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Resumen de la tesis que presenta Ana Lillian Gémez Fierro como requisito parcial para la obtencidén del
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Crecimiento y supervivencia en juveniles de Octopus bimaculoides alimentados con dietas naturales

Resumen aprobado por:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez
Directora de tesis

Los pulpos son especies con potencial acuicola gracias a su rdpido crecimiento y adaptacién al cultivo. La
nutricién durante las primeras etapas de desarrollo de estos organismos, es uno de los principales cuellos
de botella para desarrollar su cultivo. Las especies de pulpo con desarrollo directo (sin etapa de paralarva)
tienen mayor potencial, gracias a que los juveniles tienen la capacidad de alimentarse como un organismo
adulto. No obstante, a pesar de la obtencion de resultados prometedores con el uso de dietas que
contienen proteina de crustaceos, aun se tienen mortalidades considerables y los organismos que
sobreviven alcanzan tallas mds pequefias comparadas con los pulpos silvestres. La dieta que permita
desarrollar el cultivo de pulpo con tasas de crecimiento similares a la del medio natural y mejor
supervivencia, son el reto en la investigacidn con estos organismos. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el crecimiento, la presencia de los ocelos, la supervivencia y los dcidos grasos altamente
insaturados en los juveniles de O. bimaculoides alimentados con dietas naturales. Las dietas fueron
elaboradas con jaiba (Callinectes sapidus) y mejillén (Mytilus galloprovincialis) en diferentes proporciones,
con grenetina como aglutinante. Los juveniles de pulpo fueron alimentados con tres dietas (D) cada una
con cuatro replicas: D1, con 60% de carne de jaiba, 36% de mejillén y 4% de grenetina; D2, con 80% de
carne de jaiba, 16% de mejilldn y 4% de grenetina, D3, con 80% de carne de jaiba, 11% de mejillén, 5% de
aceite de ojo de atun y 4% de grenetina. Los pulpos (n= 48 por tratamiento) se mantuvieron en tanques
de 60 L, cada uno en un refugio individual (n= 144) durante 28 dias, en ese momento se realizd un
muestreo al azar; posteriormente, se siguio el cultivo hasta los 42 dias (Dieta 1: n=20, Dieta 2: n=23 y Dieta
3: n=22). A los 42 dias de cultivo el peso ganado con respecto al inicial en el grupo de la D2 (105%) fue
mayor que en los grupos de la D1 (11%) y la D3 (51%) (p < 0.05). La presencia de ocelos en los juveniles se
registrd a partir de los 14 dias de cultivo, a los 21 dias el 49.3% de 142 individuos presentaron los ocelos y
a los 28 dias se observé en el 90% de los organismos. La mejor supervivencia se obtuvo en los organismos
delaD2,con97.92% a los 28 dias y 95.65%, mientras que a los 42 dias de cultivo se obtuvo la supervivencia
mas baja (80%) en los pulpos de la D1. La composicién de los acidos grasos altamente insaturados
araquidonico (ARA, 20:4 n6), eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n3) y docosahexaenoico (DHA, 22:6 n3)
disminuye entre los juveniles recién eclosionados y los pulpos de 28 y 42 dias de cultivo, sin embargo, se
encontraron mas diferencias significativas entre los juveniles recién eclosionados y los individuos en D2 Y
D3 (p < 0.05). Los organismos que recibieron la D3 no presentaron diferencias significativas con los
organismos recién eclosionados en el contenido de DHA. A los 28 dias de cultivo, la relacion DHA:EPA de
los organismos alimentados con la D3 (2.48 + 0.21) y la encontrada en los pulpos recién eclosionados (2.01
+0.06) no presentaron diferencias significativas (p = 0.05), mientras que a los 42 dias de cultivo, la relacion
DHA:EPA presente en las dietas D1 (1.81 + 0.22) y D2 (1.59 + 0.12) no tuvo diferencias significativas (p =
0.05) con los juveniles recién eclosionados.

Palabras clave: Octopus bimaculoides, crecimiento, supervivencia, desarrollo de ocelos, PUFAs.



Abstract of the thesis presented by Ana Lillian Gdmez Fierro as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Aquaculture.

Growth and survival of Octopus bimaculoides juveniles fed with natural diets

Abstract approved by:

Dr. Mdnica Hernandez Rodriguez
Thesis Director

Octopus are species with high aquaculture potential due to their rapid growth and adaptation to captivity.
Nutrition during first development stages is the principle cause of octopus’s mortalities. Octopus species
with direct development (no paralarvae stage) have more potential, because juveniles have the capacity
to feed like an adult octopus. Nevertheless, despite of the promising results obtained with crustacean
based diets, mortalities and small sizes in comparison against wild organisms are still obtained. The goal
of researches upon these species is to formulate diets that allow to develop octopus culture with growth
rates similar to those on wild animals and better survival than that observed on animals in captivity. For
this reason, the aim of the present study was to assess the growth, survival and highly unsaturated fatty
acids on Octopus bimaculoides juveniles. Diets were formulated with blue crab (Callinectes sapidus) and
mussel (Mytilus galloprovincialis) on different proportions using grenetin as a binder. Octopus juveniles
were fed with three diets (D): D1, 60% blue crab, 36% mussel and 4% grenetin; D2, 80% blue crab, 16%
mussel and 4% grenetin and D3, 80% blue crab, 11% mussel, 5% tuna eye oil and 4% grenetin; each
treatment with four replicates. Individuals were maintained on 60 L tanks, each organism was placed in an
individual refuge (n = 144) during 28 days, after this period, a random sample (N = 71) was made, to
continue until 42 days of culture (Diet 1: n = 20, Diet 2: n = 23 y Diet 3: n = 22). The octopuses that gained
more weight (mg) were the group fed with D2 (105%) compared to D1 (11%) and D3 (51%) (p < 0.05).
Development of ocelli on juveniles was registered for the first time on day 14 of culture, after 21 days 49
% of 142 individuals presented ocellus, and at 28 days 90% of the juveniles presented ocelli. Best survival
was obtained in organisms fed with Diet 2, with 97.92% of survival at 28 days of culture and 95.65% at 42
days of culture, while at 42 days of culture 80% was the less survival, obtained in organisms fed with Diet
1. Composition of highly unsaturated fatty acids arachidonic (ARA, 20:4n6), eicosapentaenoic (EPA,
20:5n3) and docosahexaenoic (DHA, 22:6n3) decreased from newly-hatched juveniles to 28 days and 42
days of culture, nevertheless, more significant differences were found between newly-hatched juveniles
and individuals on D2 and D3 (p < 0.05). DHA content in organisms fed with Diet 3, did not revealed
statistically significant differences with newly-hatched juveniles. On 28 days of culture, DHA:EPA relation
in individuals fed with Diet 3 (2.48 + 0.21) and that observed on newly-hatched juveniles (2.01 = 0.06) did
not revealed statistically significant differences (p 2 0.05), at 42 days of culture, DHA:EPA relation observed
on diets D1 (1.81+0.22) and D2 (1.59 + 0.12) did not revealed statistically significant differences (p = 0.05)
in comparison with newly-hatched juveniles.

Keywords: Palabras clave: Octopus bimaculoides, growth, survival, ocellus development, PUFAs
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1. Pesqueria mundial de los cefalopodos

Las ultimas décadas se han convertido en el segundo periodo histdrico de mayor produccién pesquera
(93.7 millones de toneladas), como consecuencia de factores econdmicos asociados al aumento
demografico que ejercen presién sobre la obtencidn de estos recursos (FAO, 2014). Actualmente hay gran
dependencia sobre el sector pesquero y acuicola, siendo el pescado el 17% de la proteina animal contenida
en la dieta de toda la poblaciéon del mundo. El consumo mundial de pescado per capita fue de 15.4 kg
durante el 2010, mientras que, en China, que es el mayor productor, tuvo un consumo de 35.1 kg per
capita. En el 2012, la captura marina a nivel mundial estuvo sostenida por 18 paises con el 76%, en donde
México ocupo el lugar nimero 16 con 1, 467, 790 t, lo que representd alrededor del 2% de la produccién

total (FAO, 2014).

Algunas poblaciones marinas han sido sobreexplotadas como consecuencia de la pesqueria mal
administrada; la FAO (2014) indica que 28.8% de las poblaciones de peces que fueron capturadas,
enfrentan un desequilibrio ecolégico ocasionado por el mal manejo de las capturas. Por lo tanto, es
importante restaurar las poblaciones sobreexplotadas deteniendo su consumo, pesca y comercio, y al
mismo tiempo concentrando la pesca en otras especies y sobre todo incorporando técnicas alternativas
de produccién de bajo impacto, como la acuicultura sustentable, la cual reducira cada vez mas la carga

que hay sobre la pesca (FAO, 2014).

La disponibilidad anual de los moluscos, incluidos algunos cefalépodos como pulpos, calamares y sepias
incrementd gracias a la contribucidn de la acuicultura de 0.8 kg a 2.9 kg per cdpita en el periodo 1992-
2010, de los cuales 0.5 kg per cépita provenian de los cefalépodos (FAO, 2014). Los cultivos pioneros de
pulpos fueron realizados en los paises mediterraneos con la especie Octopus vulgaris (Berger, 2010). Sin
embargo, la acuicultura comercial dirigida a este grupo de especies, aun depende de la captura de
organismos del medio silvestre y la engorda se realiza principalmente mediante la utilizacién de jaulas en
la costa. Esta dependencia del medio silvestre evidencia la falta de conocimientos sobre los factores que
afectan el desarrollo de estos individuos fuera de su medio natural, primordialmente durante sus etapas
larvales. De tal modo que, hasta el dia de hoy, la mayor parte de los cultivos en tanques han sido

implementados solamente con fines de investigacion, lo cual impide la viabilidad comercial de estos
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productos (Berger, 2010; Garcia-Garcia et al., 2014; Pierce y Portela, 2014; Globefish, 2014; Pierce y
Portela, 2014).

Los cefalépodos tienen gran potencial acuicola por su rdpido crecimiento y su periodo corto de vida
(Villanueva et al., 2014). Hanlon y Forsythe (1985) seleccionaron a Octopus joubini, Octopus briareus,
Octopus maya, Octopus bimaculoides y a Octopus digueti para realizar estudios que permitan cultivar
pulpos para su utilizacidn en investigacién biomédica. Estos autores mencionan que existe mas ventaja en
cultivar estos pulpos con desarrollo directo (sin etapa de paralarva), debido a que se encuentran
completamente desarrollados para ingerir alimento como un pulpo adulto, por sus habitos bentdnicos,
buscan refugio inmediatamente después de eclosionar, tienen un rapido crecimiento y se adaptan
facilmente al laboratorio. No obstante, a pesar de su gran potencial, aun no se ha alcanzado el pleno
conocimiento sobre muchos aspectos como la nutricién, que al ser deficiente se manifiesta en baja
supervivenciay crecimiento reducido de paralarvas (Octopus vulgaris) y juveniles, siendo el principal cuello
de botella para estas etapas (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Seixas et al., 2010; Villanueva et al., 2014).
Al igual que otras especies sobreexplotadas y con base en las capturas mundiales, la demanda de
cefalépodos como O. vulgaris, Dosidicus gigas, Sepia officinalis, Todarodes pacificus, entre otros, también
enfrentan la disminucién de sus poblaciones (FAO, 2014; Pierce y Portela, 2014), aunado al mal manejoy
la falta de establecimiento de tallas para pesca, lo que dificulta satisfacer la demanda en el mercado (Pierce

et al., 2010).

En los afios 2014 y 2015, los principales proveedores de pulpo fueron Marruecos y Mauritania, por su parte
Espafia e Indonesia incrementaron su exportacién hacia Italia, y Portugal en tercer lugar después de
Marruecos y Mauritania hacia Espaia (Globefish, 2015). En el primer trimestre del afio 2014, los
principales importadores de pulpo fueron Italia con 10, 100 t, Espafia con 9, 100 t y Japdn con 10, 200 t.
Estos paises aumentaron sus importaciones durante el mismo periodo del afio 2015, Italia con 13, 400 t,
Espafia con 13,900ty Japdn con 13, 400 t. Para el segundo trimestre de ese mismo afio, Japdn incrementd

sus importaciones hasta 21, 000 t (Globefish, 2015).

El precio del pulpo ha sido establecido por Japdn y hasta el 2012 se encontraba alrededor de los 10 délares
por 0.3 kg o media pieza y 13 dodlares por 2 kg o tres piezas, sin embargo, para el afio 2014 las
importaciones se habian reducido y para el tercer cuarto del 2015 el precio disminuyd alrededor de 2
dodlares por kg, pero las importaciones aumentaron 31% respecto al afio anterior con 13, 400 t (FAO, 2012;
Globefish, 2015). Durante el 2015, se registré una disminucién de desembarques pesqueros en Espania,

Portugal y Republica de Korea, pero éstas aumentaron en Marruecos, Mauritania y México (Globefish,
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2017). En Galicia, Espafia, el valor del pulpo rebasé los 2.6 millones de euros, mientras que Japén aumento
la importaciéon por 38.5% hasta 28, 800 t. Durante el primer semestre del afio 2016, Marruecos y
Mauritania redujeron sus exportaciones hacia Japon, pero Marruecos aumenté sus exportaciones hacia
Espafia en un 17%, por lo que Japdn importd 24, 500 t, un 15% menos en relaciéon al primer semestre del
afio 2015 y Espafia se mantuvo estable con 27, 200 t, mientras que China aumentd sus embarcaciones

hacia Japdn en un 23% (Globefish, 2017).

1.2 Captura de pulpo en México

Actualmente, México se encuentra en el tercer lugar de produccién mundial con 38, 885 toneladas, las
cuales fueron registradas en el afio 2016, habiendo incrementado en un 56% desde el afio 2013 y con un
aumento en su valor econédmico durante el mismo periodo de 648 millones de pesos a 1, 236 millones
(CONAPESCA, 2017). La captura de pulpo esta dirigida mayormente a las especies O. vulgaris (pulpo
comun) y Octopus maya (pulpo rojo), provenientes de los estados de Campeche, Yucatan y Quintana Roo,

asi como del Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano para el pulpo comun (CONAPESCA, 2014).

La pesqueria de pulpo es una de las mds importantes en México, ésta se encuentra regulada por SAGARPA
para las especies O. maya y O. vulgaris (SEGOB, 2014). En el afio 2013 a nivel nacional, el pulpo ocupé el
onceavo lugar en volumen de captura de especies marinas, el cuarto lugar en valor econédmico y en
séptimo lugar en exportaciones pesqueras, las cuales fueron principalmente absorbidas por Italia y Espaia
(CONAPESCA, 2013). En el afio 2015, gracias a la produccidn procedente del estado de Yucatan, el pulpo
llegd a cubrir 0.14 kg per capita en consumo nacional (Mentado, 2015) y colocé a México en el cuarto lugar
en produccion de pulpo a nivel mundial con 14 mil t capturadas y un valor econémico de 700 millones de
pesos (SAGARPA, 2013; 2015). Cabe mencionar que para el afio 2011, el producto ocupé el segundo lugar
en exportaciones nacionales, abasteciendo principalmente a Italia, Espafia y Estados Unidos (CONAPESCA,
2011). Aunque las posiciones flucttian, para el afio 2013 la posicidon del pulpo en volumen de pesca
descendié al lugar 11 y en exportaciones al séptimo (CONAPESCA, 2013); en el afio 2015, Espafia y Japon
importaron el 70% de la produccidn de Yucatan (SAGARPA, 2015).

En el Anuario Estadistico de Acuicultura y Pesca, en México (afio 2013), se reporté que la captura de pulpo
fue de 24, 847 t, de las cuales 1, 264 t provenian de los estados de Jalisco, Sonora, Baja California y Baja

California Sur con las especies Octopus macropus, Octopus bimaculatus (se capturan en invierno), Octopus
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rubescens (captura en verano) y Octopus hubbsorum (captura en verano), esta Ultima sostiene la pesca de
pulpo en el pacifico mexicano por su distribucién extensa en la regién (CONAPESCA, 2008b; 2013). Esta
produccién ha fluctuado a través de los afios; en el 2012 fueron capturadas 30, 958 t, es decir, la captura
aumenté en un 11% con respecto al afio anterior cuando se habian producido 27, 541 t, después esta
produccién disminuyd en un 20% para el aifio 2013. Cabe sefalar que la mayor produccién de pulpo en el
afio 2013 provino en un 93% de los estados de Yucatdn y Campeche y el resto (7%) de los otros 14 estados,
entre ellos Baja California que contribuyd con 155 t, es decir, con el 0.6% de la produccidn nacional de
pulpo. Yucatan se ha posicionado como el mayor productor de pulpo en México, para septiembre de 2014,
produjo 10, 000 t siendo la especie O. maya la que aporta el mayor porcentaje a esta pesqueria con un
valor monetario de 38.7 millones de ddlares (Globefish, 2014). Datos del afio 2015 (del 1 de agosto al 11
de diciembre) indican que los estados de Campeche y Yucatan llegaron a capturar 30, 826 t de pulpo
comun y pulpo rojo, de las cuales, el 81% le correspondié al pulpo rojo con 24, 843 t, siendo esta especie

la que contribuye a la mayor produccién de pulpo en el pais (CONAPESCA, 2015).

La importancia del pulpo dentro de la produccién pesquera mundial, hace de sumo interés el obtener
conocimientos sobre la biologia bésica de estas especies, y asi contribuir en el desarrollo de sus cultivos.
Los estudios de diferentes disciplinas que colaboren para conocer acerca del correcto acondicionamiento
de las instalaciones, manejo de la temperatura, calidad del agua y sobre el requerimiento nutricional de
estas especies, como el tipo de nutrientes, su contenido, la calidad (Lee et al., 1995; Domingues et al.,
2007) y el balance entre los mismos (Aguado-Giménez y Garcia-Garcia, 2002; Miliou et al., 2005 Okumura

et al., 2005; Seixas et al., 2010), podran favorecer el desempefio de estos organismos en cautiverio.

1.3 Antecedentes

1.3.1 Biologia de Octopus bimaculoides

El pulpo O. bimaculoides tiene una distribucién mediterrdanea desde Simeon, California hasta Guerrero
Negro, Baja California (Figura 1) (Jereb et al., 2014), habita en el intermareal y se resguarda bajo rocas las
cuales utiliza como cuevas (Stoskopf y Oppenheim, 1996). En el medio natural, estos organismos tienen
un peso promedio de 800 g y puede alcanzar tallas similares en cautiverio; su ciclo de vida es de hasta 1.5
afios, con crecimiento rapido (hasta 0.88 mg d!) y produce huevos grandes de aproximadamente (13 mm)

(Solorzano et al., 2009) en comparacidn con otras especies como O. vulgaris (2.7 mm) y O. mimus (3 mm)
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que tienen etapa de paralarva (Villanueva y Norman, 2008), lo cual es importante para considerar su

produccién (Boletzky y Villanueva, 2014).

40°N

30°N UG

20°N

Figura 1. Distribucidon de O. bimaculoides desde el Noroeste de Simeon, California hasta Guerrero Negro, Baja
California (Tomado de Jereb et al., 2014) (izquierda) y puntos de distribucién tomada de gbif.org (derecha).

La distribucidon de O. bimaculoides coincide con la de Octopus bimaculatus, ambas especies poseen
fisiologia similar incluyendo el par de ocelos (manchas de ojos falsos), los cuales son pigmentaciones que
se encuentran en los laterales de la cabeza y son utilizados por estos organismos para mimetizar a un
animal mas grande y protegerse de sus depredadores (lereb et al., 2014). A pesar de las similitudes, el
patrdn de coloracion de los ocelos es distinto (Figura 2). El organismo adulto tiene los brazos laterales mas
largos, es decir, el tercer brazo mds largo, después el segundo, cuarto y primer brazo de cada lado
(3>2>4>1) con dos lineas de ventosas, teniendo entre 140 y 190 ventosas por los ocho brazos (Jereb et al.,

2014).

Figura 2. Ocelos de O. bimaculatus y O. bimaculoides. En O. bimaculatus, una mancha oscura con un anillo de color
azul iridiscente semejante a una cadena rota con rayos saliendo del circulo azul (izquierda) y en O. bimaculoides, una
mancha oscura y un anillo en forma de cadena de color azul iridiscente (derecha). Imagenes tomadas de Jereb et al.
(2014).
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La descendencia de cada hembra proviene por lo general de distintos padres y la puesta de huevos ocurre
durante varios dias, esto puede ser de gran utilidad para su manejo en estanques de laboratorio, ya que
es posible controlar el momento de la eclosidon de la puesta por medio de cambios de temperatura
(Boletzky y Villanueva, 2014). La hembra desova y coloca sus huevos sobre un sustrato rocoso y durante
el periodo de incubacién los protege con sus brazos, los limpia de suciedad y favorece la ventilacion entre
los mismos utilizando chorros de agua (Boletzky y Villanueva, 2014). Directamente del huevo, eclosionan
juveniles de habitos benténicos como un pulpo adulto (Forsythe y Hanlon, 1988); del mismo modo estos
individuos estan preparados tanto en su comportamiento como en su conformacién anatémica para
alimentarse de presas vivas como un organismo adulto (Forsythe y Hanlon, 1988; Uriarte et al., 2011).
Debido a que la especie es semelpara como otros cefalépodos, a los pocos dias después de la eclosion de
los juveniles la hembra muere (Sakurai et al.,, 1996; Boletzky y Villanueva, 2014), lo que puede deberse a
la falta de alimentacion seguido de un proceso degenerativo que impide su supervivencia (Boletzky y

Villanueva, 2014).

1.3.2 Lipidos y acidos grasos

Las proteinas son la fuente principal del metabolismo en especies carnivoras como los pulpos (O’ Dor y
Wells, 1987; Lee et al., 1995; Villanueva et al., 2004), sin embargo, los lipidos cumplen un papel importante
como fuente de energia, reserva energética, formacion de membranas celulares (fosfolipidos) y como

precursores de otras moléculas (quilomicrones) (Webster y Lim, 2002).

Los acidos grasos son la principal molécula que conforma a los lipidos, tienen dos clasificaciones: 1) el
grado de saturaciéony 2) la longitud. Entre mayor es la cantidad de atomos de hidrégeno en esta molécula,
el 4cido graso tendrd mayor saturacidn, es decir, los dtomos de carbono estardn ocupados en sus cuatro
electrones. Cuando un acido graso tiene uno o mas pares de carbonos unidos por dos o tres enlaces, éste
se llamard 4cido graso insaturado, si tiene tres o mas pares, se llamara acido graso poliinsaturado, cuando
contiene mas de tres pares, se llamara acido graso altamente insaturado (HUFA) (Webster y Lim, 2002). La
longitud del acido graso la determina el nimero de carbonos contenidos en la cadena, los mas importantes
para los peces y otros organismos marinos como los pulpos son aquellos de 16 y 22 carbonos (Webster y

Lim, 2002).
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Las proteinas y los acidos grasos tienen cierta esencialidad, y las cantidades y proporciones difieren entre
organismos, por ejemplo, algunos animales pueden sintetizar dcidos grasos tan esenciales para otros
organismos como son el dcido docosahexanoico (DHA) y el 4cido eicosapentanoico (EPA) a partir de otros
acidos grasos como linolénico y linoleico (Webster y Lim, 2002). Existen acidos grasos que pueden ser
sintetizados por la mayoria de las especies marinas, como los saturados 16:0 y 18:0, sin embargo, existen
otros acidos grasos que al igual que las vitaminas esenciales, no pueden ser sintetizados de novo y deben
de estar presentes en la dieta; esto no es un problema cuando los organismos se encuentran en su habitat

natural, pero lo es cuando se desea alimentarlos adecuadamente en cautiverio (Sargent et al., 2002).

En ciertos organismos como los pulpos, no pueden elongar y desaturar cadenas de otros acidos grasos
para la formacién de los acidos grasos esenciales, entre ellos los poliinsaturados y altamente insaturados,
los cuales son necesarios para las membranas celulares y otras moléculas, esto debido a que carecen de
las enzimas desaturasas A2y A5 y otras enzimas (i.e. A®, A% y A* desaturasas) (Sargent et al., 2002). Por
este motivo, en organismos en cultivo, se deben suministrar dietas que contengan la mejor proporcion de
acidos grasos, prestando mas atencidn a los acidos grasos altamente insaturados (HUFA), los cuales se
encuentran mas que nada en especies que habitan en agua fria, por esta razén pueden funcionar como

suministro de acidos grasos esenciales para otras especies que los requieran (Webster y Lim, 2002).

Los HUFAs como el acido docosahexaenoico (DHA), eicosapentanoico (EPA) y araquiddnico (ARA), han sido
incorporados en la dieta de especies marinas, debido a su importancia en los estadios larvales y juveniles,
ya que al ser incorporados directamente en sus membranas celulares favorecen su crecimiento (Navarro
y Villanueva, 2000, 2003; Seixas et al., 2010). La calidad del alimento ha resultado ser el cuello de botella
en el desarrollo de las primeras etapas del ciclo de vida de los cefalédpodos, debido a que se han encontrado
deficiencias en el contenido de acidos grasos lo que trae como consecuencia una baja supervivencia y poco
crecimiento (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Seixas et al., 2010). Por lo anterior, en la actualidad los
esfuerzos se concentran en el estudio de cada uno de los elementos que conforman la dieta y en la
cantidad de los mismos para cumplir con los requerimientos de este grupo de organismos (Solorzano et

al., 2009).



13.3 Avances en el cultivo de pulpo

Para la transicion a la acuicultura, los estudios de Forsythe y Hanlon (1988), Sakurai et al. (1996), Noyola
et al. (2013a, 2013b), entre otros, consideran a la temperatura como un factor ambiental controlador del
desarrollo de especies como O. bimaculoides, O. maya y T. pacificus. Sin embargo, el conocimiento en
diferentes disciplinas como la nutricién y la fisiologia de los cefalépodos, podra contribuir al desarrollo de
los cultivos piloto experimentales que actualmente se realizan y que adn no proveen los mejores

resultados (Navarro y Villanueva, 2003).

Las observaciones realizadas sobre O. vulgaris, han llamado la atencién de diversos investigadores, de tal
modo que han unido sus esfuerzos con la finalidad de plantear algunas recomendaciones, enfocadas en
futuras lineas de investigacion, tales como: reproduccion, engorda, desarrollo, nutricién y calidad del agua,
entre otras, cuyos resultados ayudaran al desarrollo de los cultivos de las especies de pulpo (lIglesias et al.,

2007).

Navarro y Villanueva (2003), estudiaron el crecimiento de O. vulgaris utilizando Artemia y microdietas
encapsuladas; Seixas et al. (2010), utilizaron Artemia enriquecida, microalgas y una dieta inerte con alto
valor proteico; en ambos estudios se concluye que el bajo crecimiento se debe al desbalance en el
contenido de los acidos grasos EPA y DHA. Okumura et al. (2005), alimentaron a las paralarvas de esta
especie con Artemia en distintas etapas de desarrollo y con el pescado Ammodytes personatus, sus
observaciones demostraron la aceptacién de este pescado como alimento por el comportamiento de caza
al suministrarlo congelado en forma de hojuelas. Los autores mencionan que considerando la baja
aportacién de la Artemia, la inclusion del pescado mejord el crecimiento de las paralarvas desde el dia de
la eclosidn hasta el dia 32, debido a que éste tenia una relacién similar de DHA:EPA (=1.5) a aquella
presente en los organismos recién eclosionados (Okumura et al., 2005) y en los juveniles silvestres
estudiados por Navarro y Villanueva (2003). Prato et al. (2010), observaron durante 30 dias el efecto de
cinco dietas (conformadas por cangrejos, pescados y mejillén) sobre el crecimiento, composicién de lipidos
y acidos grasos en juveniles de O. vulgaris. Los autores realizaron una comparacién de la composicién
proximal entre organismos cultivados y organismos silvestres; sus resultados demostraron un mejor
crecimiento conforme se incrementd el DHA y EPA en la dieta suministrada, ademas encontraron una

proporcién de DHA:EPA mayor a 1 para organismos silvestres y cultivados.
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Mangold y Boletzky (1973), Berger (2010) y otros autores mencionados por Iglesias et al. (2007), aluden a
las caracteristicas que diferencian a O. vulgaris de otros cefaldpodos y que lo hacen propicio para su uso
en la acuicultura, particularidades que también se han observado en especies de distribuciéon nacional
como O. maya y O. bimaculoides. Entre estas caracteristicas se encuentran la adaptabilidad al cautiverio,
uso minimo de la columna de agua para nadar, la posibilidad de acelerar o retrasar el desarrollo de los
embriones en funcién del incremento o disminucidn de la temperatura, y sus tasas de crecimiento hasta
de 4.1% para O. vulgaris, 8% para O. maya y 7% para O. bimaculoides. Asimismo, se ha documentado una
tasa de conversidn alimenticia de hasta 50% en O. vulgaris, 45% en O. maya y 50% para O. bimaculoides
(Van Heukelem, 1976; Forsythe y Hanlon, 1988; Iglesias et al., 2007; Rosas et al., 2007; Solorzano et al.,
2009; Uriarte et al., 2011).

Existen especies que pueden ser buenos candidatos para la acuicultura, como la especie con distribucién
chilena y peruana Octopus mimus. Zuiiiga et al. (2011), evaluaron la respuesta de esta especie a tres dietas
trituradas y aglutinadas con grenetina en forma de embutido; el grupo control, el cudl consistia sélo en
almeja congelada (Protothaca thaca), dieta regularmente utilizada en la engorda de esta especie, en las
otras dos dietas también se utilizd almeja congelada, a la primera de estas dietas se le adicion6 pescado
(Cheilodactylus variegatus) y a la segunda pescado y pellet de salmdén. La mayor mortalidad (33%) se
obtuvo en los organismos alimentados con la dieta que contenia los pellets de salmdn, la cual tuvo menor
aceptacién por los animales y provocé una tasa de crecimiento negativa de -1.70 + 0.37 gd™%, por otro lado,
los organismo a los que se les proporciond la dieta con almeja y pescado no presentaron mortalidad
mientras que la dieta control presentd un 16.7% de mortalidad, ademas, su tasa de crecimiento fue similar
(7.0 £ 0.39 gd!) a la dieta control (6.66 + 1.10 gd!). No obstante, el cultivo de Octopus mimus sélo existe

a nivel experimental, con la utilizacidn de juveniles silvestres (Uriarte et al., 2011).

Existe una diferencia importante entre O. vulgaris con O. bimaculoides (pulpo de dos manchas) y O. maya
(pulpo mexicano), y esta radica en su ciclo de desarrollo; los organismos recién eclosionados de O. vulgaris
(paralarva), son de habitos plancténicos y su morfologia presenta desproporcion de brazos y manto hasta
que se desarrollan en un pulpo juvenil de habitos bentdnicos que comienza a alimentarse del mismo modo
que un individuo adulto. Por otro lado, el pulpo de dos manchas, el pulpo mexicano y el pulpo palido
(Octopus pallidus), los organismos recién eclosionados son pulpos juveniles, a esto se le llama desarrollo

directo (Hanlon y Forsythe, 1985; Uriarte et al., 2011).

Novyola et al. (2013b), documentaron la tolerancia de O. maya a temperaturas de 18, 22, 26 y 30 °C, un

mayor crecimiento en 18 y 22 °C con 58% y 84% de supervivencia respectivamente. En 26 °C obtuvieron el
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100% de supervivencia 'y 98% con la temperatura de 30 °C, en esta Ultima, la tasa de crecimiento se redujo
un 56%, la ingesta aumenté, asi como el consumo de oxigeno (3.26 veces mas en comparacion con las
temperaturas de 18 y 22 °C) y la cantidad de acidos grasos poliinsaturados n-6 estuvieron en menor
cantidad que en 18 y 22 °C. Los autores mencionan que las temperaturas de 18 °Cy 22 °C favorecieron que
los organismos utilizaran la energia en la produccidn de biomasa, probablemente debido a la disminucién
del metabolismo basal y baja actividad causadas por estas temperaturas, asi como a la utilizacion eficiente
de los nutrientes gracias a un proceso digestivo mas prolongado, mientras que en los juveniles cultivados
a una temperatura de 30 °C, el metabolismo basal y la actividad aumentaron, con minima produccién de
biomasa, demostrando que las condiciones térmicas del medio influyen directamente sobre los

mecanismos adaptativos de esta especie (Noyola et al., 2013b).

Por ser el pulpo mas explotado en México y debido a su desarrollo directo, O. maya ha sido considerado
por algunos investigadores para llevar a cabo su mantenimiento en cultivos de laboratorio y evaluar su
desempeno bajo estas condiciones. Exitosamente se ha obtenido una buena adaptabilidad hasta cuatro
generaciones, una buena tasa de crecimiento (Rosas et al., 2007; 1976; Bricefo et al., 2010) y una alta
supervivencia de los juveniles recién eclosionados (Domingues et al., 2007). Los primeros ensayos con O.
maya empezaron en el afio 2004 (Rosas et al., 2014) y a partir del afio 2007 se pudieron obtener juveniles
entre 40 y 100 g durante los 120 y 150 dias de cultivo, alimentados con una dieta de pellets de camarény

pasta de calamar (Rosas et al., 2007).

Rosas et al. (2011; 2013), han demostrado que las dietas con las que han obtenido los mejores resultados
en crecimiento, son aquellas que son frescas o liofilizadas, con base en estos resultados concluyen que el
requerimiento proteico de O. maya se encuentra entre 80 y 86%, el cual favorece la digestidon y por lo
tanto el crecimiento. El cangrejo ha resultado ser el mejor alimento para esta especie, se ha suministrado
en pasta, solo y mezclado con calamar, ambas dietas proporcionan el porcentaje de proteina adecuado y
una proporcion proteina:energia de 38.9 (Rosas et al., 2013); con una dieta de calamar y cangrejo (1:1) se
logré una tasa de crecimiento especifico de 3.04%d™ y 100% de supervivencia en 55 dias de cultivo

(Martinez et al., 2014).

Quintana et al. (2011), cultivaron individualmente y en grupo juveniles de O. maya de 7 — 10 dias después
de la eclosion, los cuales alimentaron con dos proporciones de pasta de cangrejo aglutinada con grenetina
(10% y 30% de su peso), y otro grupo de pulpos alimentados ad libitum con pasta de cangrejo sin aglutinar;
en el caso de los organismos cultivados en grupo, también se considerd evaluar el canibalismo. Los autores

mencionan que en los resultados de crecimiento no hubo diferencias entre las dietas en aislamiento y en
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grupo; en cuanto a la supervivencia, en el cultivo con organismos aislados no hubo mortalidad y en los
cultivos en grupo, no se encontraron diferencias estadisticas; los pulpos alimentados con 30% de su peso
lograron un 20% de supervivencia al dia 31 de cultivo, en los organismos alimentados ad libitum y con 10%

de alimento, la supervivencia fue 12% y 10%, respectivamente.

Entre otras especies con desarrollo directo, como O. pallidus, se ha estimado la madurez de hembras y
machos adultos capturados del medio natural para conocer la relacién entre el desarrollo reproductivo y
la edad de los individuos; estos resultados indicaron que los factores que rigen la madurez son el tamano

del organismo, la temperatura y la dieta (Leporati et al., 2008).

André et al. (2008), expusieron a los juveniles de esta misma especie al incremento y disminucién de la
temperatura, después de aclimatarlos durante 24 h, los dividieron en dos grupos (16 °Ca 18 °Cy 16 °C a
14 °C) cambiando 1 °C cada 18 dias en ambos casos (36 dias en total). Los juveniles comenzaron a
alimentarse justo después de su eclosién y obtuvieron tasas de conversion alimenticia desde 0 hasta 23.9%
por dia en las temperaturas bajas y hasta 70.4% por dia entre 16° y 18 °C. El crecimiento fue exponencial
en ambos grupos, con medias de 1.67% por dia para el incremento térmico y 1.38% por dia para el
descenso térmico. En este experimento los autores observaron una evidente variabilidad entre individuos,
es por esto que es posible que existan otros efectos o relaciones que no quedaron claras en su estudio;
también observaron que el efecto de la temperatura no se correlaciond con la tasa de alimentacién, la
tasa de crecimiento o la tasa de conversion alimenticia. Ademas, concluyen que existe una relacién
compleja entre todas estas variables donde la tasa de conversidn alimenticia se correlacioné
negativamente con la tasa de alimentacidn y positivamente con la tasa de crecimiento, lo cual contribuye
al conocimiento de que los pulpos crecen con gran eficiencia aun durante cortos periodos con poco o nada
de alimento. Algunos autores mencionan que es necesario considerar la variabilidad en cada organismo e
interpretar los efectos de los elementos artificiales utilizados durante los cultivos para poder comprender

la complejidad del comportamiento de los pulpos (André et al., 2008; Boletzky y Villanueva, 2014).

La produccidn actual de la acuicultura de comercio esta remitida a la engorda de O. vulgaris mediante
jaulas ubicadas en la zona costera principalmente en Espafia (Garcia-Garcia et al., 2014), mientras que la
produccién de O. maya, hasta hoy, se mantiene en un cultivo piloto que se lleva a cabo en Yucatén en el
instituto de SISAL, UNAM (Rosas et al., 2014). En un estudio realizado por Hanlon y Forsythe (1985) donde
mantuvieron en cautiverio a cinco especies de pulpo, O. bimaculoides mostré gran adaptabilidad adn en
grandes densidades con poco canibalismo, resultando en el mejor candidato para el cultivo en

comparacién con O. maya, Octopus briareus, Octopus joubiniy Octopus digueti.
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Entre los pocos resultados que se han obtenido con O. bimaculoides se encuentran: su tolerancia a
temperaturas de 18 y 23 °C, el crecimiento de juveniles con un peso de 0.07 g hasta alcanzar los 800 g en
algunos individuos, los cuales fueron mantenidos en tanques circulares de 2,000 L, a temperaturas de 18
°Cy 23 °C, sin embargo, las medias de los tratamientos estuvieron entre 597 y 619 g (Forsythe y Hanlon,
1988), lo cual indica un peso reducido en comparacién a los 800 gramos que alcanzan en el medio natural

(Solorzano et al., 2009; Uriarte et al., 2011).

En los estudios de Solorzano et al. (2009) con O. bimaculoides, se obtuvo una tasa de crecimiento entre
0.74 y 0.88 mg por dia, en organismos alimentados con Artemia salina y cultivados a 21 + 2 °C. Los autores
obtuvieron bajo estas condiciones un crecimiento exponencial (224% en 20 dias) con Artemia enriquecida
y un 100% de supervivencia con Artemia no enriquecida. Lecuanda-Ontiveros (2014), utilizé el método
gravitacional para encontrar la temperatura preferencial de juveniles recién eclosionados y adultos de O.
bimaculoides, con un fotoperiodo luz:obscuridad 12:12; sus resultados demostraron que el preferendum
térmico fue de 16 °C en dos estadios del ciclo de vida (juveniles recién eclosionados y adultos) con

intervalos de 17.2 a 18.3 °C durante el diay de 14.7 a 16.7 °C en la noche.

A pesar de estos logros, aun no se ha conseguido cultivar a esta especie a escala comercial debido a que
hace falta ampliar el conocimiento relacionado con el contenido de 4acidos grasos en la dieta, ademds de
encontrar un alimento que cubra sus requerimientos nutricionales (Solorzano et al., 2009) para que
favorezca el desarrollo, el crecimiento y la supervivencia, aunado al desarrollo de la tecnologia de cultivo

que permita, en un futuro, su comercializacidn.

1.4 Justificacion

Los pulpos tienen un alto valor comercial, hasta el dia de hoy, la mayor produccién de estos organismos
solamente es por captura y el cultivo aiin no se ha podido incentivar a tal grado de proveer la demanda
mundial (FAO, 2014; Pierce y Portela, 2014). En conjunto con los estudios actuales dirigidos a las especies
0. maya y O. vulgaris, es necesario incorporar otras especies con potencial para ampliar el conocimiento
sobre la alimentacién y desarrollo de los pulpos como es el caso de O. bimaculoides, éste no representa
un mercado o captura anual establecidos; esta informacién podria abrir la posibilidad de producir esta

especie por medio del cultivo.
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En el Laboratorio de Ecofisiologia del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacidn Cientifica
y de Educacién Superior de Ensenada, desde hace varios afios ha estado trabajando con O. bimaculoides
y se ha logrado mantener desoves en cautiverio y el control del proceso de incubacién de los huevos hasta
su eclosién (Herndndez com. pers.). El poder formular una dieta que satisfaga los requerimientos de O.

bimaculoides, conllevaria al desarrollo de su cultivo, como hasta hoy se hace con O. maya.

La adaptabilidad de O. bimaculoides al cautiverio es evidente en: (1) la capacidad de soportar cambios de
temperatura, (2) el crecimiento en cautiverio es similar con respecto a aquel que presenta en el medio
natural, con alta tasa de crecimiento, capaz de duplicarlo, incluso con dietas deficientes en aminodcidos
esenciales, (3) su tamafio pequefio y facil manejo en cautiverio y (4) su ciclo directo a juveniles que
inmediatamente pueden alimentarse (busqueda de alimento entre 10 a 12 h después de la eclosidn)

(Solorzano et al., 2009).

El aprovechamiento de estas caracteristicas antes mencionadas, pueden ser utiles para la produccién de
la especie, sin embargo, las investigaciones previas relacionadas con el efecto de la dieta sobre el
desempeno de O. bimaculoides son escasas, por ello es necesario ampliar el conocimiento en el tema de
la nutricién para conocer como inciden en el crecimiento, la supervivencia y el perfil de acidos grasos;
dicha informacion contribuird al futuro desarrollo del cultivo experimental de los juveniles de pulpo de

esta especie, la cual es considerada con potencial acuicola.

1.5 Hipaétesis

El crecimiento y la supervivencia de los juveniles de Octopus bimaculoides sera mayor con la dieta mixta
(jaiba — mejillén — aceite de ojo de atun) por mantener un alto contenido de acidos grasos altamente

insaturados similar al que poseen los organismos al momento de la eclosion.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Evaluar el crecimiento, la supervivencia y los acidos grasos altamente insaturados en los juveniles de O.

bimaculoides alimentados con dietas naturales a base de crustaceos, moluscos y aceite de ojo de atun.
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1.6.2 Objetivos especificos

e Evaluar el contenido de los acidos grasos araquiddnico, eicosapentaenoico y docosahexaenoico
de los juveniles de pulpos recién eclosionados y de los alimentados con cada una de las dietas.

e Comparar el perfil de acidos grasos de las dietas (crustaceos — moluscos y crustaceos - moluscos -
aceite de ojo de atun) proporcionadas a los pulpos.

e Evaluar el crecimiento de los juveniles con base en el peso y nimero de ventosas.

e Evaluar la supervivencia de los juveniles de pulpo alimentados con las diferentes dietas.

e Estimar el tiempo de aparicion de los ocelos como un indicador del desarrollo de los juveniles de
pulpo.



15

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Recolecta de hembras gravidas

La recoleccion de hembras ovigeras se llevo a cabo durante la primera temporada reproductiva (febrero —
abril, CONAPESCA, 2008a); cinco hembras fueron recolectadas en Bahia Falsa, San Quintin localizada entre
30°27'11.94"N y 116° 0'24.36"0 y otra hembra fue recolectada en playa Punta Morro, localizada en
31°51'42.49"N y 116°40'8.01"W, en Ensenada, Baja California. Para la recolecta, se realizd un recorrido
sobre la costa de la bahia durante marea baja buscando en las rocas expuestas la presencia de pulpos
hembra. Para la revision de las rocas se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas: 1) limpieza de las
conchas incrustadas, 2) presencia de un orificio entre la roca y el sustrato, y 3) observacion de un flujo de

agua ascendente producido por el pulpo a través del sifén (Rosales com. pers. 2015).

Posteriormente con la ayuda de una botella de plastico se procedié a inyectar hacia las cavidades de la
roca varios chorros de agua de mar mezclada con sal de grano, esto con el propdsito de que el pulpo saliera
de su refugio, capturarlo y observarlo para descartar que fuese un macho, identificAndolos por poseer
ventosas mas grandes alrededor de la bocay el tercer brazo derecho modificado en una estructura llamada
hectocétilo (Stoskopf y Oppenheim, 1996); si el organismo era hembra se colocaba en una cubeta con

agua de mar.

Para el transporte de las hembras, se colocaron individualmente en un refugio que consiste en un tubo
negro de ABS de 6 pulgadas de diametro dentro de un saco hecho de malla sardinera color negro amarrada
fuertemente con una piola de nylon. Todos los refugios con hembras se colocaron en dos bolsas de plastico
con agua de la bahia, las cuales posteriormente se llenaron con oxigeno a saturacion y colocadas dentro
de una hielera de 100 litros para su traslado al Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion

Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja California, México.

2.2 Mantenimiento de las hembras

Los tanques de 500 L donde se colocaron las hembras forman parte de un sistema de recirculacién de agua
de mar disefiado para mantener a los reproductores de pulpo (Hernandez-Rodriguez et al., 2015). Este

sistema consta de 14 unidades distribuidas en dos hileras las cuales estan acopladas independientemente
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a un biofiltro que, a su vez, estd conectado a una bomba de calor marca Aqualogics Systems de 1HP para
mantener la temperatura deseada. La operacidn de este sistema se realiza con elevadores de aire (air-lift)
gue se encargan de distribuir el agua a cada tanque de cultivo. Ademas, en la parte central interna de cada
tanque se encuentra un tubo que mantiene el nivel del agua constante y por medio del cual se drena hasta

un tubo de desaglie comun que conduce el agua hacia los biofiltros.

Las hembras grdvidas se mantuvieron individualmente dentro de un tanque al cual se le colocd una olla
de barro que fungia como refugio. La temperatura del sistema oscilé entre 18 y 21 °C durante el
mantenimiento e incubacidn de los huevos, segun la variacién térmica del ambiente. La incubacién de las
puestas se mantuvo en estas condiciones hasta el dia de eclosién de los juveniles. Es importante mencionar

gue la temperatura media durante el muestreo fue de 19.8 + 0.15 °C.

Antes del periodo de desove, a las hembras se les proporcioné diariamente como alimento de 2 a 4
mejillones frescos (Mytilus galloprovincialis). Los mejillones fueron proporcionados por la empresa
Aqualap y transportados en una cubeta hasta un tanque de 400 L dentro del laboratorio humedo de
ecofisiologia y fueron alimentados diariamente con un concentrado de microalgas Instant Algae Isochrysis
1800 (Reed Mariculture Inc., EUA). El tanque se adapté a un flujo abierto de 552 ml/min con agua de mar,
enviando el agua de desaglie a través de la canaleta hacia el agua residual del Departamento de

Acuicultura. El fondo del tanque fue limpiado mediante sifoneo una vez por semana.

2.3 Diseio experimental y calidad del agua

Se utilizaron 12 tanques de 56 L, a los cuales se les asignd un tratamiento con un disefio completamente
aleatorizado, utilizando cuatro tanques para cada una de las dietas (tres dietas con cuatro replicas por
tratamiento). El sistema de cultivo utilizado en el presente estudio, se encuentra en el laboratorio hiumedo
de ecofisiologia y estd compuesto por dos estantes con dos niveles (inferior y superior) y ocho tanques de
56 L en cada estante (Figura 3). El agua de recambio salia a través de dos orificios en la parte superior de
cada tanque cayendo sobre una tina, para posteriormente ser transferida, por el tubo de desagle, hacia

el sistema de circulaciéon cerrada del Departamento de Acuicultura del CICESE.

En cada tanque fueron colocados 12 tubos ABS de 4 pulgadas, con una longitud de 11 cm y dos ventanas

de 1.5 pulgadas de diametro abiertas en lados opuestos de la pared del tubo, ambos orificios y la base
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fueron cubiertos por una malla de 650 pum de luz con el propésito de favorecer la circulacion del agua y al
mismo tiempo evitar que los organismos escaparan. Cada tubo fue etiquetado con un nimero del 1 al 12.

Dentro del tubo se colocé una valva de mejilléon limpia a manera de refugio para cada organismo.

Durante el cultivo, diariamente se registré: la concentracién de oxigeno y la temperatura con un
multiparametro YSI Pro 2030 (Yellow Springs Instruments Co., Professional Plus), el pH cada tercer dia con
un potenciometro HANNA checker y, semanalmente se evalud la concentracién de nitritos, nitratos y
nitrégeno amoniacal total (NAT) con los kits de reactivos PermaChem Reagents”’ de Hach: método de
Silicilato (Silicilato y Cianurato) para amoniaco, método de diazotacién (NitriVer®) para nitritos y método
de reduccién de Cadmio (NitraVer®) para nitratos, leidos en el colorimetro Hach® DR/890. La supervivencia

fue registrada diariamente.

Hernandez, 2017

Figura 3. Sistema utilizado para el cultivo de juveniles de O. bimaculoides. a) tanques de 56L, b) tanques para el
desaglie, c) lineas de agua proveniente del sistema cerrado y lineas de aire.

2.4 Elaboracion de las dietas

Las dietas fueron elaboradas a partir de diferentes concentraciones de jaiba (Callinectes sapidus)
congelada, mejillén y aceite de ojo de atun Omegamex’. Dieta 1: carne de jaiba (60%) + génada y manto
de mejillén (36%), dieta 2: carne de jaiba (80%) + gdnada y manto de mejillon (16%) y dieta 3: carne de
jaiba (80%) + gonada y manto de mejilldn (11%) + aceite de ojo de atuin (5%). El 4% restante en cada dieta

estuvo constituido por grenetina, utilizada como aglutinante (Tabla 1).
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Tabla 1. Formulacion de las dietas por porcentaje de cada ingrediente.

Dieta Jaiba Mejillon Omegamex Grenetina
1 60% 36% 0% 4%
2 80% 16% 0% 4%
3 80% 11% 5% 4%

Se optd por la jaiba y el mejillén ya que son presas que los pulpos consumen en el medio natural y por su
precio en el mercado, resulta una dieta econédmicamente accesible, con un precio alrededor de los 90
pesos por kg, y sélo se requiere un minimo de 30% del peso del organismo por dia (se utilizaron entre 127
y 147 g de alimento en un periodo de 42 dias). Ademds, la jaiba dentro de su contenido de acidos grasos
posee un porcentaje considerable de acidos poliinsaturados como acido araquidénico (5.02-7.48%),
eicosapentaenoico (7.78-10.6%) y docosahexanoico (5.92-8.41%), aunado a un buen porcentaje de
proteinas (alrededor del 19%), por la carne de las tenazas y tdorax (Celik et al., 2004), razén por la cual
favorece una mejor digestion del alimento (Rosas et al., 2011). El mejilldn fue seleccionado por ser un
bivalvo de distribucién comun con O. bimaculoides y porque juveniles de esta especie se han encontrado
en los cultivos de mejilléon (Buzos de Aqualap com. pers.), ademas, es un alimento bien aceptado para
adultos y juveniles bajo condiciones de cautiverio. El aceite de ojo de atun fue incluido por su calidad en
el perfil de acidos grasos, pretendiendo aumentar la cantidad de estos en la dieta. Estas dietas fueron
previamente probadas con organismos adultos, los cuales aceptaron perfectamente la pasta suministrada

sobre conchas de mejillon.

Los porcentajes de los ingredientes en cada dieta se eligieron con base en los resultados encontrados en
otras especies, como O. maya, la cual requiere una mayor cantidad de proteina y ha tenido buen
crecimiento con pasta de cangrejo (Quintana et al., 2011, Rosas et al., 2011; Martinez et al., 2014) y con
0. mimus, al ser alimentados con una pasta compuesta de una mezcla de almeja (Protothaca thaca) y

pescado (Cheilodactylus variegatus) (Uriarte et al., 2011).

Previamente se realizaron pruebas de estabilidad en las dietas evaluando dos porcentajes de grenetina,
7%y 4%, los cuales se eligieron por entrar en el intervalo de aceptacién como aglutinante de dietas para
especies marinas y por favorecer el crecimiento con una buena supervivencia (Rosas et al. 2008; Quintana

et al., 2011). Las pruebas consistieron en colocar el alimento sobre los trozos de concha y dentro de los
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tubos en los mismos tanques donde se colocarian a los pulpos, con flujo de agua y aireaciéon, después de

24 horas se revisaron, considerando que el alimento seria reemplazado al dia siguiente.

Ambos porcentajes de grenetina adicionados en las dietas, tuvieron una estabilidad minima de 24 horas,
suficiente para asegurar que los organismos se alimentaran de un dia a otro, hasta que el alimento fuera
sustituido. Al finalizar el ensayo de estabilidad de la dieta, se selecciond la inclusion del 4% de grenetina

por su estabilidad a las 24 h.

Para asegurar que la calidad de la dieta fuera la misma, se compré en el mercado un lote de jaibas y los
mejillones se obtuvieron de una sola extraccién en la temporada de cultivo. Los ingredientes fueron
triturados individualmente y mezclados mediante una batidora manual marca Oster, posteriormente, cada
dieta fue racionalizada a las cantidades equivalentes que se utilizaron por semana; después todo el

alimento fue almacenado a -85 °C en un ultracongelador Revco ExF marca Thermo Scientific®.

2.5 Obtencidn y cultivo de juveniles

La incubacion durd 84 dias a una temperatura media de 18.68 + 0.20 °C; el desove de los huevos es
asincrénico al igual que la fecundacién de los dvulos (Boletzky y Villanueva, 2014) y, por este motivo, la
eclosién de los organismos tuvo el mismo comportamiento. En el experimento se utilizaron un total de
144 juveniles recién eclosionados de la puesta de una de las hembras. Durante este periodo, diariamente
se recolectaron los organismos, los cuales fueron pesados y colocados al azar e individualmente dentro de

cada tubo flotante hasta completar 12 pulpos por tanque.

Los juveniles recién eclosionados se ubicaron en los 12 tanques de 56 L, con un sistema en flujo abierto y
agua de mar del sistema cerrado del Departamento de Acuicultura de CICESE, se utilizé u recambio de 6
ml/s, es decir, nueve veces al dia para mantener la temperatura del agua entre 18 y 20 °C (19.04 + 0.04
°C).Se eligio esta temperatura en funcion de la registrada en el medio natural (18-21 °C) y con base en las
temperaturas de preferencia térmica de la especie (18 °C) (Forsythe y Hanlon, 1988). Cuando fue

necesario, el flujo fue reajustado en funcidn del cambio en la temperatura del laboratorio.

El cultivo de cada organismo se inicid conforme al dia de su eclosién (dia cero), de tal modo que cada

juvenil fuese alimentado durante el mismo periodo de tiempo de 28 o 42 dias. El alimento fue
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proporcionado diariamente entre la 13:00 y 16:00 h, en un porcentaje entre 30% y 50% del peso de los
organismos, de acuerdo a Quintana et al. (2011) y fue modificado proporcionalmente al peso de los

juveniles a través de las semanas.

Cada tres dias se tomaba alimento ultracongelado, se colocaba en una jeringa eppendorf® de 12.5 mly el
sobrante se conservd nuevamente en congelacién (-80 °C) para mantener su calidad. La pasta
descongelada se colocé sobre las piezas de concha de mejillén con una jeringa de tal manera que quedara

pegado y que estuviera en el fondo del tubo y accesible para cada organismo.

La limpieza del tanque se realizé por sifoneo cada semana, para retirar la materia orgdnica que se
acumulaba en el fondo. Por otro lado, la limpieza de los tubos fue realizada semanalmente, mientras los
pulpos permanecian en un vaso de precipitado para ser pesados; los tubos fueron lavados con agua dulce

hasta retirar todos los restos de alimento y cualquier particula de desecho.

2.6 Crecimiento en peso y supervivencia de los juveniles

Debido a que los organismos tenian diferentes tiempos de eclosién, cada individuo fue etiquetado en el
tubo donde se le colocd, pesado el mismo dia de su eclosion y, cada siete dias de manera consecutiva,
hasta finalizar los dias de cultivo. Para obtener el peso de los organismos, se extraian los pulpos de los
tubos y se colocaban en vasos de precipitado (con agua del mismo tanque de cultivo), para ser
transportados al laboratorio analitico, posteriormente se colocaban sobre un papel secante para quitar el
excedente de agua. Cada pulpo juvenil era colocado sobre una navecilla en una balanza analitica A&D y

consecutivamente se volvia a colocar en su tubo y tanque correspondiente.

El peso fue tomado semanalmente durante 42 dias después de la eclosién (dde) y la supervivencia fue
registrada diariamente. Para realizar el analisis de acidos grasos, asi como para el conteo de las ventosas,
fue necesario realizar el primer muestreo de los organismos el dia 28 de cultivo, en cada una de las dietas,
ya que para este dia algunos pulpos alimentados con la Dieta 1 tenian una apariencia desfavorable, como

obscurecimiento del cuerpo y con poca reaccion al estimulo, y otros ya estaban muertos.

Por la razon mencionada anteriormente, el analisis estadistico de las diferencias en crecimiento entre el

dia Oy el dia 28 fue realizado con el 100% de los organismos, mientras que para la continuacién del cultivo
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y los consecutivos pesos semanales, se considerd a partir del dia 28 hasta el dia 42 de cultivo, por lo que
la muestra estuvo representada solamente por el 40% de los organismos restantes dentro de los cuales se
encontraban 16 organismos provenientes de la dieta 1, 21 pulpos de la dieta 2 y 22 organismos de la dieta
3. Debido a lo anterior, las diferencias en crecimiento semanal dentro de cada una de las dietas a partir
del dia 28 hasta el dia 42 dde fueron comparadas solamente con este porcentaje de la muestra, es decir,

con un total de 59 organismos sobrevivientes al muestreo del dia 28 dde.

2.7 Conteo de ventosas

El nimero de ventosas se cuantificd en 18 organismos recién eclosionados de una puesta que habia sido
incubada a 20 °C y en 10 organismos de cada una de las dietas a los 28 dias de cultivo, es decir, 30

organismos en total.

Cada organismo fue puesto sobre una caja Petri con un poco de agua de mar y en ella se colocé una gota
de disolucién de aceite de clavo en agua de mar (0.025 ml por litro) para anestesiarlo y después
gradualmente se le afadid solucidn fijadora para larvas y huevos (formol, fosfato disédico y fosfato
monosaédico). Cada uno de los brazos del pulpo fue estirado antes de fijarlo para facilitar el posterior
conteo de las ventosas. Una vez que el organismo murid, fue fijado individualmente en un tubo eppendorf
con la misma solucidn fijadora y puesto en refrigeracidn. Antes de contar las ventosas, la cabeza de cada
individuo fue retirada para facilitar la observacidn. Las ventosas fueron contadas en cada uno de los brazos
utilizando un estereomicroscopio (ZEISS Discovery V8), posteriormente se obtuvo un promedio por brazo

para cada organismo.

2.8 Aparicion de los ocelos

La aparicion de los ocelos también fue considerada para evaluar el desarrollo de los organismos, ésta fue
valorada conjuntamente con el peso, procurando estimular a cada organismo a que cambiara de
coloracion colocando la mano sobre el vaso de precipitado, de esta manera era mas sencillo registrar la
primeravez en que se observaron los ocelos y documentar el momento de su aparicién. Se consideré como
presencia de ocelos cuando se observd al menos una mancha circular de color café a los laterales de la

cabeza. Esto fue registrado como un porcentaje semanal de organismos con presencia de ocelos a partir
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de la primera observacion y hasta el dia en que el 100% de los organismos habia desarrollado esta

caracteristica.

2.9 Extraccion de acidos grasos de juveniles y dietas

Para obtener el perfil de acidos grasos de los juveniles, alimentados con las diferentes dietas, se
recolectaron al azar 16 organismos de cada una de las dietas al dia 28 de cultivo y 16 organismos al dia 42
de cultivo, de estos organismos sdlo se utilizaron 9 de cada dieta. Ademas, para obtener el perfil de los
juveniles recién eclosionados, se analizaron nueve juveniles de pulpo de una puesta diferente, la cual
permanecié en incubacién por 78 dias a una temperatura promedio similar a la que se incubaron los

huevos de la primera puesta (18.63 + 0.18 °C).

Las muestras de las dietas (tres repeticiones por muestra) y cada uno de los organismos muestreados
fueron colocados en viales de peso conocido con capacidad de 2.5 ml para ser pesados. Los individuos
fueron sacrificados en frio (-20 °C) y posteriormente a cada muestra se le adiciond BHT
(butilhidroxitolueno) como antioxidante, 1 ul por 10 mg de peso seco (Sudrez-Salcido, 2016), es decir,
entre 1 ul y 2 pl dependiendo del peso humedo del organismo, mientras que a las dietas se les colocd
alrededor de 22 ul de BHT. Los viales con la muestra fueron tapados y colocados en el ultracongelador (-

85 °C) hasta el dia en que fueron liofilizados en un liofilizador marca FreeZone 4.5 de Labconco.

Previo a liofilizar las muestras, cada vial fue destapado y se le colocé un trozo de papel de parafina como
tapadera al cual se le hicieron varios orificios con una aguja delgada para favorecer la salida de humedad.
Las muestras fueron liofilizadas por 24 horas, posteriormente fueron pesadas y colocadas en un tubo de
ensaye con rosca para inmediatamente proceder a la extraccidn de los acidos grasos por derivatizacion
directa por el método de Sato y Murata (1988), por medio de hidrdlisis acida con 3 ml de una solucion
HCI:CH30H (5:95 v/v). Cada tubo de ensaye se colocé por 2.5 horas dentro de un bafio maria a 85 °C,
tiempo dentro del cual se tenia la precaucion de no perder volumen agregando mas solucién HCI:CH;OH

en caso de haber evaporacion.

Posteriormente, las muestras cubiertas con papel aluminio se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
en oscuridad, dentro de una campana de extraccién. Una vez a temperatura ambiente, se agregd a cada

tubo de ensaye 1 ml de hexano para extraer los acidos grasos metil esterificados, después fue mezclado
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en un agitador tipo vdrtex por 12 segundos y se retird el sobrenadante hasta tomar por completo la capa
superficial. Este proceso se realizd dos veces y todo el sobrenadante fue colocado en un tubo de ensaye
limpio. Las muestras (sobrenadante de hexano) fueron evaporadas por medio de un desecador Visidry™
Supelco utilizando gas nitrédgeno, después cada muestra fue resuspendida en 250 pl de hexano y
trasladada a un vial color ambar, de 1.5 ml de capacidad, con una jeringa de vidrio de 250 ul. Enseguida
las muestras fueron evaporadas manualmente con nitrégeno gaseoso, con ayuda de una pipeta Pasteur
conectada directamente a la manguera del tanque de gas. Antes de tapar la muestra, se les inyectd una
capa de gas nitrégeno y luego se cubrié con tapdén de rosca perforable. Todas las muestras fueron
almacenadas en congelacion a una temperatura de -20 °C hasta el momento del analisis en un

cromatoégrafo de gases.

Para la identificacion de los acidos grasos, se utilizd un estdndar comercial con una mezcla de 37 acidos
grasos metil esterificados (Supelco 47885-U), en diferentes concentraciones, con las que se realizé una

curva de calibracion y se obtuvieron los tiempos de retencidn de cada uno de los picos de los acidos grasos.

2.10 Perfil de acidos grasos en dietas

El perfil de acidos grasos de las dietas fue realizado en la UNAM con la técnica antes mencionada y también
fueron identificados en un cromatégrafo de gases, espectrometro de masas (GCD1800B), en el Laboratorio
de Biotecnologia de Microalgas del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), La Paz,
Baja California Sur. Se inyectd 1 ul de muestra resuspendida en hexano grado HPLC y para el transporte de
la muestra se utilizé Helio alta pureza a través de la columna de silica (Omegawax, 30 m longitud, 0.25 mm
didmetro, 0.25 um de espesor). Para la identificacion de los acidos grasos, se realizaron tres curvas de
calibracion por medio de 15 diluciones entre 3.42 ug/mLy 266 ug/mL, con la mezcla de 37 acidos grasos
metil esterificados, posteriormente se obtuvo un factor de correccidn para cada uno de los acidos grasos

contenidos en esta mezcla.

El cromatograma del estandar fue comparado con el cromatograma de cada muestra mediante el
programa Wsearch32 para localizar los tiempos de retencién de cada uno de los picos e identificando iones
caracteristicos contenidos en cada acido graso (DHA, EPA y ARA) e integrando los valores de cada pico,

posteriormente estos valores fueron interpolados en la curva de calibracion por medio del factor de
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correccion de cada uno de los tres acidos obteniendo un valor en ug de acido graso por mg de peso seco

de la dieta utilizando la siguiente férmula (Carredn-Palau et al., 2007):

C(ug/mg) = ((A/FCYxXV)/PM) (1)

donde:
C= pgdel acido graso por mg de peso seco de muestra
= Area de integracién del pico del 4cido graso
FC= Factor de correccidn obtenido de la curva de calibracidn para dicho acido graso
V = Volumen de resuspension de la muestra antes de realizar la inyeccién

PM = Peso seco de la muestra (mg)

2.11 Acidos grasos en juveniles de pulpo

El analisis de acidos grasos de los organismos recién eclosionados y cultivados fue procesado por medio
de cromatografia de gases en un equipo Agilent 7820A en el laboratorio de Bionanotecnologia del Centro

de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN) de la UNAM, Campus Ensenada, Baja California.

Antes de inyectar las muestras en el cromatégrafo, cada una fue resuspendida en 500 pl de hexano grado
HPLC. El volumen de inyeccion fue de 1 ul de muestray se utilizé gas helio de alta pureza para el transporte
de la muestra a través de la columna de Agilent J&W DB-23 (60 m de largo, 0.250 mm de didmetro y

pelicula de espesor de 0.25 um).

Los acidos grasos araquiddnico, eicosapentaenoico y docosahexaenoico, obtenidos de la mezcla de 37
acidos grasos metil esterificados, fueron diluidos en un rango entre 3.5 pg/ml a 200 pg/ml. Por medio de
esta curva se obtuvo un factor de correccidn para la absorbancia en cada pico obtenido de estos acidos
grasos. Debido a que el contenido total de ARA, EPA y DHA en estas diluciones era conocido, su contenido
en las muestras fue obtenido por medio de la siguiente férmula (modificado de: Carredn-Palau et al.,

2007):
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C(ug/mg) = (A/FC)/PM (2)

donde:
C= pgdel acido graso por mg de peso seco de muestra
= Area de integracién del pico del acido graso
FC= Factor de correccién obtenido de la curva de calibracién para dicho acido graso

PM = Peso seco de la muestra (mg)

2.12 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas y las graficas fueron procesadas en el programa Statistica 10.

Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk como prueba de normalidad para los datos con los que se comparé el
crecimiento en peso de los organismos alimentados con cada una de las dietas a lo largo del cultivo. La
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (correccién de Lilliefors) para los datos independientes con
los que se evalud el efecto de los tratamientos sobre el peso, el contenido de acidos grasos y el nimero

de ventosas. La prueba de Levene fue usada para comprobar la homogeneidad de varianzas.

Ya que todos los pulpos en cada uno de los tratamientos eran pesados cada siete dias, se utilizé la prueba
no paramétrica de Wilcoxon para la comparacion entre grupo dependientes para la medicion semanal
(Dieta —dia de medicién) y la ganancia en peso (Dieta — periodo de ganancia), para distinguir las diferencias
entre cada medicidn consecutiva, considerando que el peso de un mismo pulpo dependia de su peso en

la medicién anterior.

Para conocer las diferencias entre tratamientos en cada uno de los dias de medicion de peso, se utilizé la
prueba paramétrica ANOVA de una via (a = 0.05) para los 21 dias de cultivo ya que cumplié con los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas y para el resto de los dias que no cumplieron con
los supuestos mencionados aun después de ser transformados, se utilizdé la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis (a = 0.05).

Para evaluar las diferencias en el contenido de cada acido graso entre las dietas formuladas, se realizaron

comparaciones por medio de pruebas t-student.
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Para los datos de acidos grasos en los juveniles que cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas se utilizd la prueba paramétrica ANOVA de una via, tal fue el caso del
contenido de acido araquiddnico en los organismos recién eclosionados, dietas y organismos alimentados
por 28 dias. La prueba de Kruskal-Wallis fue usada para el resto de los datos no paramétricos que no se
normalizaban aun después de realizar la transformacion. Asi mismo para el nimero de ventosas fue
realizada la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis ya que estos datos no cumplieron con los supuestos

correspondientes.

Posterior a las pruebas ANOVA y Kruskal-Wallis se realizaron las pruebas post-hoc de Tukey y
comparaciones multiples de los rangos de las medias, en los andlisis de mediciones del peso y los datos de

acidos grasos en los juveniles.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Crecimiento en peso de los juveniles de O. bimaculoides

El analisis de los resultados primero aborda el comportamiento de los pesos de los pulpos entre los dias

de cultivo con una misma dieta y posteriormente la comparacién entre los tratamientos.

El andlisis de los datos para evaluar el crecimiento en peso de los pulpos de cada tratamiento, se realizd
en dos intervalos de tiempo, en el primero se incluyé el total de los organismos desde el dia 0 hasta los 28
dias de cultivo, momento en el cual se tomd una muestra al azar de 78 organismos, de esa muestra se
tomaron individuos para el conteo de ventosas (10 por tratamiento) y el analisis de acidos grasos (16 por
tratamiento). En el segundo intervalo, se consideraron solamente los pulpos que continuaron hasta
finalizar el cultivo, es decir, a partir de los 28 dias hasta los 42 dias de cultivo, los cuales se distinguieron

en la descripcion de este apartado como sobrevivientes.

Los organismos que fueron alimentados con la Dieta 1 no presentaron crecimiento durante los primeros
28 dias del cultivo. ElI decremento en peso al dia 7 fue de 9.41% (-5.48 mg) con relacién al peso inicial
(58.24 +0.93 mg) y al dia 14, la pérdida fue del 5.57% (-2.94 mg) con respecto a la biometria anterior. Para
la biometria del dia 21, se cuantificé una ganancia en peso de 0.62% (0.31 mg), sin embargo, al dia 28
perdieron el 0.34% (-0.17 mg) (Figura 4). Las diferencias en los pesos de los pulpos fueron altamente
significativas (p = 0.0001) a partir del dia 0 hasta los 14 dias del cultivo (Figura 5). El peso de los organismos
se mantuvo a partir de los 14 dias hasta los 28 dias de cultivo con un promedio de 49.96 + 1.41mg, sin
mostrar diferencias significativas (p = 0.05) (Figura 5). El decremento en peso por dia fue de —0.29 mg-d™?

desde el inicio del cultivo hasta los 28 dias.
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Figura 4. Ganancia en peso de los juveniles de O. bimaculoides alimentados con las diferentes dietas a partir del dia
0 (dia de la eclosidn) (n = 144) hasta los 42 dias de cultivo (n = 59). T = Error estandar

Previo al muestreo a los 28 dias de cultivo, se registrd el peso de cada organismo (137 individuos)
correspondiente a cada uno de los tratamientos, de los cuales las medias fueron de 49.96 + 1.74 mg, 80.55
+2.66 mgy 84.11 + 2.19 mg para los juveniles alimentados con la Dieta 1, 2 y 3, respectivamente (Figura
5). Los organismos muestreados presentaron un peso promedio de 45.15 + 2.03 mg, 77.89 + 3.63 mg y
81.36 £ 3.24 mg en las Dietas 1, 2 y 3 respectivamente, mientras que los organismos que permanecieron
en cultivo a partir de los 28 dias (59 individuos) pesaron 57.76 + 2.03 mg (Dieta 1), 83.45 + 3.91 mg (Dieta
2) y 86.85 + 2.90 mg (Dieta 3). Las diferencias significativas (Kruskal Wallis; a = 0.05) solamente se
encontraron entre el peso de los organismos muestreados provenientes de la Dieta 1 y los que
permanecieron en cultivo (p = 0.0002), por lo anterior, es evidente que el muestreo al azar estuvo sesgado

hacia los pulpos mas pequefios (Figura 5).

A los 35 dias de cultivo, los pulpos sobrevivientes que fueron alimentados con la Dieta 1, tuvieron un peso
de 59.15 + 1.72 mg y no presento diferencias estadisticamente significativas (p = 0.6) con el peso al dia 28
(57.76 + 2.03 mg), pero a los 42 dias de cultivo, estos organismos incrementaron su peso en 9.52% (5.63
mg) en relacién con la biometria anterior, habiendo ganado por dia 0.50 + 0.21 mg-d* entre los 28 y 42

dias de cultivo.
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Figura 5. Crecimiento en peso (mg) de los juveniles de O. bimaculoides a partir del dia 0 (dia de la eclosién) hasta
el dia 42 del cultivo, alimentados con las tres dietas. (Wilcoxon; a = 0.05). La flecha roja indica el tiempo del primer
muestreo (28 dias de cultivo). Dieta 1 (n: 16) son los organismos sobrevivientes después del muestreo. Los asteriscos
indican diferencias significativas con la biometria anterior (p < 0.001*) (T = Error estandar).

Los organismos que recibieron la Dieta 2 perdieron el 5% (2.83 = 0.89 mg) de su peso inicial (56.54 + 0.69
mg) a los 7 dias de cultivo, pero a partir del dia 14 presentaron una ganancia del 9.27% (4.98 mg) del peso
con respecto a la biometria anterior, a los 21 dias el incremento fue del 18.25% (10.14 mg) y a los 28 dias
de cultivo, los pulpos ganaron el 17.02% (11.72 mg) de su peso con respecto a la biometria anterior (68.83
+ 1.83 mg) (Figura 4). El aumento en peso de los pulpos durante el cultivo, mostré diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.001) (Figura 5), con una ganancia por dia de 0.86 + 0.09 mg-d™. A los
35 dias de cultivo, los organismos pesaron 97.23 + 5.37 mg y al término del cultivo (dia 42) alcanzaron un
peso maximo de 116.19 + 6.55 mg, lo que represento una ganancia del 105% con respecto a su peso inicial.
La tendencia en el incremento en peso a partir del dia 28 y hasta los 42 dias de cultivo, mostré diferencias

altamente significativas (p < 0.0001) con un crecimiento de 2.54 mg-d™.

El grupo de juveniles alimentados con la Dieta 3 ganaron peso rapidamente (Figura 4), con un incremento
del 35.5% (20.14 mg) de su peso inicial (56.60 + 0.73 mg) entre los 0 y los 21 dias de cultivo, llegando a
pesar 76.74 = 1.75 mg (Figura 5). El peso de los pulpos en este intervalo de tiempo del cultivo, mostré
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.0001) (Figura 5). A los 28 dias de cultivo, los pulpos

habian ganado el 9.60% (7.37 mg) en peso con respecto a la biometria anterior (Figura 5) y un total de
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48.60% (27.51 mg) de su peso inicial, con un crecimiento por dia de 0.98 + 0.07 mg-d™. Posteriormente,
los organismos que continuaron en el cultivo a partir del dia 28 y hasta el dia 42, tuvieron un peso
promedio de 85.42 + 2.40 mg (Figura 5) y no fueron diferentes significativamente (p >0.05) entre

biometrias.

Debido a que los organismos alimentados con la Dieta 1 habian perdido el 14.22% de su peso hasta los 28
dias del cultivo, a partir de los primeros 14 dias, y hasta el término del experimento, éstos presentaron el
menor peso, los cuales fueron significativamente diferentes (p < 0.02) a los pesos obtenidos en los
organismos alimentados con las otras dos dietas (Tabla 2). El peso de los pulpos de la Dieta 2 y 3
presentaron diferencias significativas a los 7 (p = 0.02), 14 (p = 0.006) y 21 dias de cultivo (p = 0.003). A los
28 dias, los juveniles de pulpo alimentados con la Dieta 2 presentaron un peso de 80.55 + 2.66 mg vy los
que recibieron la Dieta 3 de 84.11 + 2.19 mg, sin diferencias significativas entre si (p = 1.0), al igual que a
los 35 dias de cultivo (p = 0.05), no obstante, se observa una diferencia de 10.42 mg entre una dieta y otra
(Tabla 2). El peso de los pulpos al finalizar el cultivo (dia 42), fue significativamente diferente (p < 0.001)

entre la dieta 2 y 3, con una diferencia de 30.83 mg.

Tabla 2. Peso (mg) de los juveniles alimentados con las diferentes dietas (ANOVA* y Kruskal-Wallis; o = 0.05). Las
letras indican diferencias entre tratamientos dentro de cada dia de medicidn (p < 0.05). El nimero en negritas indica
el dia del primer muestreo.

dde p n Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3

0 0.2 |144(58.24 +0.93?| 56.54 +0.69° | 56.60 +0.73?

7 0.002(144|52.75 +0.74%| 53.71+1.01® | 57.07 +1.07°
14 0.000(143(49.81 +1.06%| 58.69 +1.55° | 66.74 £ 1.55¢
21* 10.000|142(50.13 + 1.43% 68.83+1.83" | 76.74 + 1.75°
28 0.000(130(49.96 + 1.74%| 80.55+2.66° | 84.10+2.19°
35 0.000| 59 |59.15+1.72?| 97.23+5.37° | 86.80 + 2.87°
42 0.000| 59 |64.78 +3.07%| 116.19 +6.55° | 85.36 £ 2.15¢

3.2 Conteo de ventosas

Los 19 organismos recién eclosionados presentaron una media de 32 + 0.19 ventosas por brazo. En los
juveniles que recibieron la Dieta 3, el nimero de ventosas por brazo incremento a 34 + 0.30 ventosas y en

los pulpos alimentados con la Dieta 2 fue de 34 + 0.33 ventosas. En los organismos alimentados con la
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Dieta 1 se cuantificaron 31 £ 0.36 ventosas (Figura 6). El nimero de ventosas en la Dieta 2 y la Dieta 3 no
presentaron diferencias significativas entre si (p = 1.0), mientras que la Dieta 1 y los juveniles recién

eclosionados presentaron diferencias significativas con todos los grupos (p < 0.002).

35

34

32

31 I

30

Numero de ventosas
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29

28

JRE Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3

Figura 6. Numero de ventosas en los juveniles recién eclosionados (JRE) y los pulpos alimentados con cada una de
las dietas a los 28 dias de cultivo (Kruskal-Wallis; o = 0.05) (p < 0.0001). Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05).

3.3 Presencia de los ocelos en los juveniles de pulpo

La mayoria de los organismos reaccionaron al estimulo inducido por la presencia de la mano colocada
sobre el vaso de precipitado. Los ocelos observados ain no mostraban color azul o verde iridiscentes, sin

embargo, mostraban la forma redonda de un ocelo con pigmentacién café oscuro y café claro (Figura 7).

A los 14 dias de haber eclosionado, se logré observar al menos la presencia de uno de los ocelos en 11.9%
de los juveniles (n= 17) de los 143 organismos; 3 en Dieta 1, 7 en Dieta 2 y 7 en Dieta 3. A los 21 dias el
porcentaje de organismos con ocelos aumenté a 49.3% (70 juveniles) (incluyendo a los que ya habian
mostrado ocelos a los 14 dias de cultivo), 22 en Dieta 1, 26 en Dieta 2 y 22 en Dieta 3. A los 28 dias de
cultivo, no fue posible detectar la presencia de los ocelos en 10% de los organismos (13 de 137 juveniles),
éstos provenian de la Dieta 1, los cuales se encontraban débiles, permanecian inmdviles y no reaccionaban

al estimulo.
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Figura 7. Ocelos en juveniles de pulpo. Organismo vivo (izquierda) (14 dias de cultivo) y conservado en la solucion
fijadora para larvas y huevos (derecha) (21 dias de cultivo). Los circulos rojos indican la ubicacién de los ocelos.

3.4 Supervivencia de los juveniles

Los juveniles que recibieron la Dieta 1 presentaron la menor supervivencia (91.66%) a los 28 dias, en los

sobrevivientes que continuaron en cultivo hasta los 42 dias, la supervivencia fue del 80%, mientras que,

en estos mismos periodos, se observéd una supervivencia del 97.92% y 95.65% en la Dieta 2 y del 95.83% y

95.45% en la Dieta 3 (Tabla 3). Cabe mencionar que algunos organismos alimentados con la Dieta 1 estaban

débiles, palidos y con un tamafio reducido (Figura 8) en comparacién con los pulpos de las otras dos dietas,

por lo que se decidié realizar el muestreo a los 28 dias en lugar de esperar hasta que transcurrieran los 42

dias de cultivo.

Tabla 3. Supervivencia de los organismos alimentados con las diferentes dietas.

Supervivencia antes del
primer muestreo

Porcentaje de
supervivencia

Supervivencia antes del
segundo muestreo

Porcentaje de
supervivencia

(28 dde) (42 dde)
Dieta 1 44/48 91.66% 16/20 80%
Dieta 2 47/48 97.92% 22/23 95.65%
Dieta 3 46/48 95.83% 21/22 95.45%
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Figura 8. Comparacion visual entre dos organismos de 28 dias de cultivo. (A) pulpos alimentados con la Dieta 1y (B)
Dieta 2.

3.5 Acidos grasos altamente insaturados (ARA, EPA y DHA) en las dietas

El andlisis de los acidos grasos ARA, EPA y DHA en las dietas formuladas, indica que la Dieta 3 tuvo la mayor
concentracion de estos acidos grasos, con 8.12 + 1.09 ugmg* de 4cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n3),
3.77 £ 0.51 de &cido araquiddnico (ARA, 20:4n6) y 31.46 + 5.30 ugmg de acido docosahexaenoico (DHA,
22:6n3). Entre las Dietas 1y 2 no se encontraron diferencias significativas (ARA: p=0.7, EPA: p=0.9 y DHA:
p = 0.8) en el contenido de estos acidos grasos, sin embargo, ambas difieren con la Dieta 3 (ARA, Dieta 1:
p =0.01vy Dieta 2: p =0.0004; EPA, Dieta 1: p =0.02 y Dieta 2: p = 0.006; DHA, Dieta 1: p =0.007 y Dieta 2:
p = 0.006) (Tabla 4). La relacién DHA:EPA en las Dietas 1y 2 fue de 1.45 y 1.46 respectivamente (Tabla 4),

mientras que para la dieta 3 la relacién fue mayor en un 164% (p = 0.0006 y p = 0.00005, respectivamente).
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Tabla 4. Concentraciones de acidos grasos (ug-mg™) en las dietas. Las letras indican diferencias significativas (t
student) (p < 0.05). Los acidos grasos altamente insaturados (en negritas) fueron utilizados para la discusién de los
resultados. ND: No detectado.

Acido graso Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
C14:0 1.11 £0.152 0.41+0.01° 3.36 £ 0.50¢
C15:0 0.39 +0.052 0.19+0.01° 1.21£0.21°¢
Ci15:0 6.88 + 0.882 3.03+0.12° 18.63 +3.01¢

C16:1 nl1l 0.13+0.102 0.06 + 0.002 0.38 £ 0.07°
C16:1 n9 0.54 +0.132 0.21+0.03% 0.17 +£0.03°
C16:1 n7 1.79 £0.152 1.05 + 0.03° 5.77 £ 0.87¢

Cil6:0 0.39 + 0.052¢ 0.19 +0.01° 0.77 £ 0.14¢
Cail6:0 0.26 + 0.062b 0.13 +0.002 0.24 +0.03
C16:2n6 0.05+0.012 0.09 + 0.062 0.70 £ 0.15P
C17:0 0.52 +0.062 0.27 £0.01° 1.50 + 0.25¢
C17:1n7 0.64 £ 0.072 0.35 + 0.06° 1.34 +0.24¢
C16:3n3 0.28 + 0.05%¢ 0.05 + 0.00° 0.40 + 0.09¢
C16:4n3 1.13+0.372 0.61 +0.07° 0.42 +£0.07°
C18:0 2.18 £0.232 1.40 + 0.04 6.08 +1.01¢

C18:1nl1 1.43+0.772 2.08 £0.042 13.38 £ 0.88°

C18:1n9 c 1.81+0.512 0.43 +£0.012 2.56 +0.33°

C18:2n6¢c 0.60 + 0.052 0.35+0.01° 1.65 +0.25¢

C18:2n6t 0.90 + 0.862 0.11+0.072 0.43 £ 0.092
C18:3 n6 0.07 + 0.03% 0.04 +0.012 0.24 + 0.04°
C18:3n3 0.41 + 0.09% 0.20 +0.012 0.60 * 0.05P
C18:4n3 0.54 +0.142% 0.25 + 0.002 0.74 £ 0.05P

C19:0 0.09 + 0.022 0.05 +0.012 0.40 £ 0.07°
C20:0 0.10 + 0.022 0.09 + 0.002 0.49 + 0.06°
C20:1 n9 0.67 +0.082 0.23 + 0.00° 1.47 £0.13¢
C20:2 n6 0.25+0.042 0.18 +0.012 0.54 + 0.05P
C20:4 n6 1.19 £0.272 1.30 £ 0.022 3.77 £ 0.51b
C20:5 n3 2.37+0.712 2.33 +0.032 8.12 +1.09b
C22:3n3 0.23 + 0.08% 0.13+0.042 0.38 £ 0.05P
C22:3n6 0.10 + 0.002 0.16 + 0.022 0.60 * 0.05P
C22:5n6 0.16 + 0.082 0.16 + 0.022 2.19+0.38°
C22:5n3 0.31+0.032 0.25+0.032 2.33+0.29°
C22:6 n3 3.73 +1.392 3.39+0.132 31.46 + 5.30°
C20:3 n6 ND 0.04 +0.012 0.25+0.03°
C21:0 ND 0.03 +0.012 0.14 +0.01°
C20:4 n3 ND 0.05 +0.012 0.31+0.02°
C22:0 ND 0.04 +0.012 0.20+0.012
C22:2n6 ND 0.03 +0.012 0.14 + 0.02°
C23:0 ND 0.03 +0.00 ND
C24:1n9 ND ND 0.72 £ 0.05
DHA:EPA 1.45+0.212 1.46 £ 0.05° 3.84+0.12
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3.6 Acidos grasos en los juveniles de pulpo

Los juveniles alimentados con la Dieta 1, Dieta 2 y Dieta 3 no presentaron diferencias significativas entre
si con respecto al contenido de ARA (20:4 n6) a los 28 dias de cultivo (p 2 0.9) y se encontraron en
concentraciones de entre 1.54 £ 0.29y 1.65 + 0.15 ugmg™, sin embargo, cuando se realizé la comparacién
de este acido graso con la concentracién de los juveniles recién eclosionados, las diferencias fueron
significativas con cada uno de los grupos de juveniles alimentados con las diferentes dietas (Dieta 1, p =
0.01; Dieta 2, p = 0.004; Dieta 3, p = 0.004), debido a que este grupo presentd la concentracion mas alta
de este acido graso (2.62 +0.20 ugmg™) (Tabla 5).

El grupo de los juveniles recién eclosionados presenté una concentracidn de 14.77 + 1.28 ugmg™ de EPA
(20:5 n3) con diferencias significativas con los pulpos alimentados con la Dieta 2 (p = 0.005) con 9.05 +
0.70 pugmg1y la Dieta 3 (p = 0.002) con 8.31 + 1.47 ugmg™ a los 28 dias de cultivo (Tabla 5). Los organismos
que recibieron la Dieta 1 presentaron una concentracion de EPA menor (10.64 + 0.98 pgmg?) a la
contenida en los juveniles recién eclosionados, sin embargo, no presentaron diferencias significativas (p =

0.07) entre si (Tabla 5).

El contenido de DHA (22:6 n3) solamente mostrd diferencias significativas entre los juveniles recién
eclosionados y los pulpos que recibieron la Dieta 2 (p = 0.001) a los 28 dias de cultivo, debido a que estos
ultimos presentaron la menor concentraciéon de DHA con 12.79 + 1.04 ugmg™, en contraste con los 29.82
+2.89 ugmg™ presente en los juveniles recién eclosionados. A pesar de no encontrar diferencias (p = 0.06),
el contenido de este mismo acido graso en los organismos alimentados con la Dieta 1 fue bajo (15.62 +
1.40 ugmg?). La concentracién de DHA en los pulpos de la Dieta 3 fue el valor mas cercano a la
concentracion observada en los juveniles recién eclosionados (p = 0.7), encontrdndose 7 pgmg™(22.82 +
5.17 ugmg*) por debajo de la concentracién de éstos ultimos (Tabla 5). También se observé que los
organismos alimentados con las Dietas 1 y 2 presentaron una concentracién de EPA y DHA mayor que la
contenida en la dieta (Tabla 4), y a pesar de que la Dieta 3 contenia los mas altos niveles de EPA y DHA, los
organismos que recibieron este alimento, presentaron concentraciones menores al proporcionado por la

dieta.

La relacion DHA:EPA a los 28 dias de cultivo fue mas alta en los pulpos alimentados con la Dieta 3 (2.48 +
0.21) en comparacién con el 2.01 + 0.06 presente en los juveniles recién eclosionados, no obstante, la

comparacién multiple realizada a posteriori no mostrd diferencias significativas entre estos dos grupos de
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organismos (p = 1.0), sin embargo, estos si difieren con la relaciéon encontrada en los pulpos de la Dieta 1

(p<0.03) y la Dieta 2 (p <0.004) (Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de acidos grasos (ugmg™) de los juveniles de pulpo. Recién eclosionados (JRE) y los alimentados
con cada una de las dietas a los 28 y 42 dias de cultivo. (ANOVA y Kruskal Wallis*; a = 0.05). Las letras indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). D1: 60% jaiba — 36% mejillon; D2: 80% jaiba — 16% mejillon;

D3: 80% jaiba — 11% mejillon — 5% aceite de ojo de atun.

28 dias de cultivo
Acido graso p JRE Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
ARA 0.001 | 2.62+0.20? 1.65+0.15° 1.56 +0.15° 1.54 +0.29°
EPA 0.002 | 14.77+1.28* | 10.64£0.98® | 9.05+0.70° 8.31+1.47°
DHA* 0.002 | 29.82+2.89° | 15.62+1.40%® | 12.79+1.04* | 22.82+5.17%
DHA:EPA* | 0.000 | 2.01+0.06? 1.48 £ 0.04° 1.41+0.05° 2.48 £0.21°
42 dias de cultivo
Acido graso p JRE Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3
ARA* 0.02 | 2.62+0.20° | 1.77+0.19% | 1.92+0.54% 1.70+0.18°
EPA 0.004 | 14.77 +1.28* | 10.36+1.08% | 8.65+1.49" 9.04 +0.83°
DHA 0.02 | 29.82+2.89% | 19.04+3.79®® | 14.76+2.95° | 21.11+2.97%°
DHA:EPA | 0.02 | 2.01+0.06® | 1.81+0.22% 1.59 +0.12° 2.26 +0.16°

En relacién al contenido de ARA en los pulpos, se cuantificé un aumento desde el dia 28 hasta los 42 dias
de cultivo, en los organismos que recibieron la Dieta 1 de 1.65 + 0.15 ugmg™ a 1.77 +0.19 pgmg?, en la
Dieta 2 de 1.56 + 0.15 pgmg™ a 1.92 + 0.54 ugmg?y los pulpos que recibieron la Dieta 3 de 1.54 + 0.29
ugmgla1.70 +0.18 ugmg™ (Tabla 5). Estos organismos alimentados con las diferentes dietas tuvieron una
concentraciéon de ARA menor a la encontrada en los juveniles recién eclosionados (2.62 + 0.20 ugmg™)
(Tabla 5). El contenido de ARA en los juveniles que recibieron la Dieta 3 (1.70 + 0.18 pgmg™) mostré
diferencias significativas (p = 0.044) con los juveniles recién eclosionados, mientras que en el resto de las

comparaciones no se encontraron diferencias significativas (p = 0.06) (Tabla 5).

El contenido de EPA en los pulpos se mantuvo alrededor de los mismos valores entre los 28 y los 42 dias
de cultivo en cada una de las dietas. El analisis mostrd diferencias entre el grupo de los juveniles recién

eclosionados y aquellos alimentados con las Dietas 2 (p = 0.005) y Dieta 3 (p = 0.01) (Tabla 5). Mientras
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que los organismos alimentados con la Dieta 1 no presentaron diferencias con ninguno de los grupos,
encontrandose en una concentracion media de 10.36 + 1.08 ugmg™.

El contenido de DHA de los pulpos que recibieron las Dietas 1y 2, aumentd en 22% (3.42 ugmg™?) y 15%
(1.97 ugmg™) respectivamente, desde los 28 dias hasta que finalizé el cultivo (dia 42), siendo de 19.04 +
3.79 ugmgly 14.76 + 2.95 ygmg* respectivamente (Tabla 5). En los organismos alimentados con la Dieta
3, la concentracion de DHA a los 42 dias de cultivo fue de 21.11 + 2.97 ugmg™, con una diferencia de 1.71
ugmgten comparacion con los pulpos de esta misma dieta a los 28 dias de cultivo (Tabla 5). Adn después
de las modificaciones en el contenido de DHA en los organismos alimentados con la Dieta 1y la Dieta 2 a
los 42 dias de cultivo, las comparaciones estadisticas revelaron diferencias significativas solamente entre

los juveniles recién eclosionados y los que recibieron la Dieta 2 (p = 0.01) (Tabla 5).

Las pequeiias diferencias en el contenido de DHA en la Dieta 1y Dieta 2 a los 42 dias de cultivo, modificaron
la relacion DHA:EPA en cada una de estas dietas (Dieta 1: 1.81 + 0.22 y Dieta 2: 1.59 + 0.12), sin embargo,
con base en la prueba a posteriori de Tukey, no existieron diferencias significativas entre cada uno de estos
grupos (Dieta 1: p = 0.79; Dieta: p =0.22) y el grupo de los organismos recién eclosionados. En la relacion
DHA:EPA en los pulpos que recibieron la Dieta 3, tampoco se encontraron diferencias significativas (p =
0.62) con los recién eclosionados (Tabla 5). Las diferencias significativas solamente se encontraron entre
los organismos alimentados con la Dieta 3 (2.26 £ 0.16) y la Dieta 2 (1.59 £ 0.12) (p = 0.02), con ésta ultima,

los juveniles de pulpo tuvieron la relacion DHA:EPA mas pequefia (Tabla 5).
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Capitulo 4. Discusion

El interés sobre el manejo técnico de los cultivos de cefaldpodos se ha mantenido tanto para
investigaciones en neurologia como para cumplir con la demanda de consumo (Uriarte et al., 2011).
Especificamente en el grupo de los pulpos del género Octopus spp. de interés gastrondmico, los estudios
se han enfocado en la especie O. vulgaris (pulpo comun), en gran parte sobre sus requerimientos
nutricionales (lglesias et al., 2000; Moxica et al., 2002; Navarro y Villanueva, 2003; Iglesias et al., 2004,
2007; Okumura et al., 2005; Prato et al., 2010; Seixas et al., 2010). Las observaciones realizadas sobre esta
especie han llamado la atencidn de diversos investigadores, de tal modo que han unido sus esfuerzos con
la finalidad de plantear algunas recomendaciones, enfocadas en futuras lineas de investigacion, tales
como: reproduccidn, engorda, desarrollo, nutriciéon y calidad del agua, entre otras, cuyos resultados
ayudardn al desarrollo de los cultivos de las especies de pulpo (Iglesias et al., 2007). Lo anterior evidencia
que, aun cuando hay especies de pulpo que han sido mas estudiadas que otras en su etapa temprana de
desarrollo (paralarva), existen otras en donde las investigaciones son escasas en diversos temas, tal es el

caso de O. bimaculoides, cuyo potencial de cultivo podria ser prometedor.

Las investigaciones sobre las dietas suministradas en las primeras etapas del ciclo de vida de los pulpos,
destacan que, para lograr un buen desarrollo de éstos, existe la necesidad de encontrar un alimento que
cubra con sus requerimientos nutricionales (principalmente en relacion al contenido de acidos grasos y
aminodcidos esenciales), que sea facil de manejar, con una palatabilidad adecuada, un aglutinante
apropiado, y que sea llamativo, ya que los pulpos manipulan el alimento con sus brazos (Navarro et al.,
2000; Navarro y Villanueva, 2003; Villanueva et al., 2004; Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2008;
Solorzano et al., 2009; Quintana et al., 2008, 2011; Garcia et al., 2011 y Viciano et al., 2011).

Algunos autores mencionan que los cambios en el contenido de lipidos y en el perfil de acidos grasos en
los pulpos pueden ser por el efecto de la dieta parental (Caamal-Monsreal et al., 2015; Tercero et al., 2015)
o por la dieta que consumen las paralarvas y juveniles, lo que se refleja directamente en el desarrollo,
crecimiento, y supervivencia de estos organismos. Resultados favorables en estos aspectos se han
obtenido al probar dietas con inclusion de grenetina, la adicién de aminoacidos esenciales y algunos
aceites ricos en acidos grasos altamente insaturados (Navarro et al., 2000; Navarro y Villanueva, 2003;
Villanueva et al., 2004; Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2008; Solorzano et al., 2009; Garcia et al.,

2011; Quintana et al., 2008, 2011; Viciano et al., 2011). No obstante, si no se tiene una cantidad adecuada
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de cada nutriente, asi como un balance de estos en la dieta, se pueden obtener resultados poco favorables

en crecimiento y supervivencia.

Actualmente, sigue habiendo una brecha entre el tipo de dietas que podrian ser utilizadas y las que
generaran un crecimiento, desarrollo y supervivencia adecuados para la permanencia de estos cultivos.
Por lo pronto, las dietas artificiales no son bien aceptadas por los pulpos y provocan tasas de crecimiento
bajas (Domingues et al., 2007). El alimento mas utilizado en la etapa de paralarva y juvenil de O. vulgaris,
ha sido la Artemia enriquecida y sin enriquecer, sin embargo, los resultados son, un pobre crecimiento y
baja supervivencia ocasionados por perfiles nutricionales inadecuados, sobre todo de dacidos grasos
(Navarro y Villanueva, 2000; Navarro y Villanueva, 2003; Villanueva et al., 2004, Seixas et al., 2010; Viciano
etal., 2011). Sin embargo, se ha observado que juveniles de la especie O. bimaculoides poseen la capacidad
de crecer 3.7, 4.4 y 5.6 mg-d’, siendo alimentados con Artemia enriquecidas con Spirulina maxima, con
Alga-Mac-3050 y sin enriquecer, respectivamente (Solorzano et al., 2009). Tomando en cuenta que una de
sus presas preferidas son los crustaceos, se recomienda que este grupo de organismos se incluyan como
base en cualquier dieta para pulpos (Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2008; Quintana et al., 2011;

Viciano et al., 2011).

En la presente investigacion, los organismos alimentados con las tres dietas, consumieron el alimento
desde el primer momento en que se les proporciond, lo cual sugiere que las dietas suministradas
estimularon a los organismos a alimentarse y fueron bien aceptadas (Domingues et al., 2005, 2007) y que
al igual que en 0. maya (Quintana et al., 2011), el alimento en forma de pasta también es bien aceptado
por O. bimaculoides. La cantidad de alimento suministrado, entre 30 y 50 % del peso corporal cada 24
horas, permitidé que éste se mantuviera compactado dentro del agua y los organismos lo consumieran casi
en su totalidad. En O. maya se ha observado un crecimiento similar cuando el alimento es suministrado
ad libitum o en una proporcion de 30% del peso de los organismos, ademas de que se obtuvo una mejor

supervivencia cuando los pulpos fueron colocados en grupo (Quintana et al., 2011).

El crecimiento de los pulpos que recibieron las dos dietas (Dieta 2 y 3), formuladas con mayor proporcion
de jaiba (80%) apoya lo que se ha encontrado en 0. maya y O. vulgaris, donde la dieta que contenia carne
de cangrejo fue mejor aceptada (Van Heukelem, 1976) en comparacién con dietas como Artemia, pescado
(Abudefduf abdominalis), larvas de camardn, larvas de poliquetos, copépodos y calamar, entre otros, ya
qgue produce el mejor crecimiento en comparacion con alimentos como pescado (Boops boops), mejillon
(Mytilus chilensis) o calamar fresco congelado (O’ Dor et al., 1984; Aguado-Giménez y Garcia-Garcia, 2002;

Pérez et al., 2006; Martinez et al., 2014). Tomando en cuenta la ganancia en peso de los pulpos, se puede
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decir que O. bimaculoides presenta requerimientos similares a O. maya y O. vulgaris en relacién con la
calidad de los nutrientes, ya que al igual que el resto de los cefalépodos, su principal fuente de energia
proviene de las proteinas (O’Dor y Wells, 1987; Lee et al., 1995; Villanueva et al., 2004; Martinez et al.,
2014).

Los pulpos que recibieron la Dieta 1, compuesta por la menor proporcién de jaiba (60%), no tuvieron una
ganancia en peso favorable, perdiendo el 14.19% de su peso inicial hasta los 28 dias de cultivo, con un
crecimiento negativo de -0.29 mg-d?, lo que produjo adelgazamiento de los brazos y manto reducido. Es
evidente que esta dieta no cumplié con los requerimientos de O. bimaculoides para favorecer su
crecimiento, pero posiblemente el contenido proteico de la jaiba, incluida en el alimento, les permitié a
estos organismos sobrevivir y encontrarse al limite de su mantenimiento, ya que mantuvieron un peso
alrededor de los 50 mg hasta el dia 28 del cultivo. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Domingues et al. (2007) en O. maya, el cual fue alimentado con una dieta artificial que contenia calamar
fresco (Loliguncula brevis), aunque el organismo no crecid, conservo su peso y logré mantenerse durante
un periodo de 40 dias; los autores mencionan que posiblemente fue debido al aporte de las proteinas

presentes en el calamar.

Rosas et al. (2011), formularon tres dietas con diferentes proporciones de proteina para alimentar a
juveniles de O. maya de 450 g de peso que fueron capturados del medio natural, dos de las dietas con 40%
y 60% de proteina fueron formuladas artificialmente con harina de pescado, suero, aceite de pescado,
vitaminas, y otros ingredientes, la tercera dieta estuvo conformada solamente con carne de jaiba
congelada que aportaba el 58% de proteina. Los autores reportaron que la dieta con el 40% de proteina,
ocasiond una tasa de crecimiento negativa de -0.43%d™, mientras que la dieta con el 58% de proteina
produjo la mejor tasa de crecimiento con 1.77%d* (11.8 g-d!). La escasez de proteina en el alimento de
los cefaldpodos ocasiona perdida de biomasa, lo que se ve reflejado en un tamafo reducido, ademas, los
organismos limitan su movimiento, pero cuando hay disponibilidad de alimento con alto contenido de

proteinas pueden recuperarse (O’Dor et al., 1984).

Los lipidos son un nutriente limitante en la dieta de los pulpos y pueden ser utilizados a corto plazo para
poder canalizar las proteinas como reserva energética y utilizarlas también para el crecimiento (O’Dor et
al., 1984). Sin embargo, con una dieta alta en lipidos, el pulpo produce heces aceitosas, lo que indica una
baja eficiencia digestiva de estos nutrientes, producto de su baja capacidad para oxidarlos aunado a que
estos organismos tienen pocos sitios para el depdsito de los mismos (Mommsen y Hochachka, 1982; O’Dor

et al., 1984).
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En el pulpo Enteroctopus megalocyathus, alimentado con una dieta conformada solamente por el mejillon
(Mytilus chilensis), el cual contiene un alto contenido de lipidos y de energia, ocasiond una pérdida del
14.5% de su peso inicial (200 mg), una alta mortalidad (74%) de los organismos, asi como una reduccién
de la masa corporal y una eficiencia de asimilacién alimenticia negativa (-42.8%), en comparacién con el
99.2% de eficiencia de asimilacién encontrada en los organismos alimentados con crustaceos (Pérez et al.,
2006). Para la alimentacidn de los juveniles O. bimaculoides del presente trabajo, fue utilizado el mejilldn
Mytilus galloprovincialis, el cual posee un bajo contenido proteico (aprox. 9.85%) (Orban et al., 2002) y un
contenido de lipidos de 2.6% de su peso humedo (Pirini et al., 2007), siendo mas alto que el porcentaje de
lipidos presente en la jaiba (C. sapidus) (0.95%) (Kuclkgllmez et al., 2006) y sobrepasando el contenido

de lipidos (1.1%) reportado para el pulpo O. vulgaris (O’'Dor et al., 1984).

Reforzando lo mencionado anteriormente, es posible que, en el presente estudio, la pérdida de peso de
los juveniles de O. bimaculoides alimentados con el mayor porcentaje de mejillon (36%) se haya debido a
un mayor contenido de lipidos del que los pulpos pudieron digerir y asimilar. De este modo, el efecto
negativo de la Dieta 1 puede deberse principalmente a un desbalance de nutrientes, un alto contenido
lipidico, consecuencia de la adicidon de la génada de mejillén, aunado a la baja proporcién de proteinas
requeridas como energia y reserva para el crecimiento (O’Dor et al., 1984). En un experimento previo al
desarrollo del cultivo, se mantuvieron 40 juveniles de O. bimaculoides durante un periodo de 30 dias, los
cuales fueron alimentados solamente con mejillén fresco completo (Mytilus galloprovincialis), en estos
organismos se observé una ganancia de méas del 50% de su peso inicial (56 mg), es decir 0.93 mg-d?, por
lo que estos resultados sugieren que la utilizacidon del mejillén completo como dieta fue mas eficiente para
el crecimiento de esta especie que la Dieta 1 durante los primeros 28 dias de cultivo (-0.29 mg-d?), a la

cual se le adicioné sélo la gonada del mejillén (Gémez-Fierro, no publicado).

El grupo de organismos que continuo en cultivo hasta el dia 42, consumiendo la Dieta 1, resalto que el
crecimiento fue diferente, ya que el peso final de estos pulpos fue de 64.78 mg. Estos resultados
demuestran que algunos organismos perdieron peso (dia 28) y un 40.5 % del total de 42 individuos
respondieron positivamente; ante este escenario es importante profundizar en los efectos de esta dieta

sobre los pulpos.

Por otra parte, los organismos alimentados con la Dieta 2 comenzaron a incrementar su peso a partir de
los 14 dias de cultivo, hasta obtener una ganancia en peso de 42.46% hasta el dia 28. Al finalizar el cultivo,

los individuos alcanzaron un peso de 116.19 mg (105%) con una tasa de crecimiento de 0.86 + 0.09 mg-d-
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! hasta los 28 dias de cultivo y de 2.54 + 0.25 mg-d! entre los 35 y 42 dias de cultivo, mientras que los
organismos que recibieron la Dieta 3 obtuvieron en promedio 85.4 mg de los dias 28 al 42. Esto sugiere
que la Dieta 2 fue mds eficiente en producir crecimiento entre los 35 y 42 dias de cultivo. Solorzano et al.
(2009), por otro lado, mantuvieron juveniles recién eclosionados de esta misma especie (89 mg) durante
un cultivo de 20 dias a una temperatura de 21 * 2 °C, sus resultados fueron un peso de 200 mg, una
ganancia de 124% del peso inicial y una tasa de crecimiento de 5.6 mg-d, cuando utilizaron Artemia salina
enriquecida con AlgaMac-3050 como dieta, mientras que con Artemia sin enriquecer los organismos
llegaron a pesar 188 mg, con una supervivencia de 83%. Forsythe y Hanlon (1988), cultivaron juveniles de
la misma especie con un peso inicial de 70 mg en dos temperaturas, reportaron un crecimiento de 6190
mg a los 404 dias de cultivo con una temperatura de 18°C y de 5970 mg en 307 dias a 23 °C. Los pulpos O.
bimaculoides del presente trabajo, fueron mantenidos a una temperatura de 19.04 + 0.04 °C; con base en
estos resultados y los de otros autores, es posible que las diferencias estén también asociadas a la
condicidn inicial de los organismos tomando en cuenta el peso de los pulpos recién eclosionados, asi como

las temperaturas y calidad de las dietas utilizadas.

La dieta que produjo el mejor crecimiento en los organismos durante los primeros 28 dias de cultivo fue
la Dieta 3, la cual contenia 80% de jaiba, 11% de mejillén e inclusidn de aceite de ojo de atun (con mayor
contenido de ARA, DHA y EPA), ya que los pulpos ganaron el 48.60% de su peso inicial, sin pérdida de peso
durante todo el periodo de cultivo. Lo anterior podria indicar que la Dieta 3 tenia un mejor perfil de acidos
grasos para los pulpos durante los primeros 28 dias del cultivo, que de acuerdo con lo documentado, las
primeras etapas de desarrollo tienen un alto requerimiento de acidos grasos poliinsaturados (Navarro y
Villanueva, 2000; Quintana et al., 2011), ademas, probablemente esta dieta también contenia un nivel de
proteinas adecuado para favorecer el crecimiento gracias al porcentaje de jaiba (80%). Los escasos
estudios del efecto de la dieta sobre el crecimiento de O. bimaculoides, y tomando en cuenta los resultados
reportados por algunos autores en la misma especie, deja en evidencia la necesidad de profundizar en los
aspectos nutricionales para encontrar la mejor dieta que favorezca el desempefio de esta especie en

cultivo.

En el presente estudio, se procuré anadir en todas las dietas un mayor porcentaje de jaiba, y en la Dieta 3
se adiciond el aceite de ojo de atun, con el objetivo de enriquecerla mediante la incorporacion de acidos
grasos altamente insaturados para favorecer el crecimiento y la supervivencia. El desempefo de los pulpos
medido a través del crecimiento fue mejor con la dieta 3 durante los primeros 28 dias del cultivo en
comparacién con la Dieta 2, posteriormente, el peso se mantuvo entre 84.11 y 86.81 mg, mientras que los

pulpos de la Dieta 2, continuaron ganando peso hasta el ultimo dia del cultivo. Los resultados obtenidos
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con la Dieta 3 al finalizar el cultivo, probablemente se deban a un desbalance de nutrientes, principalmente
en proteinas y lipidos (P:L), ya que como lo mencionan Lee et al. (1995) y Seixas et al. (2010), en diferentes
especies de cefaldpodos la utilizacion de los lipidos es menor y la fuente de carbohidratos es insignificante

para la reserva y obtencién de energia.

En los estudios sobre el desarrollo de cefalépodos alimentados con dietas enriquecidas, se ha observado
gue una proporcién inadecuada de lipidos en la dieta, con niveles bajos en P:L, ocasionan menores
crecimientos (Seixas et al., 2010), en el estadio larval interfieren con el proceso de la digestion y absorcion
(die et al., 1997; Olsen et al., 2000; Morais et al., 2005), y también afectan la tendencia observada en estos
organismos de reducir progresivamente la cantidad de lipidos conforme los organismos crecen,
ocasionando que el contenido de éstos sea mds alto que el observado en los organismos recién
eclosionados a causa del exceso de lipidos suministrados (Navarro y Villanueva, 2003; Seixas et al., 2010).
Lo anterior podria explicar porque la Dieta 1 no cumple con este requerimiento, debido a que contiene
20% menos jaiba que las otras dos dietas, reemplazando este porcentaje por manto y génada de mejillén.
En el caso de la Dieta 3, por el hecho de tener 5% de aceite de ojo de atun, el cual no sélo contiene DHA y
EPA, sino también otros lipidos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados; es probable que este
alimento fuera rico en lipidos, lo que posiblemente influyd en la proporcidn de proteina proveniente del

crustdceo en la segunda etapa del cultivo.

Es necesario continuar explorando la inclusién de Artemia en las dietas, principalmente para pulpos de
desarrollo directo como O. pallidus, O. mayay O. bimaculoides, considerando los resultados obtenidos por
Solorzano et al. (2009), ya que el mejor crecimiento en juveniles de O. bimaculoides lo obtuvieron con
Artemia enriquecida con AlgaMac-3050. Ademas, resaltaron la importancia de la arginina y la lisina
(aminoacidos esenciales), los cuales fueron similares entre los organismos recién eclosionados y los

alimentados con esta dieta.

En el presente trabajo, también se evalué el nimero de ventosas como un estimador del crecimiento de
los organismos. Los juveniles recién eclosionados tuvieron 32 ventosas y al dia 28 de cultivo se
cuantificaron 34 ventosas en los organismos alimentados con la Dieta 2 y 3. Un pulpo adulto de O.
bimaculoides tiene entre 140 y 190 ventosas en total, presenta asimetria en el numero de ventosas de
cada uno de los brazos y cada par de brazos tiene un tamafio distinto (Jereb et al., 2014), esta asimetria
entre brazos, también fue observada en los juveniles de O. bimaculoides, por lo que es posible que la
variabilidad en el niumero de ventosas entre cada uno de los brazos enmascaré el efecto de los

tratamientos. Los organismos alimentados con la Dieta 1 presentaron un menor nimero de ventosas (31)
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que los organismos recién eclosionados, a causa de la perdida de biomasa reflejada también en el
adelgazamiento de los brazos, lo que dificulto la observacion y cuantificacién de las ventosas ubicadas en

las puntas de los brazos.

El pulpo O. bimaculoides en etapa adulta presenta dos ocelos (manchas de ojos falsos) conformados por
cromatéforos llamados iridéforos, los cuales estan formados por capas apiladas de quitina que producen
los colores espectrales azul y verde brillantes en esta especie y en O. bimaculatus (Messenger, 2001). Estas
pigmentaciones se encuentran a cada lado de la cabezay le sirven para mimetizarse y adquirir la apariencia
de un animal mas grande en presencia de sus depredadores (Jereb et al., 2014). En los juveniles recién
eclosionados, estas manchas no se distinguen aun cuando son expuestos a un estimulo (Dra. Hernandez
com. pers.), por lo que en el presente estudio se estimo el tiempo de apariciéon de los ocelos como un

indicador del desarrollo de los juveniles.

La presencia de los ocelos fue distinguible por primera vez a los 14 dias de cultivo en el 11.8% del total de
organismos (143 pulpos), el mayor porcentaje de individuos donde se observaron los ocelos fueron
aquellos alimentados con la Dieta 2 y la Dieta 3 con el 4.9% en cada dieta, mientras que en los pulpos que
recibieron la Dieta 1, solamente se observaron en tres organismos (2%). A los 21 dias del cultivo, la
presencia de los ocelos se observé en el 49.3% de los organismos (n = 70), de los cuales el 18.3% (26 pulpos)
provenian de la Dieta 2, 15.5% (n = 22) de la Dietas 1y 15.5% (n = 22) de la Dieta 3. A los 28 dias de cultivo,
el 90% de los juveniles presentaban ocelos. Es importante mencionar que la observacién es subjetiva,
debido a que no fue posible observar los ocelos en todos los organismos, tal fue el caso del tratamiento
con la Dieta 1 donde el 10% de los pulpos no reaccionaron al estimulo y permanecieron inactivos. En la
interpretaciéon de la aparicién de los ocelos, es recomendable complementar con descripciones

histolégicas que permitan establecer con precision su presencia en los juveniles de O. bimaculoides.

Los cromatdéforos de los pulpos son estructuras complejas formadas por fibras musculares, células gliales
y nervios, entre otros, las cuales son reguladas por los I6bulos cerebrales (Messenger, 2001), durante las
primeras etapas de desarrollo, la piel de los pulpos (0. vulgaris) es mas palida, pero conforme crecen y se
desarrollan, estos cromatéforos quedan en lo profundo de la piel y la nueva formacién de cromatéforos
con pigmentos oscuros toma su lugar en la superficie de la piel (Froesch y Packard, 1979). De este modo,
la ausencia de ocelos y la pigmentacidn mas palida que se observé en los organismos alimentados con la
Dieta 1, ademas de la coloracién café en todos los ocelos observados (aun sin color azul o verde), puede

indicar que la alimentacion tuvo un efecto importante para el desarrollo de las fibras musculares y nervios
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que conforman los cromatdforos, incluyendo a los iridéforos, que después dardn lugar a la pigmentacion

en la etapa adulta.

La mayor supervivencia fue observada en los organismos alimentados con la Dieta 2 con 97.92% a los 28
dias y 95.65% a los 42 dias de cultivo, lo cual pudo haber sido favorecido por la utilizaciéon de grenetina
como aglutinante debido a que ésta es casi 100% proteina cruda. Ademas, en estudios con O. maya se ha
mencionado que la inclusidn del 2 al 10% de grenetina, como aglutinante en la dieta, favorece la digestion
y absorcién de los nutrientes por parte de los organismos, ya que la glandula salivar posterior y la gldndula
digestiva requieren menor actividad de las proteasas para digerir el alimento (Rosas et al., 2008; Quintana
et al., 2011). La grenetina también contiene dos aminodacidos importantes para los cefalépodos; prolina
en un 12% (Rosas et al., 2008) el cual esta relacionado con el metabolismo oxidativo en O. vulgaris
(Villanueva et al., 2004) y arginina en un 8% (Rosas et al., 2008). Este ultimo aminoacido es precursor de
la octopina y estd involucrado en el metabolismo anaerdbico como el producto final de la glicélisis en lugar
de lactato deshidrogenasa (Hochachka, 1977; Fujisawa et al., 2005). También contiene otros aminoacidos
gue no son esenciales pero que proveen energia (Rosas et al., 2008). Se han utilizado otros aglutinantes
como el alginato, sin embargo, éste no facilita la digestion en 0. maya, incluso después de haber sido

hidrolizado, ademas produjo pérdida de peso y los juveniles murieron (Rosas et al., 2008).

Los juveniles requieren grandes cantidades de 4cidos grasos poliinsaturados, como por ejemplo DHA para
la formacidon de las membranas lipidicas de las células que forman los tejidos como el neuronal (Navarroy
Villanueva, 2000; Salem et al., 2001; Seixas et al., 2010; Tocher et al., 2010; Quintana et al., 2011). Por esta
razén, la dieta que contenia la mayor concentracion de ARA, EPA y DHA (Dieta 3), parecia ser la mas
indicada para la alimentacion de los juveniles recién eclosionados. Esto se confirmd durante las primeras
cuatro semanas de cultivo (28 dias) gracias al peso ganado (49.3% del peso inicial) en los organismos
alimentados con esta dieta, lo que podria indicar que durante este periodo, dicha dieta tenia el mejor
perfil nutricional, pero en la segunda etapa del cultivo (dia 28 al 42), el peso se mantuvo practicamente
constante (85.42 mg), a pesar de que la relacion DHA:EPA se encontraba por encima del valor de 2.01 +
0.06 presente en los organismos recién eclosionados. Posiblemente al dia 28 de cultivo, los pulpos
asimilaban de mejor manera los lipidos, debido a su gran requerimiento de acidos grasos poliinsaturados,
principalmente de DHA (Navarro y Villanueva, 2000). Los resultados encontrados con la Dieta 3, la cual
contenia aceite de ojo de atun, podria indicar que se requiere un cambio en la dieta para la segunda etapa
del cultivo, debido a que probablemente haya un desbalance de nutrientes, pues en diferentes especies
de cefalépodos, se ha reportado que la utilizacién de los lipidos disminuye conforme éstos se desarrollan

(Lee et al., 1995; Seixas et al., 2010).
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En los organismos de la Dieta 2, la relacion DHA:EPA (1.59) fue mds cercana a la recomendada para las
especies marinas (1.5) (Okumura et al., 2005), lo cual sugiere que la relacion DHA:EPA en la dieta, favorecio
que los organismos mantuvieran esta proporcidn y presentaran una tasa de crecimiento constante (1.42
mg-d!) y un mayor porcentaje de supervivencia. En la Dieta 3, las cantidades de ARA (3.77 ug-mg?) y DHA
(31.46 ug-mg?), fueron més altas que en la Dieta 1y Dieta 2, por lo que se podria asumir que la Dieta 3 era
la mas indicada para alimentar a los juveniles, porque estos valores se acercaban a los encontrados en los
juveniles recién eclosionados (ARA: 2.62 pg:mg?® y DHA: 29.82 pg-mg?, a los 42 dias de cultivo). Sin
embargo, los organismos alimentados con esta dieta, tanto a los 28 como a los 42 dias de cultivo
presentaron una disminucidn de estos acidos grasos y no reflejaron el alto contenido de ARA y DHA
presentes en la dieta, ya que las concentraciones estaban por debajo de los valores encontrados en los
organismos recién eclosionados. El contenido de EPA reflejo el contenido de este acido graso en la dieta,

pero la concentracidn se mantuvo por debajo de aquel presente en los juveniles recién eclosionados.

Los organismos alimentados con la Dieta 1 y Dieta 2, tanto a los 28 como a los 42 dias de cultivo reflejaron
un contenido de ARA cercano al encontrado en las dietas. La concentracion de EPA y DHA en estos pulpos
en ambos periodos fueron mas altos que el contenido presente en las dietas formuladas. En relacién a la
concentracién de DHA, los organismos de estos tratamientos, tuvieron una concentracién mas alta de este
acido graso que la encontrada en las dietas, con una diferencia promedio en ambos periodos de 13 pug-mg-

1 (Dieta 1) y 10 pg-mg-1 (Dieta 2) con respecto a la dieta.

Las concentraciones de los acidos grasos presentes en los juveniles recién eclosionados marcaron mas
similitudes con los organismos alimentados con la Dieta 1, a pesar de esto, no se observé beneficio por
parte de esta dieta. La reduccion del contenido de DHA en los organismos que recibieron la Dieta 3
ocasiond que la relacién DHA:EPA en los organismos fuera menor que en la dieta suministrada (2.48 +
0.21, 28 dias y 2.26 £ 0.16, 42 dias) en comparacion a la que se ofrecié en el alimento (3.84 + 0.12),

acercandose mas a la relacién DHA:EPA presente en los organismos recién eclosionados (2.01 + 0.06).

Se ha encontrado que los organismos marinos poseen menor capacidad para producir acidos grasos de
cadena larga y altamente insaturados (Monroig et al., 2011), sin embargo, algunos peces marinos como
Solea senegalensis (Li et al., 2010) y Sinagus canaliculatus (Morais et al., 2012) poseen la capacidad de
producir ARA, EPA y DHA a partir de los 4cidos grasos linolénico (18:3n-3) y linoleico (18:2n-6) por medio
de las enzimas desaturasas A6 y A4. En O. vulgaris, se ha observado la presencia de DHA a pesar de que

éste no sea suministrado por la dieta, posiblemente como una adaptacion de los juveniles recién
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eclosionados para retener los lipidos esenciales o cierta capacidad de biosintesis (Navarro y Villanueva,
2000; Seixas et al., 2010; Viciano et al., 2011). Seixas et al. (2010), reportaron en paralarvas de O. vulgaris
de 10y 15 dde y que fueron alimentadas con Artemia enriquecida con DHA-Selco, contenidos de DHA mas
bajos que las paralarvas recién eclosionadas, ademadas observaron que estos mismos organismos
conservaron el contenido de EPA inicial. En el presente trabajo, con juveniles de O. bimaculoides, se
documenta que a pesar de que las dietas contenian un perfil bajo de ciertos acidos grasos, los pulpos
alimentados con dichas dietas presentaron un contenido de esos mismos acidos grasos similar o mas alto
al que poseian al dia de su eclosién. Resultados similares han sido reportados por Navarro y Villanueva
(2003), Seixas et al. (2010) y Viciano et al. (2011) en paralarvas de O. vulgaris. El tipo y calidad de la dieta
ha sido muy estudiado en especies de pulpo que tienen etapa de paralarva, en los organismos con
desarrollo directo (sin etapa larvaria), los trabajos son escasos, por lo que es importante profundizar en el
conocimiento de la biologia bdsica de estas especies como O. bimaculoides ya que se considera con

potencial para desarrollar su cultivo.

Los resultados del presente trabajo, indican que es posible que los juveniles de O. bimaculoides posean la
capacidad de producir de novo acidos grasos como ARA, EPA y DHA, ya que resultados similares se han
documentado en O. vulgaris, debido a que los organismos pueden presentar un mayor contenido de estos
acidos grasos del que les fue suministrado. En algunos cefalépodos como Sepia officinalis y O. vulgaris,
aun no se ha confirmado la presencia o funcionalidad de enzimas desaturasas y elongasas como las que se
han encontrado en peces diadromos o teledsteos como las desaturasas A4, A6, A8 y enzimas de la familia
de las elongasas Elovl (por sus siglas en inglés, Elongasas de acidos grasos de cadena muy larga); Elvol4,
Elvol5, Elvol2 (Buzzi et al., 1996, 1997; Sprecher, 2000; Tocher et al., 2003; Cook y McMaster, 2004; Morais
et al.,, 2009; Monroig et al., 2011, 2013b), solamente se ha documentado una enzima similar a la
desaturasa A5, la cual estd encargada de la sintesis de ARA y EPA a partir de 20:3n-6 y 20:4n-3
respectivamente, sin embargo, estos dos acidos grasos son raros en la dieta de estos cefaldpodos. Ademas
de la enzima A5, también se ha encontrado la elongasa Elovl5/2 en S. officinalis y O. vulgaris, la cual posee
una actividad similar a las elongasas ElovI5 y Elovl2, con capacidad de elongar acidos grasos C18 a C20
(Monroig et al., 2012a, 2012b, 2013a). Con base en los resultados de la presente investigacidn, se requiere
continuar probando diferentes dietas en los juveniles de O. bimaculoides y obtener los perfiles tanto de
las dietas como de los organismos para comprender con mayor detalle el comportamiento de los acidos

grasos altamente insaturados.

A pesar de lainfluencia que el alimento pueda tener sobre el contenido de acidos grasos en los organismos,

al proveer una dieta enriquecida, no siempre se obtienen los resultados esperados, como mejor
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supervivencia o crecimiento (Morais et al., 2004; Villalta et al., 2005; Seixas et al., 2010). Lo anterior puede
indicar que la absorcién de los acidos grasos altamente insaturados, no depende Unicamente de su adicion
en la dieta, sino también de su presentacién (Seixas et al., 2010). Los resultados de la presente
investigacion, sugieren que el tipo de nutrientes y el balance en que estos se encontraron presentes en la

dieta, influyeron sobre el desempefio bioldgico de los juveniles de O. bimaculoides.
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Capitulo 5. Conclusiones

e El crecimiento con la dieta de mayor proporcion de jaiba (80%) y sin inclusién de aceite de ojo de
atun, favorecidé un mejor crecimiento, con una ganancia de 105% del peso inicial (56.54 mg) hasta
los 42 dias de cultivo, ademas, esta dieta mantuvo la mejor supervivencia con 97.92% a los 28 dias

de cultivo y 95.65 % a los 42 dias de cultivo.

e El desarrollo de los organismos, estimado con base en el nimero de ventosas hasta el dia 28 de
cultivo, mostrd que las dietas tuvieron un efecto significativo. Los pulpos que recibieron las dietas

2y 3 incrementaron a 34 el nimero de ventosas.

e Eltiempo de desarrollo de los ocelos utilizado como un indicador de la mejor dieta proporcionada
a los juveniles de pulpo, indicd que, a los 21 dias de cultivo el 55% de los organismos que recibieron

la dieta con mayor cantidad de jaiba (80%) y sin aceite de ojo de atln presentaron los ocelos.

e Las concentraciones de ARA, EPA y DHA, sugieren que los organismos recién eclosionados de la
especie 0. bimaculoides requieren una mayor cantidad de dcidos grasos durante los primeros 28
dias de cultivo, pero después de este periodo, los organismos pueden alimentarse con una dieta
sin inclusién de aceite de ojo de atun (Dieta 2), la cual generd los mejores resultados entre los 28

y 42 dias de cultivo.

e Los resultados de esta investigacidn, sugieren que el tipo de nutrientes y el balance en que estos
se encontraron presentes en la dieta influyeron sobre el desempefio bioldgico de los juveniles de

O. bimaculoides.
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Recomendaciones

e Realizar pruebas con dietas con porcentajes distintos de los mismos ingredientes utilizados en este
trabajo y obtener la composicidon de proteinas, lipidos, carbohidratos, perfil de aminoacidos y
energia, tanto de las dietas como de los individuos recién eclosionados y en cultivo, para
establecer una dieta de mejor calidad que pueda utilizarse durante todo el cultivo o en cierto

periodo de éste.

e Es necesario estandarizar una técnica para el conteo de las ventosas que permita llevar a cabo el
conteo en los brazos que han perdido volumen, ademas de realizar estudios histoldgicos para

precisar el momento de aparicién de los ocelos.

e Realizar el perfil de acidos grasos de los organismos recién eclosionados, con pulpos en periodo
de inanicidon y los organismos alimentados con diferentes dietas en periodos consecutivos, de tal
modo que se genere informacion sobre el comportamiento de los acidos grasos en el tiempo bajo

cada condicion establecida.

e Es necesario realizar pruebas moleculares en busqueda de enzimas desaturasas y elongasas que
pudieran participar en la sintesis de acidos grasos altamente insaturados, asi como extenuar la
busqueda de posibles acidos grasos contenidos en la dieta que pudieran ser los sustratos para la

formacién de novo de los acidos grasos esenciales.
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