, 1998;
Villanueva & Norman, 2008). En los huevos de calamares, el liqui-
do perivitelino es considerado un tranquilizante natural que evita
la rapida eclosion de las paralarvas (Marthy et al., 1976), sin em-
bargo, su presencia en los huevos de pulpo no ha sido evaluada
todavia. Se considera que los pulpos productores de paralarvas
planctonicas, forman huevos pequefios (1.5-5 mm), como ocurre
en 0. hubbsorum, y que los pulpos productores de paralarvas
bentonicas forman huevos grandes (> 10 mm) (Hochberg et al,,
1992; Boletzky et al., 2002), como se ha documentado para 0. bi-
maculoides (Forsythe & Hanlon, 1988). Seglin la especie de pulpo,
los huevos poseen un pedinculo coridnico de cierta longitud, que
los une entre si, formando racimos (Boletzky, 1989; Huffard & Ho-
chberg, 2005). Esto se observd en los resultados de la morfometria
de los huevos de ambas especies estudiadas: 0. bimaculoides y
de 0. hubbsorum. También se ha sefialado que la variacion de
la longitud de los pedinculos coridnicos de los huevos estd mas
relacionada con la cantidad de huevos por racimo que con el ta-
mafio de los huevos de los mismos (Villanueva et al., 1995; Ortiz
et al., 2006).

En este trabajo, el examen de los huevos con microscopio
electronico de barrido (MEB), mostrd que el corion de los huevos
de Octopus bimaculoidesy de 0. hubbsorum son diferentes, en la
micromorfologia de la superficie del corion y en las estructuras
presentes en los dos polos del mismo, especialmente el polo ma-
yor, donde se sitlia el micrépilo. En imagenes de MEB, se observd
la existencia de poros en el corion del huevo de 0. bimaculoi-
des, lo cual no habia sido reportado con anterioridad. En trabajos
acerca del corion de huevos de peces teledsteos, como el sal-
mon, Salmo salarLinnaeus, 1758, se ha sugerido que la presencia
de poros facilita la difusion de gases y productos metabélicos de
desecho (Iconomidou et al., 2000) y ademas permiten la comuni-
cacion entre las capas del corion (Jaramillo et al., 2009; 2012).

Se ha reportado que el corion de los huevos de pulpo, tiene
caracteristicas fisicas y quimicas que permiten la estabilidad del
huevo (Budelmann et al,, 1997) y evitan que moléculas grandes
liberadas por el embrién y contenidas en el liquido perivitelino
abandonen el huevo (Boletzky, 2003). Sin embargo, el mecanismo
del tipo de paso de sustancias, ya sea pasivo (0,, CO,, agua, urea,
glucosa) y/o activo (aminoacidos, polipéptidos, vitaminas), no es-
té determinado todavia.

Los huevos de Octopus vulgaris Cuvier, 1797, carecen de
micropilo y las paralarvas al tiempo de la eclosion rompen el polo
mayor del corion (extremo basal del huevo), con la glandula de
eclosion u érgano de Hoyle's (Villanueva & Norman, 2008). En el
huevo de 0. hubbsorum, el micrépilo se encuentra precisamente
en el polo mayor del corion y aunque su funcion no es clara po-
dria estar relacionado con la eclosion de las paralarvas, ya que el
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corion se alarga y adelgaza, conforme avanza el desarrollo de la
paralarva (Uriarte et al,, 2009). Por otra parte, su funcion también
podria estar relacionada para facilitar el paso de los espermato-
zoides para la fecundacion del huevo, antes de la puesta, ya que
el corion del huevo esta formado.

Dado que en este trabajo, se describen diferencias en la mi-
cromorfologia del corion de los huevos de 0. bimaculoides'y O.
hubbsorum, seria conveniente realizar estudios de microestruc-
tura de los huevos de otras especies de pulpos para determinar
si la micromorfologia del corion puede reflejar la filogenia de es-
pecies, géneros o familias. Ademas, seria relevante estudiar el
mecanismo de la permeabilidad del corion, para comprender la
influencia del mismo en el desarrollo del embridn, considerando
el efecto de factores ambientales, como temperatura y salinidad,
lo cual ayudaria a optimizar la obtencion de paralarvas de pulpos
en laboratorios de acuicultura.
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