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Resumen de la tesis que presenta Abraham Enrique Atondo Grajeda como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Desempeiio bioldgico y composicion de acidos grasos de juveniles de Octopus bimaculoides
alimentados con dietas naturales

Resumen aprobado por:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez
Directora de tesis

Los pulpos cuentan con un gran potencial para la acuicultura, sin embargo, los resultados de
investigaciones y de cultivos experimentales no han logrado la produccidn en sistemas de cultivo. Las
deficiencias nutricionales de las dietas han contribuido a los bajos porcentajes de supervivencia de
paralarvas y juveniles tempranos, al no cumplir los requerimientos nutricionales que favorezcan su
desarrollo. Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue evaluar el desempeiio bioldgico y el contenido de
acidos grasos de juveniles de Octopus bimaculoides alimentados con tres dietas naturales: D1 (dieta
control) con un 80% de jaiba (Callinectes sapidus) y un 16% de mejillon (Mytillus galloprovincialis); D2 con
48% de jaiba y 48% de calamar (Dosidicus gigas) y D3 con un 48% de jaiba y 48% de anfipodos caprélidos.
Se cultivaron 12 juveniles por tanque (9 tanques de 60 L cada uno) y se alimentaron con las diferentes
dietas; cada tratamiento con tres replicas. Los juveniles fueron cultivados hasta los 45 dias después de la
eclosién, con un primer muestreo realizado a los 25 dias de cultivo para la evaluacion de acidos grasos. Las
concentraciones de 4acidos grasos altamente insaturados, como el araquidénico (ARA, C20:4n6),
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n3) y docosahexaenoico (DHA, C22:6n3) presentaron diferencias
significativas entre los organismos recién eclosionados y los cultivados a los 25 y 45 dias. Las diferencias
en concentraciones se observaron a los 25 dias de cultivo entre los pulpos recién eclosionados y los
alimentados con la D1 (p < 0.026). La mayor relacion DHA:EPA (1.3) se presentd en los juveniles de la D2
(p < 0.001), asi como una mayor concentracion de DHA (139.95 * 12.31 ugemg™). A los 45 dias los
organismos de la D2 presentaron una ganancia en peso del 85% con respecto a su peso inicial. Los pulpos
de la D3, a los 25 dias perdieron el 47% de su peso con respecto a su peso promedio inicial (p < 0.001). La
mayor supervivencia se obtuvo en los pulpos de la Dieta 2, con un 91.66% y 77.77% a los 25 y 45 dias de
cultivo, respectivamente.

Palabras clave: Octopus bimaculoides, juveniles, desempeiio bioldgico, acidos grasos, dieta



Abstract of the thesis presented by Abraham Enrique Atondo Grajeda as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture.

Biological performance and fatty acid composition of Octopus bimaculoides juveniles fed with natural
diets

Abstract approved by:

Dr. Mdnica Hernandez Rodriguez
Thesis Director

Octopus have great potential for aquaculture, however, the results of research and experimental cultures
have not achieved production in culture systems. The nutritional deficiencies of the diets have contributed
to the low survival rates of paralarvae and early juveniles, by not meeting the nutritional requirements
that favor their development. Therefore, the objective of the work was to evaluate the biological
performance and the content of fatty acids of Octopus bimaculoides juveniles fed with natural diets. 12
juveniles per tank (9 tanks of 60 L each one) with three replicates by treatment were fed with three diets:
D1 (control diet) with 80% crab (Callinectes sapidus) and 16% mussel (Mytillus galloprovincialis); D2 with
48% crab and 48% squid (Dosidicus gigas) and D3 with 48% crab and 48% caprellid amphipods. 12 juveniles
were cultivated per tank (9 tanks of 60 L each) and they were fed with the different diets; each treatment
with three replicates. The juveniles were cultivated until 45 days after hatching, with a first sampling
carried out at 25 days of culture for the evaluation of fatty acids. The concentrations of highly unsaturated
fatty acids such as arachidonic (ARA, C20:4n6), eicosapentaenoic (EPA, C20:5n3) and docosahexaenoic
(DHA, C22:6n3) showed significant differences between newly hatched organisms and those cultured at
25 and 45 days. The differences in concentrations were observed after 25 days of culture between newly
hatched octopuses and those fed with D1 (p<0.026). The highest DHA:EPA ratio (1.3) was found in D2
juveniles (p<0.001), as well as a higher concentration of DHA (139.95 + 12.31 pgemg™). At 45 days the D2
organisms presented a weight gain of 85% with respect to their initial weight. The D3 octopuses lost 47%
of their weight after 25 days with respect to their initial average weight (p<0.001). The highest survival
was obtained in the octopuses of D2, with 91.66% and 77.77% at 25 and 45 days of culture, respectively.

Keywords: Octopus bimaculoides, juveniles, biological performance, fatty acids, diet
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Pesqueria de pulpo a nivel mundial y en México

Los cefalépodos como los calamares, sepias y pulpos, representaron el 3.8% dentro de los principales
grupos de especies en el comercio mundial de pescado y productos pesqueros, el cual representé el 6.4%
del valor total de la produccidn pesquera en el mundo, con 171 millones de toneladas en 2016 (FAO, 2018).
En dicho apartado la pesca del calamar Dosidicus gigas, alcanzé en 2016, una produccién de 747 010 t.
Cabe destacar que la pesca de cefaldpodos se compone por aproximadamente 290 especies de calamares,
de las cuales 30 o 40 especies se catalogan como las mads representativas, por otra parte se reporta que
cerca del 20 al 30% de los cefaldpodos capturados no son identificados (Arkhipkin et al., 2015; Dominguez-
Contreras, 2015). En comparacién con el calamar, la captura de pulpo no es tan significativa, debido a que
su pesca no esta tan industrializada, y su mercado se dirige en gran parte a los proveedores locales, esta
actividad se considera en algunos paises como una pesca artesanal o local (Berkes et al., 2001; Finkbeiner

y Basurto, 2015; Dominguez-Contreras, 2015).

La produccidn mundial de la especie Octopus vulgaris, se ha incrementado de manera considerable,
pasando de producciones aproximadas a las 3,500 t entre los afios 1950 a 1970, a una produccién
promedio de 60,000 t anuales desde 1972 a 2015. Los paises que contribuyen con la mayor produccién de

este recurso son México, Espafia, Portugal e Italia (Dominguez-Contreras, 2015).

En los ultimos afos, China y Marruecos se convirtieron en los mayores exportadores de pulpo a nivel
mundial, distribuyendo sus productos en el mercado europeo y norteamericano (FAO, 2018). En el periodo
de 2014 a 2016, México se posiciond como el tercer mayor productor de pulpo (CONAPESCA, 2017), con
un incrementé en un 56% en el periodo de 2013 a 2016, y su valor aumenté en un 91%. La pesqueria de
pulpo la sustentan tres estados: Yucatan, Campeche y Baja California. La exportacion de pulpo en 2016 se
destind a Espafia, Japon, Italia y los Estados Unidos, generando un alto valor en el mercado internacional,
mientras que las importaciones en ese afio provenientes de Espafia, Peru y Filipinas alcanzaron las 286 t

(CONAPESCA, 2017).

En la costa del Pacifico mexicano, la captura es sostenida principalmente por las especies del género
Octopus como O. hubbsorum (pulpo verde) y O. bimaculatus (pulpo de dos manchas o pulpo café),

mientras que la pesca de la especie 0. bimaculoides (pulpo ocelado enano) se considera una actividad
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artesanal y local. Ademas, otras especies como O. chierchiae, O. digueti, O. alecto, O. fitchi, O. veligero, O.
rubescens y O. penicillifer, no figuran como especies objetivo de las pesquerias, tanto a nivel comercial o

artesanal (Dominguez-Contreras, 2015).

La pesca de O. hubbsorum se realiza principalmente durante el verano, mientras que la captura de O.
bimaculatus y O. bimaculoides se da en el invierno. Los estados con mayor produccidn en el Pacifico son
Jalisco (28%), Baja California Sur (25%), Sonora (15%) y Baja California (11%) (SEGOB, 2017). La pesqueria
de pulpo en México se sustenta principalmente en la captura de dos especies, O. maya (pulpo rojo) y O.
vulgaris (pulpo patén), que se encuentran en el Golfo de México y en el Caribe. Esta se lleva a cabo en los
estados de Yucatan donde su produccion fue de 68.9% en 2017, Campeche con un 29.6% y los estados de
Quintana Roo y Veracruz con un 1.1 y 0.4% respectivamente (SEGOB, 2017). La pesca se compone en un
74% de O. maya y un 26% de O. vulgaris, con fluctuaciones en el tiempo y tendencia al incremento en los

ultimos afnos (SEGOB, 2017).

Las especies de pulpo del Golfo de México y el Caribe cuentan con reglamentaciones sustentadas por el
Diario Oficial de la Nacion y dictdmenes técnicos por parte de la Secretaria de Gobernacidn, como son la
Norma Oficial Mexicana NOM-008-SAG/PESC-2015, un plan de manejo pesquero para ambas especies,
permisos de pesca comercial y concesiones de pesca, asi como tallas minimas de captura establecidas en
110 mm de longitud de manto para machos y 140 mm para hembras de O. vulgaris en el Parque Nacional
Sistema Arrecifal Veracruzano. En el resto del Golfo de México, las especies de pulpo deben tener una talla
minima de 110 mm de longitud de manto para ambos sexos. Ademas de periodos de veda del 16 de
diciembre al 31 de julio para el pulpo maya en Campeche, Yucatan y Quintana Roo, y otros dos periodos
que abarcan del 1 de enero al ultimo dia de febrero y del 1 al 30 de agosto de cada afio en la zona del
Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano. En torno a las especies de pulpo del Pacifico, no se cuenta
con una reglamentacién en la Norma Oficial Mexicana, ni un plan de manejo pesquero en vias de
elaboracién, como tampoco tallas minimas de captura, las cuales solo aplican en Bahia de los Angeles, Baja
California, con 124 mm de longitud del manto o un peso de 757 g para los machos de todas las especies y

una longitud del manto de 143 mm o un peso de 1029 g para las hembras (SEGOB, 2017).

En relacidn con la produccidn de pulpo por acuicultura, hasta el momento no hay un aporte significativo a
nivel mundial, debido a que el ciclo de cultivo de estos organismos aulin no se ha podido cerrar, no obstante
paises como Espafia, Japdn y Peru trabajan con procesos de engorda de juveniles silvestres en sistemas de

jaulas para maricultura (Berger, 2010; Garcia-Garcia et al., 2014).



Debido a la importancia del pulpo dentro de la produccidn pesquera mundial y a las caracteristicas que
sitian a diversas especies como potenciales para la acuicultura, es importante continuar con estudios
sobre la fisiologia y nutricidén de estos organismos (Lee et al., 1995; Domingues et al., 2007a; Gomez-Fierro,
2017), con la finalidad de desarrollar dietas y técnicas de alimentacién que puedan promover su
desempeno bioldgico reflejado en el crecimiento y en el bienestar de estos organismos en condiciones de

cautiverio y cultivo (Gémez-Fierro, 2017).

1.2 Biologia y alimentacion de Octopus bimaculoides

La distribucion de O. bimaculoides es desde las costas de San Simedn, California, hasta Guerrero Negro en
Baja California (Figura 1) (Jereb et al., 2014). El pulpo O. bimaculoides al igual que otras especies habitan
en el intermareal costero y se refugian en cuevas entre rocas o en sustrato arenoso (Stoskopf y
Oppenheim, 1996). En el medio natural estos organismos viven en promedio 1.5 afios, alcanzan un peso
de hasta 800 g, se reproducen una sola vez en su vida y producen huevos de gran tamafo (13 a 17 mm)

(Solorzano et al., 2009).
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Figura 1. Distribucion (linea roja) de O. bimaculoides desde San Simedn, California, hasta Guerrero Negro, Baja
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Después del proceso de fecundacién, la hembra coloca sus huevos en sustratos rocosos (Figura 2) y
durante el proceso de incubacion, protege, ventila y limpia la puesta hasta el momento de la eclosion
(Boletzky y Villanueva, 2014; Gdmez Fierro, 2017). Al igual que O. maya'y O. pallidus, O. bimaculoides tiene
un desarrollo directo, es decir, que el organismo que eclosiona del huevo, es un juvenil de habitos
bentdnicos, ademas de que su comportamiento y fisiologia le permite alimentarse de presas vivas desde
este estadio (Forsythe y Hanlon, 1988; Uriarte et al., 2011). Dicho ciclo de vida difiere al de la mayoria de
las especies como O. vulgaris y O. bimaculatus, entre otras, las cuales, al eclosionar, cuentan con un
estadio de paralarva, etapa de habitos planctdnicos y una desproporcién de brazos y manto como una de
sus caracteristicas fisicas mas notorias, por lo cual se modifica hasta que los organismos llegan a su etapa

de juvenil temprano, los cuales son de habitos benténicos (Hanlon y Forsythe, 1985; Uriarte et al., 2011).

Figura 2. Puesta de huevos de O. bimaculoides. Fotografia tomada por Enrique Atondo (2019).

Los pulpos con desarrollo directo como O. bimaculoides se adaptan facilmente al cautiverio, alcanzan
pesos similares al de organismos presentes en el medio natural, se adaptan al alimento congelado, son de

facil manejo y su ciclo de vida le confiere cualidades con gran potencial acuicola (Forsythe y Hanlon, 1988).

0. bimaculoides coincide en su distribucién en la parte norte del Pacifico con la especie O. bimaculatus
(Figura 3) y ademdas comparten una morfologia similar, destacando en ambas especies, la presencia de
ocelos conocidos también como manchas de ojos falsos, que son pigmentaciones localizadas en ambos
lados de la cabeza y los utilizan para mimetizarse y protegerse de depredadores (Jereb et al., 2014). La
coloracion de los ocelos en ambas especies es de un azul iridiscente, sin embargo, una de las caracteristicas

gue permiten la identificacidon entre estas dos especies es el patron de estos, siendo en O. bimaculoides
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un patrén mas regular en forma de cadena, en comparacidon con un patrén irregular presente en O.

bimaculatus (Figura 4) (Jereb et al., 2014).

Octopus bimaculatus Octopus bimaculoides

N N
32 /A A
Sonora Sonora

©
5 29
-
-
@ 26 C\
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mbroge Stoskopf & Oppenheim 1996

A17 415 413 111 -109
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Figura 3. Distribucidn de O. bimaculatus y O. bimaculoides en el noroeste de México. Imagen tomada de Dominguez-
Contreras, 2015.

.

Figura 4. Patron de los ocelos en las especies O. bimaculoides (izquierda) y O. bimaculatus (derecha). Imagenes
tomadas de Mora-Zamacona, 2015.

Estos organismos en su etapa adulta basan su alimentacion principalmente en el consumo de crustaceos,
moluscos bivalvos y en ocasiones pequefios peces (Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni, 1983; Ibarra-
Garcia, 2018); por otra parte, la alimentacién de los juveniles estd compuesta principalmente por

zooplancton, donde se encuentran especies de isépodos, anfipodos y larvas de crustaceos (Van Heukelem,

1977).



1.3 Lipidos y acidos grasos

Los lipidos tienen dos funciones principales en la nutricidon acuicola, a) son la mayor forma de energia
almacenada mediante las reservas de triglicéridos, y b) forman parte de los componentes de las

membranas celulares, mediante los glicerofosfolipidos (Leaver et al., 2008).

Los 4cidos grasos son los componentes principales de todos los lipidos, sus caracteristicas fisicas y
nutricionales dependen del grado de saturacién y la longitud de las cadenas de carbono que componen a
estas moléculas (Webster y Lim, 2002). La saturacién se refiere al nimero de enlaces insaturados,
presentes en la cadena de acidos grasos. Estas moléculas al presentar solamente enlaces simples en su
cadena carbonada, se clasifican como acidos grasos saturados, si la cadena carbonada presenta una
insaturacién (un solo enlace) son monoinsaturados, y si la cadena presenta mas de una insaturacion (dos
o mas dobles enlaces) se clasifican como poliinsaturados; los acidos grasos con un mayor nimero de
enlaces insaturados se denominan como acidos grasos altamente insaturados (Glencross, 2009). Ademas
la longitud de estas moléculas se determina por el nimero de carbonos presentes en la cadena (Webster

y Lim, 2002).

Los lipidos (triacilglicéridos y acidos grasos) son importantes en la dieta por su uso como fuente de energia
alternativa durante la eclosién de juveniles o en los periodos de ayuno de las paralarvas de algunas
especies (Quintana et al., 2006), asi como participar en procesos fisioldgicos y bioquimicos, los cuales
comienzan con el proceso de ingestidn y digestidén de los alimentos, resaltando su influencia en el control
de funciones metabdlicas y endocrinas, asi como el mantenimiento de la estructura de la membranas
celulares (Phillips et al., 2002; Lépez-Peraza et al., 2018). Destaca en particular el acido eicosapentaenoico
(EPA), importante en procesos como sintesis celular, desarrollo neuronal, control de funciones endocrinas,

regulacién idnica, procesos inmunoldgicos y reproductivos (Glencross, 2009).

En organismos marinos como peces y pulpos, los acidos grasos de mayor importancia son los acidos de 16
y 22 carbonos (Webster y Lim, 2002). En el caso de los cefalépodos como los pulpos, calamares y sepias,
se ha demostrado que tienen la capacidad de convertir el acido eicosatetraenoico (20:4n-3) en acido
eicosapentaenoico (20:5n-3), como también pueden convertir el acido dihomo-gamma linolénico (20:3n-
6) a acido araquidénico (20:4n-6), el cudl es el precursor de una gran cantidad de derivados biolégicos
altamente activos, como son los eicosanoides, incluyendo prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y

lipoxinas; derivados que cumplen funciones como hormonas autocrinas, regulando muchos procesos
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fisiolégicos como la hemostasia, reproduccién, respuesta inmune e inflamatoria en organismos marinos

(Ghioni et al., 2002).

La capacidad de los pulpos para sintetizar acidos grasos altamente insaturados (HUFA’s, por sus siglas en
inglés), se ve limitada por la deficiencia en la sintesis enddgena de acidos grasos poliinsaturados (PUFA’s)
C18 debido a que estos organismos carecen de las enzimas desaturasas A y A, por lo cual no pueden
elongar y desaturar cadenas de acidos grasos para obtener los acidos grasos esenciales, entre los que
destacan los poliinsaturados y altamente insaturados (Sargent et al., 2002), en funcién también con la baja
disponibilidad de sustratos adecuados (20:4n-3 y 20:3n-6) presentes en su dieta. Por ello los 4cidos grasos
altamente insaturados como el acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico (DHA) y el acido
araquiddnico (ARA) son esenciales para estos organismos (Monroig et al., 2012a, 2012b), debido a que son
componentes principales de las membranas celulares y precursores de otras moléculas (Webster y Lim,

2002).

Debido a que los pulpos no pueden sintetizar dcidos grasos poliinsaturados, como los Aacidos
docosahexaenoico, eicosapentaenoico y araquiddnico, estos deben ser incorporados en sus dietas, ya que
son requeridos de manera esencial en estadios larvales y juveniles (Navarro y Villanueva, 2000, 2003;

Seixas et al., 2010).

1.4 Cultivo de Octopus spp.

Debido a su gran potencial acuicola, diversas especies de pulpo han sido objeto de investigacion para
poder determinar las condiciones dptimas que favorezcan su cultivo. Los avances de los estudios realizados
en O. vulgaris y O. maya, han ayudado a comprender aspectos de la fisiologia, nutricidn, reproduccién y
manejo de estos organismos. Mientras tanto, diversos autores entre los que destacan Forsythe y Hanlon
(1988), Sakurai et al. (1996), Noyola et al. (2013a, 2013b), consideran a la temperatura como un factor

ambiental que controla en gran medida el desarrollo de especies como O. bimaculoides y O. maya.

En cuanto a las investigaciones realizadas, gran parte de la informacién y observaciones han sido sobre la
especie 0. vulgaris, debido al interés y esfuerzo de investigadores en resolver cuestionamientos sobre la
reproduccion, engorda, desarrollo, fisiologia, nutricion, calidad del agua entre otras lineas de

investigacion. Todo ello con la finalidad de lograr avances en cuanto al cultivo de esta especie desde la
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etapa de paralarva, y a su vez generar informaciéon que propicie el desarrollo del cultivo de otras especies

de pulpo (Iglesias et al., 2007).

Entre los resultados obtenidos para O. vulgaris, Mdxica y colaboradores (2002) realizaron el cultivo
intensivo de paralarvas de esta especie en tanques de 9 m3, en dicho cultivo la dieta fue Artemia salina y
se complementd con zoeas de centolla (Maja squinado). Después de 56 dias, las paralarvas alcanzaron un
peso seco de 9.21 mg, presentaron entre 17 y 18 ventosas en cada brazo y se alcanzé una supervivencia
final de 0.2%. A su vez, Navarro y Villanueva en 2003 alimentaron paralarvas con Artemia y dietas
encapsuladas, haciendo énfasis en el perfil y uso de acidos grasos en el tiempo por parte de los organismos.
El perfil de lipidos y acidos grasos de estos organismos fue diferente en comparacién con los perfiles de
paralarvas capturadas en el medio natural, lo que indicé la influencia del perfil de acidos grasos de Artemia
en las paralarvas cultivadas. Por otra parte Seixas y colaboradores (2010) cultivaron paralarvas con tres
diferentes dietas, y obtuvieron la mayor supervivencia (20 £ 8%) con la dieta a base de juveniles de Artemia
enriquecidas con emulsion lipidica, con la dieta de Artemia enriquecida con mezcla de microalgas
(Rhodomonas lens e Isochrysis galbana) la supervivencia fue del 17 + 4%, y con la tercer dieta a base de
Artemia complementada con dieta inerte, se logré una supervivencia del 13 £ 5%, a los 15 dias después de
la eclosidon. Ademads, en los tres grupos observaron una notable caida del porcentaje de 4cido

docosahexaenoico a partir del décimo dia de cultivo.

Los resultados de estos estudios permitieron determinar el poco aporte de acidos grasos altamente
insaturados de dietas encapsuladas y de artemias enriquecida utilizadas en la alimentacion de O. vulgaris,
al propiciar un bajo crecimiento y supervivencia de las paralarvas y juveniles de esta especie (Navarro y

Villanueva, 2003; Seixas et al., 2010).

En busqueda de dietas que brinden mejores resultados, Okumura y colaboradores en 2005, alimentaron
paralarvas de O. vulgaris durante un mes con Artemia adulta y nauplios de Artemia complementado estas
dietas con hojuelas congeladas del pez Ammodytes personatus. Entre sus resultados destacan
supervivencias del 47.4 y 45.9% para el grupo alimentado con Artemia adulta en comparacion con el 8.8%
y 2.7% obtenido con el tratamiento a base de nauplios. El peso hiumedo fue de 26.2y 37.3 mgalos 25y
32 dias después de la eclosidon en las paralarvas alimentadas con la dieta a base de Artemia adulta, asi
como también una relacion DHA/EPA igual a 1.5 a los 32 dias de edad, siendo este similar al de las
paralarvas recién eclosionadas y a sub-adultos silvestres. Los autores consideraron que este resultado se

debe al aporte del suplemento de hojuelas, ya que Artemia tuvo una cantidad minima de DHA.



Iglesias y colaboradores en 2014, alimentaron a paralarvas de O. vulgaris con un esquema de alimentacion
a base de Artemia y zoeas de Maja brachydactyla (cangrejo arafia) en relacion 1:2. Las paralarvas
presentaron un aumento promedio en su peso de 3.00 + 0.56 mgedia’. Ademds de verse reflejado un
aumento sustancial en acidos grasos insaturados. Sin embargo, la supervivencia después de 30 dias de
cultivo fue de 1.75%. Por otra parte Garrido et al. (2016), analizaron el perfil de acidos grasos de paralarvas
silvestres, y observaron que las de 6 a 8 dias de edad, tenian una composicién de acidos grasos similar al
de las producidas en cultivo, sin embargo, al comparar los acidos grasos de paralarvas cultivadas hasta los
20, encontraron en los organismos silvestres una mayor concentracion de DHA, y contenidos mas bajos de

acido oleico (C18:1n9), acido linoleico (C18:2n6) y niveles insignificantes de acido linolénico (C18:3n3).

En cuanto a la especie O. bimaculatus la cual comparte una distribucién y caracteristicas similares a O.
bimaculoides, Lépez-Peraza y colaboradores en 2018, obtuvieron supervivencias del 1.93% (n = 225) a los
17 dias después de la eclosidon, en paralarvas alimentadas con Artemia franciscana (8.2+1.20 mm de
longitud) enriquecidas con aceite de ojo de atun. Ademas, observaron un incremento en el numero de
ventosas de cinco al momento de la eclosion a nueve por cada brazo al dia 17; mientras que las paralarvas
alimentadas con la dieta control a base de A. franciscana no enriquecida, terminaron con solamente seis
ventosas por cada brazo a los 11 dias de cultivo y una supervivencia del 1.77% (n = 225). Los autores
también mencionan que los acidos grasos mas abundantes fueron los saturados en una proporcién del
41.87 + 13.73%, siendo para este grupo el acido palmitico (C16:0) el mas abundante (29.18 + 13.78). El
acido elaidico fue el acido graso monoinsaturado de mayor proporcion (16.33 £ 9.13%), mientras que la
proporcién de acido linolenico fue baja (0.20 £ 0.08%). En cuanto a los HUFA’s n-3, el 4cido EPA se detectd
en una proporcion del 9.46 £ 4.53% y el 4cido DHA en un 18.76 £ 2.80%, asi mismo el acido ARA se detectd
en un 2.04 + 0.77%. Dichos resultados permitieron calcular la relacion DHA/EPA y EPA/ARA, obteniendo

valores de 1.99 y 4.63 respectivamente (Lopez-Peraza et al., 2018).

Las caracteristicas (adaptabilidad al cautiverio, aceptacion de alimento congelado, reproduccién en
cautiverio, etc.) que presenta O. vulgaris como un buen candidato para cultivo, también se han encontrado
en especies con desarrollo directo como O. maya y O. bimaculoides (Mangold y Boletzky, 1973; Berger,
2010). En México el pulpo con mayor avance en investigacion, es la especie 0. maya. Los estudios
realizados por Domingues et al. (2007a) y Rosas et al. (2007) con O. maya, demostraron que dietas
peletizadas hechas con harina de pescado no promovian su crecimiento, sin embargo, los animales no

perdian peso y consumieron regularmente todos los alimentos suministrados. Ademas, obtuvieron tasas
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de alimentacién superiores a las reportadas para dietas preparadas. En el trabajo de Domingues y
colaboradores, se obtuvieron mayores tasas de crecimiento y energia asimilada al alimentar a los juveniles
con cangrejos congelados, esto en comparacién con el alimento seco, el cual contenia un alto nivel de
lipidos (21%). Asi mismo Rosas y colaboradores reportaron que el uso de alginato como aglutinante en las
dietas artificiales, reducia la digestibilidad, debido a que esta especie carece de la capacidad de hidrolizar

carbohidratos.

En 2008, Rosas y colaboradores evaluaron los efectos del tipo de aglutinante en la dieta, sobre el
crecimiento, fisiologia nutricional, digestibilidad aparente y el equilibrio energético en juveniles de O.
maya. Los organismos fueron alimentados con Artemia y juveniles de camardn (Palaemonete sp.) por un
periodo de 15 a 20 dias, posteriormente realizaron el cambio de dieta y alimentaron con pasta fresca de
carne de jaiba (Callinectes sapidus) con alginato al 1% o 2% de gelatina, y contrastaron con la dieta control
a base de carne de cangrejo fresca. Estas dietas se administraron al 40% de la biomasa de los juveniles
durante un periodo de 20 dias. Los autores reportaron que la tasa de crecimientos de los juveniles fue
afectada por el tipo de aglutinante, con un crecimiento negativo (cercano al -3% al dia) en los juveniles
alimentados con la dieta de cangrejo con alginato. Los juveniles alimentados con la dieta que contenia
gelatina como aglutinante y la dieta control, mostraron un crecimiento positivo (aproximado al 2% diario),
sin embargo, no encontraron diferencias entre las dietas. Ademas, la supervivencia fue superior al 80% en
los juveniles alimentados con la dieta donde se utilizd gelatina como aglutinante y con la dieta control.
Asimismo la ingesta de alimento no fue afectada por la composicién de la dieta, con una media de 7.3%

del peso del organismo y un consumo de energia de 731.5 J por dia.

En esta misma especie, Quintana et al. (2011) evaluaron el efecto de la racién de alimento y las condiciones
nutricionales en juveniles de 7 a 10 dias de edad. Un grupo de juveniles fueron cultivados individualmente
y se alimentaron con raciones de 10% de su peso humedo y el cultivo en grupo se alimenté con una racién
del 30%, en ambos casos, se utilizé una dieta de cangrejo aglutinada con gelatina y el grupo control fue
alimentado con musculo de cangrejo. En los juveniles cultivados individualmente, obtuvieron un 100% de

mortalidad, y en el caso del cultivo en grupo la supervivencia fue de un 20% a los 31 dias de cultivo.

Rosas y colaboradores (2011) analizaron los efectos de dos niveles de proteinas en la dieta en el equilibrio
energéticoy la capacidad digestiva del pulpo maya. Los juveniles fueron alimentados con pasta de cangrejo
con 40 y 60% de proteina, y el grupo control con cangrejo congelado (Callinectes spp.). Los autores

demostraron que el cangrejo es una de las mejores dietas para O. maya, ademas de que la dieta con un
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60% de proteina producia un crecimiento positivo, pero lento y en ocasiones una respuesta fisioldgica
similar a la observada en los organismos alimentados con cangrejo. Asi mismo concluyeron que los
juveniles de esta especie ajustan sus enzimas digestivas a diferentes tipos de alimento y niveles proteicos
en un proceso correlacionado con su crecimiento, y que la tasas de consumo de energia de 1,000 kJ
semana™ kg?, deberia satisfacer su demanda fisiolégica como lo observado en los organismos alimentados
con cangrejo, sin embargo, los bajos valores de energia digerida por los juveniles alimentados con dietas

artificiales sugieren la existencia de un factor que limita su digestibilidad.

En la blsqueda de otro tipo de dietas para O. maya, Baeza-Rojano et al. (2012) obtuvieron una
supervivencia del 92.2 +6 .8%, y una tasa de crecimiento especifico de 6.9 + 0.2% dia* a los 30 dias de
cultivo, para juveniles alimentados con el anfipodo gammarido Hyale media, en comparacidn con los
juveniles alimentados con Artemia sp. y el gammadrido de agua dulce Hyalella azteca, con los cuales
obtuvieron supervivencias del 74.5 +23.8% y 41.2 £ 21.2%, y tasas de crecimiento especifico de 4.8 £ 0.2%
y 5.0 + 0.3% dia. El contenido nutricional de anfipodos demuestra que son ricos en &cidos grasos
poliinsaturados omega-3, tales como el DHA y el EPA (Nair y Anger, 1980; Kolanowski et al., 2007). Estos
acidos grasos se encargan de mantener la estructura y funcidn de las membranas celulares, y son
precursores de varios compuestos bioactivos tanto en vertebrados como invertebrados. Asi mismo, en
estudios sobre el perfil nutricional de anfipodos caprélidos, se han obtenido altos valores de acidos grasos

poliinsaturados y de proteinas (Kawashima et al., 1999; Woods, 2009; Cook et al., 2010).

Los resultados de Baeza-Rojano et al. (2012) sugieren que los anfipodos pueden suplir la necesidad de una
gran cantidad de proteina para los cefalépodos en sus estadios juveniles, supliendo asi a la Artemia y al

uso de misidaceos y larvas zoeas como alimento vivo para estos organismos.

Los estudios mas recientes en O. maya, destacan el efecto de las fuentes de proteina en la dieta sobre el
crecimiento, supervivencia y la capacidad digestiva de los juveniles (Rosas et al., 2013). En este trabajo los
autores demostraron que las dietas frescas o liofilizadas producen mejores resultados en el crecimiento
de los juveniles, ademds de que un requerimiento proteico entre el 80 y 86% favorece la digestion. A su
vez, Martinez y colaboradores (2014) obtuvieron una supervivencia del 100% a los 55 dias de cultivo en
juveniles que fueron alimentados con una dieta a base de 50% musculo de cangrejo y 50% calamar
liofilizados, con una tasa de crecimiento especifico de 3.04+0.39%edia y un crecimiento promedio de

32.18+5.15 mgedia™.
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El pulpo O. pallidus es otra especie con desarrollo directo, algunos de los estudios han evaluado el
crecimiento de los juveniles tomando en cuenta la temperatura y como alimento el cangrejo de porcelana
(Petrolisthes elongatus) de diferentes tallas (Leporati et al., 2007). Los autores documentaron una
supervivencia del 78.12%, y los pulpos de menor talla fueron aquellos que experimentaron el régimen de
temperaturas de primavera/verano (16 a 18°C). En esta misma especie, André y colaboradores (2008),
estudiaron la relacion entre la temperatura, la alimentacion, la conversién alimenticia y el crecimiento en
los juveniles de pulpo. Los organismos fueron cultivados en dos regimenes térmicos, el primero
correspondia a la temperatura mds calida e incrementaron la temperatura de 16 a 18°C, el segundo fue la
condicidn fria al disminuir la temperatura de 16 a 14°C, el alimento proporcionado fueron pequefios
cangrejos (P. elongatus). La mayor supervivencia a los 143 dias de cultivo fue en los juveniles del régimen
de temperatura fria y las tasas de conversion alimenticia fueron de 0 hasta 23.9% por dia. Los autores
concluyen que al parecer existe una relacién compleja entre las variables evaluadas, donde la tasa de
conversion alimenticia se correlacioné negativamente con la tasa de alimentacion y positivamente con la
tasa de crecimiento, por lo que el aporte de este estudio es que los pulpos podrian crecer con gran

eficiencia aun durante cortos periodos con poco alimento.

1.5 Cultivo de O. bimaculoides

El estudio precursor en el mantenimiento en cautiverio de O. bimaculoides fue realizado por Forsythe y
Hanlon en 1988. El objetivo de la investigacion era con fines biomédicos, y enfatizaron, que esta especie
cuenta con “cualidades superiores para su cultivo en laboratorio”, debido a una tolerancia térmica entre
los 18 y 23°C, en la cual ademas los organismos no presentan enfermedades. Asi mismo la incidencia de
canibalismo es baja y lograron pesos cercanos al de organismos silvestres, con pulpos que alcanzaron
pesos de hasta 887 g, y un tiempo de vida en cautiverio entre los 12 y 14 meses. Ademas, reportaron la
fase de crecimiento exponencial entre el 4 y 7% a partir del peso himedo inicial (70 mg) de los juveniles,
y una tasa de crecimiento del 2 al 4% en juveniles tardios y adultos, con una eficiencia de conversién

alimenticia entre el 40 y 60%.

DeRushay colaboradores en 1989, cultivaron juveniles alimentandolos con cangrejos vivos (dieta control),
camardn congelado (Penaeus spp.) y gusanos marinos (Nereis virens), obteniendo en sus resultados
crecimientos similares entre los animales alimentados con la dieta control y los que recibieron el camarén

congelado. En otros estudios, Cigliano (1993), observé que el factor dominante entre los organismos en
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cautiverio influia directamente en la variabilidad de tallas en los juveniles, esto debido a factores de

comportamiento de la especie.

Solorzano y colaboradores (2009) evaluaron el crecimiento en juveniles de O. bimaculoides, alimentando
con Artemia salina enriquecida y no enriquecida, y obtuvieron tasas de crecimiento entre 0.74 y 0.88

mgedia?, y 100% de supervivencia en los pulpos alimentados con Artemia no enriquecida.

Las investigaciones en esta especie no solo se han centrado en temas de nutricién, también se han
considerado aspectos de su biologia térmica, como el estudio de Lecuanda-Ontiveros (2014), al evaluar el
preferendum térmico en juveniles recién eclosionados y adultos de esta especie, mediante el método
gravitacional y un fotoperiodo de 12:12 horas luz-oscuridad. En ambos estadios de vida, la temperatura
preferencial fue de 16°C, con intervalos de 17.2 a 18.3°C en el diay de 14.7 a 16.7°C durante la noche. Por
otra parte, Sudrez-Salcido (2016), estudio el efecto de la temperatura de incubacién sobre la tolerancia
térmica y la composicidon de acidos grasos de juveniles recién eclosionados, obteniendo una mayor
concentracién de DHA para los pulpos incubados a 16°C, mientras que para EPA el contenido mas alto fue

para los incubados a 18°C, y ARA se presentd en mayor porcentaje en los pulpos incubados a 20°C.

En un trabajo mas reciente, Gdmez-Fierro (2017), cultivé 144 juveniles de esta especie, los cuales fueron
alimentados con dietas que contenian diferentes proporciones de jaiba (Callinectes sapidus) y mejilldn
(Mytilus galloprovincialis), afiadiendo ademas aceite de ojo de atin en una de las dietas. La supervivencia
fue del 97.92% a los 28 dias de cultivo y del 95.65% a los 42 dias después de la eclosién, alimentando a los
organismos con una dieta a base de 80% carne de jaiba y 16% manto y génada de mejillon. Los juveniles
alimentados con esta dieta alcanzaron un aumento del 105% de su peso con respecto al inicial y un

crecimiento de 2.54 mgedia™.

Las investigaciones sobre aspectos nutricionales y fisioldgicos en las especies de pulpo con desarrollo
directo como O. bimaculoides, muestran los diferentes resultados en crecimiento y supervivencia de los
organismos cuando se les proporcionan las distintas dietas. Por lo anterior, es importante continuar
generando el conocimiento que permita marcar las directrices en los requerimientos nutricionales de

estos organismos reflejado en su mejor desempefio fisioldgico.
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1.6 Justificacion

Los pulpos cuentan con un gran potencial para la acuicultura y con un alto valor comercial. La produccién
de este recurso depende en su totalidad de la pesca, debido a que resultados de investigaciones y de

cultivos experimentales no han logrado desarrollar su produccién en sistemas de cultivo.

Uno de los principales temas a investigar y desarrollar en acuicultura son los requerimientos nutricionales
de estos organismos, sobre todo en fases de su desarrollo temprano y en etapa reproductiva. El gran
problema al que diversas investigaciones se han enfrentado, son los altos porcentajes de mortalidad que
se presentan en las etapas de paralarva y de juveniles tempranos en las diversas especies de pulpo que
han sido objeto de estudio. Dichas mortalidades se asocian a las deficiencias nutricionales de las dietas
suministradas a estos organismos, en especial debido al alto requerimiento proteico y de acidos grasos

esenciales parasu desarrollo.

En México, desde hace varios afos se ha trabajado en investigaciones para lograr el desarrollo acuicola de
algunas especies de pulpo; dichos estudios han dado resultados positivos para O. maya, logrando un mejor
desarrollo en cultivos experimentales de esta especie. En el Departamento de Acuicultura del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, se ha trabajado con O. bimaculoides, especie
con un ciclo de vida similar a O. maya y con un alto potencial acuicola, gracias a su adaptabilidad al
cautiverio, su tolerancia a cambios de temperatura, su alta tasa de crecimiento en cautiverio, su facil

manejo y su desarrollo directo.

En el caso de O. bimaculoides es necesario generar mas informacién sobre aspectos de la nutricion de esta
especie, para poder determinar como las dietas y los nutrientes contenidos en estas, favorecen el
crecimiento, desarrollo y supervivencia de estos organismos, haciendo énfasis en el efecto de los acidos
grasos esenciales, los cuales juegan un papel importante en el desempefio biolégico y en el metabolismo

de los octépodos. Esta tematica es con la finalidad de poder desarrollar a futuro el cultivo de esta especie.
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1.7 Hipoétesis

El desempeiio bioldgico y la supervivencia de juveniles de Octopus bimaculoides sera mayor con la dieta
gue contiene 80% jaiba y 16% mejilldn, lo que se vera reflejado en un contenido de acidos grasos altamente

insaturados similar al de organismos recién eclosionados.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Evaluar el desempefio bioldgico, supervivencia y la composicidon de acidos grasos de juveniles de O.

bimaculoides, alimentados con dietas a base de mejillén, jaiba, calamar y anfipodos.

1.8.2. Objetivos especificos

Evaluar y comparar el perfil de acidos grasos de tres dietas (D1: 80% jaiba — 16% mejillén; D2: 48%

jaiba —48% calamar, y D3: 48% jaiba y 48% anfipodos) proporcionadas a los juveniles de pulpo.

e Determinar la composicidn de acidos grasos en juveniles de O. bimaculoides recién eclosionados

y en los alimentados con las distintas dietas.

e Estimar el crecimiento de los juveniles de O. bimaculoides en funcidn de la tasas de crecimiento

instantaneo y especifico, ganancia en peso y la aparicidn de los ocelos.

e Evaluar la supervivencia de los juveniles alimentados con las tres dietas.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de hembras gravidas

La recoleccién de hembras gravidas se llevé a cabo durante el primer periodo reproductivo de la especie
(febrero — abril, CONAPESCA, 2008). Se recolectaron 12 hembras de O. bimaculoides, en Bahia Falsa, San
Quintin, Baja California (30°27’11.94”’N y 116°0°24.36"’0). Para la obtencién de los organismos, se realizo
un recorrido por la bahia cerca de la costa y durante la marea baja, en busqueda de cuevas de pulpo. Para
su localizacidn se tomé en cuenta la presencia de orificios entre rocas y sustrato, la cantidad y limpieza de
conchas incrustadas en los orificios y el movimiento de agua de manera ascendente y descendente

producido por el accionar del sifén de los pulpos (Rosales com. pers., 2019).

En las cuevas donde se observaron las caracteristicas mencionadas anteriormente, se inyectd agua de mar
mezclada con sal con ayuda de botellas de plastico, para aumentar la salinidad del medio, y, de esta
manera, estimular la salida de los organismos para su captura. En el lugar de muestreo se realizé la
seleccidn de pulpos para descartar a los machos dependiendo del tamafio de las ventosas alrededor de la
boca y si presentaban el tercer brazo modificado, llamado hectocétilo (Stoskopf y Oppeheim, 1996;

Goémez-Fierro, 2017).

Para el traslado de los organismos al Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacién Cientifica
y de Educacidon Superior de Ensenada, las hembras se colocaron de manera individual, en refugios
elaborados con tubo de ABS de 6 pulgadas de didmetro dentro de un saco de malla sardinera, la cual se
amarrd en un extremo con hilo de nylon torcido para evitar que los organismos escaparan. Posteriormente
los refugios se colocaron en bolsas de plastico con agua de la bahia, a las cuales se le suministré oxigeno a
saturacidn, y se transportaron en hieleras de 100 litros. Cabe sefialar que la temperatura del agua en la

cual se mantuvo a las hembras fue de 18.4°C.
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2.2 Mantenimiento de las hembras

Las hembras se colocaron de manera individual en tanques de 550 litros, conectados a un sistema de
recirculacién disefiado para el mantenimiento de reproductores de pulpo (Hernandez-Rodriguez et al.,
2015). Dicho sistema se conforma de 14 tanques distribuidos en dos hileras, las cuales estan conectadas
de manera independiente a un biofiltro, que a su vez esta conectado a una bomba de calor (Aqualogics

Systems de 2HP) que mantiene la temperatura éptima para los pulpos.

La recirculacion del agua es mediante elevadores de aire para su distribucidn a cada tanque del sistema,
los cuales en el centro cuentan con un tubo central de PVC (2” de didametro), que regula el nivel de agua 'y
drena por un tubo recolector de agua de 3” de didmetro (tubo de ABS) conectado en cada hilera de tanques
para ser retornada a los biofiltros (Gomez-Fierro, 2017). En cada tanque se colocé una olla de barro que

sirvié como refugio para las hembras.

Durante el mantenimiento y anterior al periodo de desove, se alimentd a las hembras diariamente con
mejillones frescos (Mytilus galloprovincialis), los cuales fueron proporcionados por la Empresa AQUALAP;

para mantener su calidad los mejillones fueron almacenados a -4°C.

Diariamente se registraron la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto, los cuales se midieron con un
multipardametro YSI Pro 2030, y de manera semanal se evalué la concentracidon de nitritos, nitratos y

nitrégeno amoniacal total (NAT) con kits de reactivos API®.

Al detectarse puestas de huevos de alguna de las hembras, estas fueron transportadas dentro de la olla
de barro y con suficiente agua a tanques con capacidad de 400 litros, ubicados en el laboratorio humedo
del Departamento de Acuicultura. En estos tanques se llevd el seguimiento del periodo de incubacién de
las puestas con la finalidad de tener un mejor control en la revisién del desarrollo de los huevos; el agua

tuvo una temperatura de 19.34 + 1.17°C y concentracidn de oxigeno promedio de 6.91 + 0.29 mg/L.
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2.3 Elaboracion de las dietas

Las dietas fueron elaboradas con base en los estudios realizados en las especies O. maya (Martinez et al.,

2014) y O. bimaculoides (Gémez-Fierro, 2017).

La dieta 1 (dieta control, D1 J+M) se elabord con un 80% de carne de jaiba (Callinectes sapidus) y un 16%
de génada y manto de mejillon (Mytilus galloprovincialis). La dieta 2 (D2 J+C), tuvo 48% de carne de jaiba
y un 48% de manto de calamar (Dosidicus gigas), y |a dieta 3 (D3 J+A), se elabord con un 48% de carne de
jaiba y 48% de anfipodos caprélidos. El 4% restante para cada dieta corresponde a la grenetina, la cual se

utilizé como aglutinante (Tabla 1).

Tabla 1. Composicidn de las dietas por porcentaje de cada ingrediente para juveniles de pulpo.

Dieta Jaiba (J) Mejillon (M) Calamar (C) Anfipodos (A) Grenetina
1 (J+M) 80% 16% - - 4%

2 (J+C) 48% - 48% - 4%

3 (J+A) 48% - - 48% 4%

La dieta 1 y la dieta 2, fueron seleccionadas con base en los resultados de supervivencia mayores al 95%

en estudios realizados con O. bimaculoides (Gémez-Fierro, 2017) y O. maya (Martinez et al, 2014).

La dieta 3, se considerd en base a la alimentacién de esta especie tanto en su etapa adulta como juvenil,
siendo crustaceos como la jaiba su alimento principal en etapa adulta (Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni,
1983; Ibarra-Garcia, 2018) y los anfipodos constituyen parte de sus presas en su etapa juvenil (Van

Heukelem, 1977).

Para evitar diferencias y asegurar que la calidad de las dietas sea la misma, la jaiba y el calamar se
compraron de un mismo lote y los mejillones se obtuvieron de una misma extraccién durante una
temporada de cultivo, estos ingredientes fueron mantenidos a -80°C. Los anfipodos caprélidos se
obtuvieron de canastas para cultivo de moluscos bivalvos, de donde fueron extraidos para posteriormente

ser mantenidos a temperatura de -4°C.

Las dietas se prepararon, triturando y mezclando los ingredientes con una batidora manual (Oster®).

Posteriormente se almacenaron a -80°C en un ultracongelador Revco ExF (Thermo Scientific®),
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empacandolas en porciones semanales para mantener la calidad de las dietas, las cuales se suministraron

a los pulpos en forma de pasta.

Ademas se realizaron pruebas de estabilidad y lixiviacidn, para asegurar que el alimento se mantenga
disponible para los juveniles en un determinado tiempo. Para la prueba de estabilidad, se colocaron
muestras del alimento en conchas de mejillén, dentro de los refugios de pulpo y fueron colocadas en el

sistema de cultivo con aireacidn durante 24 horas (Gomez-Fierro, 2017).

Para la prueba de lixiviacion se utilizé la metodologia de Obaldo et al. (2002) y Martinez et al. (2014), la
cual consistié en colocar muestras de 2 gramos de pasta en conchas de mejillén, dentro de un vaso de
precipitado con volumen de 250 ml con agua de mar del sistema de cultivo, en agitacién horizontal a 100
rom durante 16 horas en un agitador horizontal MaxQ4450 (Thermo Scientific®). Posteriormente, las
muestras de agua fueron filtradas al vacio a través de filtros de papel Whatman No. 3, para ser colocadas
aligual que la pasta remanente en las conchas de mejillén, en una estufa OvernSeries 9000 (Thermolyne®)
a 60°C durante 48 horas, hasta obtener el peso seco constante. A continuacioén, los filtros y las muestras
con pastas se enfriaron en un desecador para posteriormente ser pesadas en una balanza analitica ER-

182A (AND®).

2.4 Extraccion y analisis de acidos grasos de las dietas

Las muestras de las dietas se liofilizaron por 24 horas, posteriormente fueron pesadas y colocadas en tubos
de ensaye con rosca, para proceder con la extraccion de acidos grasos mediante la metodologia propuesta
por Folch et al. (1957), utilizando como solvente diclorometano:metanol en una relacién 2:1 (Cequier-

Sanchez et al., 2008; Lopez-Peraza et al., 2018).

Posterior a la extraccién de los lipidos, estos fueron saponificados con 100 puL de solucion metandlica de
KOH 0.3 N al 90%. El proceso de metilacidn de los acidos grasos se llevé a cabo mediante la adicion del

reactivo de esterificacidon de trifluoruro de boro al 14% en metanol.

Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y en oscuridad en una campana de extraccion
(Labconco). Posteriormente se agregd a cada tubo de ensaye 1 ml de hexano grado HPLC para extraer los

acidos grasos metil esterificados, a continuacidn las muestras fueron mezcladas en un agitador, para
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retirar el sobrenadante tomando por completo la capa superficial. El sobrenadante de hexano se evaporé
utilizando gas nitrégeno, después cada muestra se resuspendié en 100 pl de hexano y se trasladé a un vial
de color ambar con capacidad de 1.5 ml. Las muestras se evaporaron con nitrogeno gaseoso y fueron

almacenadas a -20°C para su posterior analisis por cromatografia de gases.

Los ésteres de acidos grasos fueron diluidos en hexano grado HPLC y las muestras se analizaron en un
cromatdgrafo de gases (Agilent Technologies 7890 A), el cual cuenta con una columna capilar (J&W DB-

FFAP, 30 m de largo, 0.32 mm de didmetro y poro de 0.25 um) y un detector de ionizacién por flama.

Para la identificacion de los 4cidos grasos se realizé una curva de calibracién con la mezcla de 37 acidos
grasos metil esterificados (Supelco 47885-U) y se compararon los tiempos de retencidn de los picos de los
acidos grasos. Posteriormente los valores fueron interpolados en las curvas de calibracién mediante el
factor de correccién de cada uno de los acidos, las concentraciones de acidos grasos fueron expresadas en

microgramo de acido graso por miligramo de muestra.

2.5 Diseno experimental

En este trabajo se evalud el desempefio biolégico de juveniles de O. bimaculoides, alimentados con tres
dietas. Para ello se utilizaron 9 tanques de 60 L, a los cuales se les asignd un tratamiento (dieta) mediante

un disefio completamente aleatorizado, utilizando por tratamiento tres réplicas.

El sistema de cultivo utilizado en este trabajo, estd compuesto por dos estantes con dos niveles y con 8
tanques de 60 L por estante. Es un sistema de recirculacion, por el cual el agua sale por dos orificios de
cada tanque para caer en un tanque de 100 litros de donde se dirige hacia el sistema de recirculacién del

Departamento de Acuicultura.

En cada tanque, se colocaron 12 refugios para juveniles, los cuales fueron elaborados con tubo de ABS de
4 pulgadas de didmetro, con 11 centimetros de longitud y dos orificios de 1.5 pulgadas de didmetro en
lados opuestos de las paredes de los tubos. La base y los orificios estuvieron cubiertos con malla de 650
pum de luz, para permitir la circulacion del agua y evitar que los juveniles de pulpo escapen (Gémez-Fierro,
2017). Cada tubo fue etiquetado para facilitar la identificacion de los organismos, su manejo y

alimentacién de manera equitativa.
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Durante el cultivo y mantenimiento de los juveniles, se registrd todos los dias, la temperatura, salinidad y
oxigeno disuelto, los cuales fueron medidos con un multiparametro YSI Pro 2030; cada tercer dia se
registrd el pH con un potenciémetro HANNA Checker y de manera semanal se evalud la concentracién de

nitritos, nitratos y nitrégeno amoniacal total (NAT), con kits de reactivos API®.

2.6 Cultivo de juveniles

La fecundacion, el desove de los huevos y la eclosion de los juveniles de pulpo, son procesos asincronicos.
Una vez realizado el desove, la incubaciéon de los huevos fue dependiente de la temperatura del medio la

cual fue de 19.34 £ 1.17°C.

Los juveniles recién eclosionados, se pesaron y colocaron de manera individual y aleatoria dentro de cada
refugio flotante, hasta tener 12 pulpos por tanque. En el experimento se utilizaron 108 juveniles recién

eclosionados que provenian de dos puestas de huevos de diferentes hembras.

La temperatura del agua en el sistema de cultivo se mantuvo en promedio a 20.02 £ 1.05°C y corresponde
a la temperatura ambiental del laboratorio, ademads se efectud un recambio de agua en el sistema de
cultivo de 360 ml/min para mantener un rango de temperatura similar al del medio natural con base en la
preferencia térmica de la especie segun Forsythe y Hanlon (1988). La salinidad se mantuvo en 35.2 £ 0.2

UPS y el oxigeno disuelto en 6.84 + 0.26 mg/L.

Para el inicio del cultivo de cada organismo, se tomé en cuenta el dia de su eclosion, con la finalidad de
asegurar que cada juvenil en cada tratamiento, se alimentara en un mismo periodo de tiempo. El alimento
se proporcioné diariamente en un porcentaje del 40% del peso de los pulpos y se modificé
proporcionalmente al peso de los juveniles. Por otra parte, el alimento se suministré en un horario

aproximado entre las 15:00 y 17:00 horas, debido a los habitos de esta especie.

La alimentacién se llevd a cabo con el método descrito por Gdmez-Fierro (2017). Se colocé la pasta de
alimento descongelada en conchas de mejilléon con la ayuda de jeringas de 12.5 ml. La limpieza de los
tanques se realizd por sifoneo de manera semanal para la extraccion de materia organica y alimento

remanente, también se limpiaron los refugios los cuales fueron lavados con agua dulce; durante este
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proceso los organismos se colocaron en vasos de precipitado después de realizar las respectivas

biometrias.

2.7 Desempeiio bioldgico y supervivencia de los juveniles

Los juveniles fueron pesados el dia de su eclosién y colocados en el refugio, el cual estaba etiquetado con
un nimero para su identificacién. Las biometrias se realizaron cada semana registrando el peso en una
balanza analitica (AND ER18-2A), y la supervivencia se registré diariamente hasta el final del experimento.
Los pulpos fueron extraidos con una red y colocados en un vaso de precipitado con agua del sistema de
cultivo para su transporte al laboratorio analitico. Cada pulpo se colocé sobre papel secante para remover
el excedente de agua presente en las ventosas y posteriormente el juvenil fue pesado en una balanza
analitica para tener su peso, posteriormente cada juvenil se colocd en su respectivo refugio y tanque de

cultivo.

Para la estimacion de la tasa de crecimiento instantaneo (TCl) (Jover-Cerdd, 2000) y la tasa de crecimiento

especifico (TCE) (Soriano y Hernandez, 2002), se utilizaron las siguientes formulas:

TCl=(LnPf-Ln Pi)/ N°dias

Donde:

TCl = Tasa de crecimiento instantaneo

Pf = Peso final

Pi = Peso inicial

N° dias = Numero de dias
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TCE = ((Ln Pf—Ln Pi) / (Tf - Ti)) x 100

Dénde:

TCE = Tasa crecimiento especifico

Ln Pf = Logaritmo natural del peso final

Ln Pi = Logaritmo natural del peso inicial

Tf = Tiempo final en dias

Ti = Tiempo inicial en dias

2.8 Aparicion de ocelos

Dentro del desempefio biolégico de los juveniles, se consideré la aparicidon de los ocelos para evaluar el
estado de desarrollo de los organismos. Para detectar la presencia de ocelos se utilizé la metodologia
propuesta por Gomez-Fierro (2017), mediante la estimulacién de los organismos a que cambiardn de color,
colocando la mano sobre el vaso de precipitado al momento de su biometria semanal. Se registré la
primera vez en que los ocelos fueron detectados, al observar las manchas circulares de color café presente

en cada lado de la cabeza del organismo y cerca de los ojos.

La presencia de los ocelos se registré en porcentaje semanal en los pulpos, teniendo en cuenta a los
organismos que ya habian presentado esta caracteristica una semana antes. Esta metodologia se llevd a

cabo hasta que el 100% de los juveniles presentaron los ocelos.
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2.9 Extraccion y analisis de acidos grasos en juveniles de pulpo

La composicidn de acidos grasos se obtuvo de los juveniles recién eclosionados y en los alimentados con
las diferentes dietas, los cuales fueron seleccionados de manera aleatoria. A los 25 dias de cultivo se
recolectaron 6 juveniles de cada tratamiento debido a que la mortalidad de los organismos de la D3 (J+A)
supero el 69%, dicho muestreo se realizé para evitar la pérdida de informacién. Para las muestras de
organismos recién eclosionados fueron tomados 6 juveniles de cada puesta (n=12). Los pulpos fueron

sacrificados en frio (-80°C) y colocados en viales de 2.5 ml de peso conocido.

Para el andlisis de los acidos grasos en los juveniles se siguid la metodologia descrita anteriormente para
las dietas. Dicho proceso fue llevado a cabo mediante cromatografia de gases en un equipo Agilent

Technologies 7890A en el laboratorio de Bioquimica del Departamento de Acuicultura de CICESE.

Anterior a su inyeccidn a la columna del cromatdgrafo, las muestras fueron resuspendidas en Hexano
grado HPLC. El volumen de muestra inyectada a la columna (Agilent J&W DB-FFAP, 30 m de largo, 0.32 mm
de didmetro y poro de 0.25 um) fue de 1 pl.

2.10 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas y graficos se realizaron con el programa Statistica versioén 10.

Se verificd la normalidad de los datos de crecimiento en peso de los organismos, asi como de los acidos
grasos de las dietas y los pulpos, con la prueba de Shapiro-Wilk. La prueba de Levene se utilizé para

comprobar la homogeneidad de varianzas.

Se realizaron pruebas de Wilcoxon, para determinar las diferencias en peso entre cada biometria y
tratamiento. Al cumplirse los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, los datos del
crecimiento de los juveniles se analizaron con la prueba de ANOVA de una via (a = 0.05), y Kruskal-Wallis

al no cumplirse los supuestos, para conocer las diferencias entre los tratamientos.
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La evaluacion del contenido de cada uno de los acidos grasos presentes en las dietas, se realizé mediante
pruebas de ANOVA de una via, y en los casos que no cumplieron con los supuestos se aplicé la prueba no

paramétrica Kruskal-Wallis (a = 0.05).

El contenido de acidos grasos en los pulpos a los 25 dias, se realizé con la prueba de Kruska-Wallis, para
los datos de los acidos EPA, DHA vy la relacion entre ellos. Los datos del acido graso ARA y la relacién
EPA/ARA fueron evaluados mediante ANOVA de una via (o = 0.05), al igual que los datos del contenido de
acidos grasos en los pulpos cultivados hasta los 45 dias. Posteriormente se realizaron pruebas post-hoc de
Tukey y comparaciones multiples de los rangos de las medias para las diferencias entre tratamientos del

peso y de los acidos grasos en los juveniles de pulpo.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Estabilidad y lixiviacion en dietas

La inclusion del 4% de grenetina en las dietas, favorecié una estabilidad minima de 24 horas en las dietas,
lo que asegurd que los organismos tuvieran el alimento a disposicién y pudieran alimentarse de un dia a
otro. Por otra parte, los resultados de las pruebas de lixiviacion, indicaron que la Dieta 1 (J+M) tuvo un
16.01% de lixiviacion, mientras que las Dietas 2 (J+C) y 3 (J+A), obtuvieron un porcentaje de lixiviacién de

un 15.34y 18%, respectivamente.

3.2 Acidos grasos en las dietas

Los resultados del analisis de 4cidos grasos en las dietas elaboradas, muestran que la Dieta 2 (J+C) contenia
una mayor concentracién de acidos grasos totales 10.73 + 1.25 pgemg?, de los cuales 5.02 + 0.96 pgemg
! fueron 4cidos grasos poliinsaturados, donde se destacan las concentraciones de acidos grasos altamente
insaturados como el DHA (C22:6n3) con 2.60 * 0.88 pgemg?, el EPA (C20:5n3) con 1.56 + 0.11 pgemg?y
0.64 + 0.88 pgemg’ el ARA (C20:4n6) (Tabla 2). Las diferencias significativas se encontraron entre las
concentraciones de ARA y DHA de las Dietas 1y 2 (p = 0.02 y p=0.02).

La relacion DHA:EPA en la dieta 2 (J+C) fue de 1.7, mientras que en las dietas 1 (J+M) y 3 (J+A) fue 1.1y 0.9
respectivamente. Por otra parte la relaciéon EPA:ARA fue de 2.7 en la dieta 3, 2.5 en la dieta 2 y en la dieta
1 fue de 3.2. En el caso de las relaciones entre acidos grasos altamente insaturados, se encontraron

diferencias significativas en la relacién de DHA:EPA entre las Dietas 2 y 3 (p = 0.03) (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracién de acidos grasos (ugemg?) en las dietas. Las letras indican diferencias significativas con (p <
0.05) con ANOVA paramétrico (*) o Kruskal-Wallis. ND = No detectado. Dietas 1 (J+M), 2 (J+C) y 3 (J+A): J = jaiba; M
= mejillén; C = calamar; A = anfipodos).

Acido graso Dieta 1 (J+M) Dieta 2 (J+C) Dieta 3 (J+A)
C12:0 0.01 +0.00 0.02 +0.01 0.01 +0.00
C13:0 0.00 +0.00 0.07 +0.12 0.00 +0.00
C14:0 0.05 +0.00? 0.06 +0.01%® 0.18 +0.02°
C14:1 0.00 £ 0.00 0.02 £0.02 0.01 +0.00
C15:0 0.04 +0.00 0.09 +0.07 0.07 +0.01
C15:1* 0.01+0.00 ND 0.02 £0.01
C16:0 0.79 + 0.06? 1.72 +0.35° 1.19 £ 0.14%
C16:1 0.28 £0.02 0.36 +0.15 0.51+0.06
C17:0 0.07 £ 0.00 0.18+0.12 0.10+0.01
C17:1 0.12 £0.03 0.24+0.21 0.15+0.03
C18:0* 0.37 +0.02° 0.78 £0.22° 0.51+0.16®°

C18:1n9 0.66 +0.02 1.08 £ 0.42 1.19+£0.20
C18:2n6¢c* ND 0.16 + 0.06 0.11+0.08
C18:2n6t 0.14 +£0.01® ND ND
C18:3n6* 0.01 +0.00? ND 0.02 +0.00°
C18:3n3 0.05 +0.00 0.05 +0.01 0.10 +0.01
C20:0 0.09 £0.01 0.02 +0.03 0.12 +0.05
C20:1n9* ND 0.32+0.17 0.05 +0.01
C20:2* 0.06 + 0.00° 0.05 +0.04° 0.10+0.01°
C20:3n6 0.05 +0.03 0.01+0.01 0.01 +0.00
C21:0 0.01 +0.00° ND 0.02 +0.00°
C20:4n6* 0.45 +0.01° 0.64 +0.08° 0.57 +0.05%®
C20:3n3* 0.00 +0.00° 0.01 +0.01° 0.03 +0.00°
C20:5n3 0.88 +0.03 1.56 £0.11 1.56 £ 0.15
C22:0 0.02 +0.01 0.07 £0.12 ND
C22:1n9* 0.02 +0.01 ND 0.03 +0.01
C22:2 0.04 +0.00 0.03 +0.02 ND
C23:0 0.06 +0.00 0.36 +0.48 0.06 +0.01
C24:0 0.09 +0.00 0.13+0.04 0.15+0.01
C22:6n3 0.95 +0.03? 2.60+0.88° 1.46 +£0.13%
PUFA’s 3.82+0.62 5.02+0.96 2.53+0.37
C24:1* 0.00 +0.00 0.02 +0.02 0.03 +0.02
Total 5.34+0.22 10.65 + 1.25 8.36+0.82
DHA:EPA 1.1 1.7% 0.9%
EPA:ARA 3.2 2.5 2.7
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3.3 Acidos grasos en pulpos

El 4cido linoleico (AL, C18:2n6c), como precursor de los acidos grasos poliinsaturados, tuvo la mayor
concentracion en los juveniles alimentados con la Dieta 2 (J+C) con 8.89 *+ 0.44 pgemg™a los 25 dias de
cultivo, siendo diferente significativamente al encontrado en los juveniles alimentados con la Dieta 3 (J+A)
la cual fue de 2.61 + 0.51 pgemg™. (p = 0.001). En los juveniles alimentados con la Dieta 1 (J+M), la

concentracion fue de 7.6 + 0.83 ugemg™.

Con respecto al contenido del ARA en O. bimaculoides, a los 25 dias de cultivo, no se presentaron
diferencias significativas entre los juveniles alimentados con las tres dietas (p > 0.16). Este acido graso se
encontré en concentraciones entre 23.97 + 1.88 y 26.61 + 2.66 ugemg™. Al realizar la comparacién de la
concentracién de este acido graso entre los juveniles cultivados y los recién eclosionados (JRE), no se
presentaron diferencias en los tratamientos con la Dieta 2 y Dieta 3. Las diferencias significativas (p = 0.03)

se obtuvieron entre los JRE y los pulpos alimentados con la Dieta 1(Tabla 3).

En cuanto a la concentracidn del EPA, los JRE presentaron una concentracion de 64.91 + 16.26 pgemg?,
obteniendo diferencias significativas con los juveniles alimentados con la Dieta 1 (p < 0.001) con 120.66 +
10.54 pgemg?, y la Dieta 3 (p = 0.03) con 111.46 + 19.83 pgemg?, a los 25 dias de cultivo. La menor
concentracién de este acido graso se presentd en los juveniles alimentados con la Dieta 2 con 111.25 +

4.69 pgemg! (Tabla 3).

En relacién al DHA, las diferencias significativas se encontraron entre los JRE y los organismos que fueron
alimentados con las Dietas 1y 2 (Dieta 1, p = 0.03 y Dieta 2, p < 0.001), debido a que los organismos de
estos tratamientos, tuvieron concentraciones de 130.85 + 9.77 y 148.13 + 7.1 ugemg™ respectivamente,
en comparacion con los 62.22 + 16.71 ugemg™ presentes en los JRE. En los organismos alimentados con la

Dieta 3, la concentracidn promedio de este acido graso fue de 122.27 + 19.2 ugemg™* (Tabla 3).

La relacién DHA:EPA no presentd diferencias significativas (p> 0.17) en los pulpos alimentados con las
diferentes dietas. En los JRE, esta relacidon solamente fue diferente significativamente con la dieta 2 que
contenia jaiba y calamar (p< 0.001). Por otro lado, la relacién EPA:ARA no presenté diferencias entre

organismos alimentados con las diferentes dietas (p > 0.96), los valores fueron de 4.5y 4.6. En los JRE, la
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relacion fue diferente significativamente (p = 0.001) con respecto a los pulpos alimentados con las tres

dietas (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (ugemg™) en los juveniles recién eclosionados y en los
alimentados con las dietas hasta los 25 dias de cultivo. Las letras indican diferencias significativas con (p < 0.05) con
ANOVA paramétrico (*) o Kruskal-Wallis. ND = No detectado. Dietas 1 (J+M), 2 (J+C) y 3 (J+A): J = jaiba; M = mejilldn;
C = calamar; A = anfipodos.

25 dias de cultivo
Acido graso P JRE Dieta 1 (J+M) Dieta 2 (J+C) Dieta 3 (J+A)
ARA * 0.026 15.08 +9.582 26.61 +2.66" 23.97 +1.882b 24.49 + 4,982
EPA <0.001 64.91 + 16.26° 120.66 + 10.54° 111.25 +4.692b 111.46 + 19.83°
DHA <0.001 62.22 +16.71° 130.85 +9.77° 148.13+7.1° 122.27 +19.22°
DHA/EPA <0.001 1.0° 1.12b 1.3 1.12
EPA/ARA * 0.001 432 4.5° 4.6° 4.6

En los juveniles sobrevivientes que fueron alimentados con las dietas J+M y J+C hasta los 45 dias de cultivo,
la concentracion del acido linoleico en los pulpos de la Dieta 2 (J+C) fue de 7.97 £ 0.78 pugemg™y de 5.18
+0.16 pgemg? en los juveniles alimentados con la dieta de jaiba y mejillén, con diferencias significativas

entre los tratamientos (p = 0.00).

En estos juveniles, no se encontraron diferencias significativas en la concentracion del ARA entre los dias
de cultivo (p = 0.10) (Tabla 3 y 4). Los organismos alimentados con la Dieta 1 (J+M) disminuyeron su
concentracion de 26.61 + 2.66 a 23.13 * 3.46 ugemg™, mientras que los alimentados con la Dieta 2 (J+C)
pasaron de 23.97 + 1.88 a 23.08 + 1.96 pugemg™’. Dichas concentraciones fueron mayores a la de
organismos recién eclosionados (15.08 + 9.58 ugemg?, sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos al dia 45 de cultivo y los pulpos recién eclosionados (p = 0.10) (Tabla

4).

Con respecto al EPA, también disminuyd las concentraciones al dia 45 en los organismos alimentados con
las dietas 1 y 2, con respecto al obtenido en los pulpos al dia 25 de cultivo, siendo diferentes
significativamente (p = 0.006 y 0.025) entre los dias de cultivo. Los juveniles alimentados con la Dieta 1
(J+M) presentaron una disminucidn de 120.66 + 10.54 a 90.02 *+ 16.16 pgemg?, y los alimentados con la
Dieta 2 (J+C) de 111.25 + 4.69 a 100.11 + 8.89 pgemg™. Ambas concentraciones fueron mayores a la de
pulpos recién eclosionados (64.91 + 16.26 ugemg), con diferencias significativas entre los tratamientos y

los recién eclosionados (p < 0.001).
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El contenido de acido docosahexaenoico (DHA) disminuydé en un 20.25 y 5.52%, siendo diferente
estadisticamente (p = 0.01) en los pulpos alimentados con Dietas 1 y 2 entre el dia 25 y 45 de cultivo. La
concentracion de 104.36 + 16.28 pgemg se encontrd en los pulpos de la Dieta 1 (J+M) y en los alimentados
con la dieta a base de jaiba y calamar (D2) fue de 139.95 + 12.31 ugemg™. La concentracion de DHA fue
diferente significativamente entre los tratamientos (p = 0.01) y también con la concentracion presente en

los juveniles recién eclosionados (62.22 + 16.71 pgemg™) (p < 0.001).

La disminucidn en la concentraciéon de los dcidos DHA y EPA en los pulpos a los 45 dias de cultivo, dio como
resultado un aumento en la relacién DHA:EPA. Los juveniles alimentados con la Dieta 1 (J+M) obtuvieron
una relacion de 1.2 y los alimentados con la Dieta 2 (J+C) fue de 1.4, en comparacion con las relaciones 1.1
y 1.2 obtenidas con ambas dietas a los 25 dias de cultivo. Las relaciones obtenidas al dia 45 de cultivo
fueron diferentes significativamente (p < 0.001) con la relacién (1.0) de los juveniles recién eclosionados

(Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de acidos grasos poliinsaturados (ugemg™) en los juveniles recién eclosionados y en los
alimentados con las dietas hasta los 45 dias de cultivo. Las letras indican diferencias significativas con (p < 0.05) con
ANOVA paramétrico. Dietas 1 (J+M) y 2 (J+C): J = jaiba; M = mejillon; C = calamar.

45 dias de cultivo
Acido graso P JRE Dieta 1 (J+M) Dieta 2 (J+C)
ARA 0.287 15.08 + 9.58 23.13 £3.46 23.08 £1.96
EPA <0.001 64.91 + 16.26°2 90.02 + 16.16" 100.11 + 8.89"
DHA <0.001 62.22 +16.71° 104.36 + 16.28° 139.95 + 12.31°¢
DHA/EPA <0.001 1.02 1.2° 1.4¢
EPA/ARA 0.049 432 3.9 43"
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3.4 Crecimiento en peso de los juveniles de O. bimaculoides

La primera parte de los resultados aborda el comportamiento del peso de los juveniles entre los dias de

cultivo, primero de cada tratamiento y posteriormente la comparacion entre los tres tratamientos.

Para el analisis de datos se fijaron dos fechas de muestreo, la primera a los 25 dias de cultivo donde se
tomaron 6 juveniles del tratamiento 1 (J+M) y 2 (J+C), y 11 juveniles del tratamiento 3 (J+A), esto debido
a que los pulpos alimentados con la dieta a base de jaiba y anfipodos mostraron una marcada pérdida de
peso (47.53% con respecto al peso inicial al dia 25) en comparacidn con los otros dos tratamientos. Este
primer muestreo se realizd con la finalidad de evitar la pérdida total de los datos de este tratamiento. Por
otra parte, el Ultimo muestreo se realizé al dia 45, en el cual se muestrearon los cuatro organismos

sobrevivientes del tratamiento 1 y nueves pulpos del tratamiento 2.

Los pulpos alimentados con la Dieta 1 no presentaron crecimiento durante los primeros 21 dias de cultivo.
Al dia 7 de cultivo los organismos de este tratamiento presentaron un decremento en peso de 14.38% (-
8.41 + 6.65 mg) con relacién al peso inicial promedio (58.48 + 6.52 mg). La pérdida de peso al dia 14 con
respecto a la biometria anterior fue de 3.6% (-1.8 £ 6.10 mg) (Figura 5). Para la biometria al dia 21, no se
presentd un decremento ni ganancia en peso, debido a que el peso promedio se mantuvo en 48.27 mg

respectivamente (Tabla 5).

Al dia 28 se presentd una ganancia en peso de 22.4% (10.81 + 4.91 mg) con relacién al peso anterior;
posteriormente al dia 35 hubo un aumento del 1.8% (1.08 £ 4.66 mg) (Figura 5). Sin embargo, al dia 42 de
cultivo los pulpos presentaron un decremento de 15.33% (-9.22 £ 4.56 mg) con respecto al peso registrado
en la biometria anterior. El peso final de los organismos al dia 45 fue de 47.75 + 10.95 mg (Tabla 6), lo cual
mostré un decremento de 6.59% (-3.38 + 2.04 mg) entre la biometria del dia 42 y el muestreo final al dia
45. Dentro de este tratamiento se encontraron diferencias significativas entre el peso de los organismos
al dia 0 y al dia 7 de cultivo (p < 0.001), asi como entre el peso promedio del dia 35 y 42 de cultivo (p =
0.043). El decremento en peso diario fue de -0.49 mged? durante los primeros 21 dias de cultivo. Asi
mismo estos organismos obtuvieron una tasa de crecimiento instantaneo (TCl) negativa de -0.02 + 0.01

mgedy una tasa de crecimiento especifico (TCE) de -1.86 + 1.39 mged™.

Los juveniles alimentados con la Dieta 2 presentaron al dia 7 de cultivo un decremento en peso de 2.22%

(-1.3 £ 6.26 mg) de su peso inicial (58.36 * 5.56 mg). Sin embargo, a partir del dia 14 presentaron una
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ganancia en peso de 15.05% (8.59 £ 6.85 mg) con respecto al peso de la biometria anterior, posteriormente

el incremento fue de 10.87% (7.14 + 7.39 mg) al dia 21 (Figura 5).

Los organismos sobrevivientes al dia 28 presentaron una ganancia en peso de 15.55% (11.32 + 8.74 mg).
A los 35 dias de cultivo los organismos pesaron 96.14 + 23.07 mg (Tabla 6), lo cual significé un incremento
de 14.3% (12.03 + 7.94 mg); posteriormente los juveniles alcanzaron un peso de 107.61 * 28.48 mg,
aumentando su peso en un 11.93% (11.47 + 9.09 mg). El peso de los organismos sobrevivientes al dia 45
de cultivo fue de 108.08 + 29.33 mg, lo cual representd un aumento del 85.19% con respecto a su peso
inicial. Las diferencias significativas (p = 0.009) se presentaron entre los pesos promedio desde el dia 14 al
dia 35 de cultivo (Figura 6). El aumento de peso promedio diario fue de 1.34 mged™ desde el dia 7 hasta
el dia 45 de cultivo, y las respectivas tasas de crecimiento instantaneo y especifico fueron de 0.01 £ 0.01

mgedty 0.90 + 0.93 mged? respectivamente.

En relacion a los juveniles alimentados con la Dieta 3, el decremento en peso se presenté durante los 25
dias de cultivo, al dia 7 la disminucién fue de 19.46% (-11.27 + 3.42 mg) en relacién a su peso inicial (57.90
+ 5.89 mg) (Tabla 6). Al dia 14 la pérdida de peso fue de 11.52% (-5.37 + 3.29 mg), la tendencia continuo
al dia 21 de cultivo, en el cual se obtuvo un 15.89% de decremento en peso con relacién al peso anterior
(-6.56 + 2.72 mg) (Figura 5). El peso final de los organismos sobrevivientes al dia 25 fue de 30.38 + 3.75
mg, lo cual representd un decremento total de 47.57% en comparacién con el peso promedio inicial,

durante el periodo de cultivo.

Dentro de este tratamiento se presentaron diferencias significativas entre las mediciones de peso desde
el dia 0 al dia 21 de cultivo (p < 0.001). Por otra parte el decremento promedio de peso diario fue de -1.10
mged™ desde el dia 0 hasta el dia 25 de cultivo, lo cual a su vez produjo tasas de crecimiento instantaneo

y especifico negativas (-0.03 + 0.01 mged?'y -2.86 + 0.67 mged™).
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Figura 5. Ganancia y pérdida en peso de los juveniles de O. bimaculoides alimentados con las tres dietas a partir del
dia 0 (n=108) hasta los 42 dias de cultivo (n=26). D1 J+M (jaiba + mejillén), D2 J+C (jaiba + calamar) y D3 J+A (jaiba +
anfipodos). DDE (dias después de la eclosidn). Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 6. Crecimiento en peso (mg) de los juveniles de O. bimaculoides a partir del dia 0 de cultivo (dia de eclosidn)
hasta los 42 dias de cultivo, alimentados con las tres dietas. (Wilcoxon; a = 0.05). Los asteriscos indican diferencias
significativas con la biometria anterior. D1 J+M (jaiba + mejillén), D2 J+C (jaiba + calamar) y D3 J+A (jaiba + anfipodos).
DDE (dias después de la eclosion). La barra indica la desviacidn estandar.

Dentro de los tratamientos, al dia 7 de cultivo los organismos alimentados con la Dieta 2 tuvieron un mayor
peso (57.06 + 07.20 mg) siendo estadisticamente diferente (p < 0.001) a lo obtenido en los pulpos de las
Dietas 1y 3 (Tabla 5). Dicha tendencia continuo al dia 14 de cultivo (p < 0.001) cuando los organismos de

la Dieta 2 (J+C) alcanzaron un peso promedio de 65.65 = 12.37 mg. Al dia 21 de cultivo se obtuvieron
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diferencias significativas entre los tres tratamientos (p < 0.001), siendo los organismos de la Dieta 3 los de

menor peso (34.70 + 3.36 mg), y los organismos de la Dieta 2 (72.79 + 15.70 mg) los de mayor peso. A

partir del dia 28 y hasta finalizar el cultivo se obtuvieron diferencias significativas en el peso de los

organismos de la dieta 1 y 2 (Tabla 5). Durante el cultivo, los organismos que obtuvieron el mayor peso

fueron los alimentados con la Dieta 2 (Figura 7).

Tabla 5. Peso promedio (mg) de juveniles de O. bimaculoides alimentados con las tres dietas experimentales. Las
letras indican diferencias significativas entre las dietas (p < 0.05) con ANOVA paramétrico (*) o Kruskal-Wallis. (J,
jaiba; M, mejillon; C, calamar; A, anfipodos). DDE: dias después de la eclosidn, n: nimero de organismos.

DDE p n Dieta 1 (J+M) Dieta 2 (J+C) Dieta 3 (J+A)
0* 0.914 108 58.48 £+ 6.52 58.36 £ 5.56 57.90 +5.89
7 <0.001 108 50.07 + 8.06° 57.06 + 7.20° 46.63 £ 4.20°
14 <0.001 108 48.27 £11.92° 65.65 + 12.37° 41.26 £ 4.47°
21 <0.001 91 48.27 +14.17° 72.79 +15.70° 34.70 + 3.36°
28* 0.002 35 59.08 + 8.522 84.11+20.10°
35* 0.003 28 60.16 +9.81° 96.14 +23.07°
42 0.001 26 50.94 +9.45° 107.61 + 28.48°
45 0.002 25 47.75 +10.95° 108.08 + 29.33"

Figura 7. Juvenil recién eclosionado (izquierda) con un peso inicial de 61 mg y juvenil alimentado con la Dieta 2 (J+C)
cultivado durante 45 dias con un peso final de 144.8 mg.

> . ’
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3.5 Presencia de ocelos en los juveniles de O. bimaculoides

La mayoria de los juveniles reaccionaron al estimulo, lo que permitié observar los ocelos, sin embargo, no
se detecto el patrdn caracteristico de la especie, ni la coloracidn azul o verde iridiscente. No obstante, se
logro observar una estructura de forma redonda con pigmentacién café oscuro caracteristica de los ocelos

(Figura 8).

A los 7 dias después de la eclosion, los ocelos se observaron en el 81.48% de los juveniles (n=88) de los
108 pulpos cultivados, de los cuales 31 organismos pertenecian a la Dieta 1 (J+M), 31 a la Dieta 2 (J+C) y
26 a la Dieta 3 (J+A). A los 14 dias de cultivo, el porcentaje acumulado de los organismos que presentaron
los ocelos fue del 95.37% (103 juveniles) y al dia 21, los ocelos se observaron en el 97.22% de los juveniles.
A los 28 dias de cultivo no fue posible detectar los ocelos en el 2.78% de los organismos (n=3), debido a
que se encontraban débiles, no reaccionaban al estimulo y posteriormente no lograron sobrevivir para la
siguiente biometria; este porcentaje corresponde a dos juveniles de la Dieta 1 y un organismo de la Dieta

3.

Figura 8. Ocelos presentes en juvenil de O. bimaculoides (45 dias después de la eclosién) alimentado con Dieta 2
(jaiba + calamar).



36

3.6 Supervivencia

Al dia 25 de cultivo, los juveniles alimentados con la Dieta 1 presentaron una supervivencia del 58.33%,
los pulpos que recibieron la Dieta 2 alcanzaron un 91.66% de supervivencia y los organismos que fueron

alimentados con la Dieta 3, presentaron la menor supervivencia con un 30.55% (Tabla 6).

Los organismos alimentados con la Dieta 3 y algunos organismos de la Dieta 1, presentaban un tamafo
corporal reducido, su coloracién habia cambiado a un tono cenizo, mostraban debilidad al nadar, dificultad
para adherirse a superficies y enroscamiento de los brazos. Las caracteristicas descritas anteriormente,

constituyeron el criterio en la toma de decision para realizar el primer muestreo a los 25 dias de cultivo.
Posteriormente con los organismos restantes (n=41), se obtuvo una supervivencia de 28.57% hasta el dia
45 de cultivo con los juveniles de la Dieta 1. En este mismo periodo, la supervivencia de los organismos de

la Dieta 2 fue de 77.77%.

Tabla 6. Supervivencia (%) de los juveniles de O. bimaculoides alimentados con las diferentes dietas.

Tratamiento Supervivencia (%)
25 dias de cultivo 45 dias de cultivo
Dieta 1 (jaiba + mejillon) 58.33 28.57
Dieta 2 (jaiba + calamar) 91.66 77.77
Dieta 3 (jaiba + anfipodos) 305 | e
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Capitulo 4. Discusion

Los pulpos por su tipo de alimentacion pertenecen al grupo de los carnivoros por lo que tienen una alta
demanda de proteina durante su ciclo de vida (Houlihan et al., 1990; Giménez y Garcia 2002; Iglesias et
al., 2004; Aguila et al., 2007; Domingues et al., 2007a; Cerezo-Valderve et al., 2008; Uriarte et al., 2011), y
a su vez una alta demanda por acidos grasos altamente insaturados durante el proceso reproductivo, y en
sus estadios de vida de paralarva y juvenil (Navarro y Villanueva, 2000; Iglesias et al., 2007; Seixas et al.,
2010; Farias et al., 2011). Sin embargo, la dependencia del uso de dietas naturales para la alimentacion en
cefalépodos ha impedido y atrasado el desarrollo de cultivos de estos organismos a escala comercial (Lee

et al., 1991; O’'Dor y Wells, 1987; Uriarte et al., 2011; Martinez et al., 2014).

Especies como 0. maya y O. bimaculoides aceptan alimentos naturales en condiciones de cautiverio, al
alimentarse con trozos de cangrejo congelado o con moluscos bivalvos, sin embargo, estas practicas
propician que el cultivo de pulpo sea costoso y poco practico (Rosas et al., 2013; Martinez et al., 2014).
Por otra parte en las etapas tempranas del ciclo de vida de los pulpos, el alimento mas utilizado ha sido la
Artemia enriquecida y sin enriquecer para paralarvas y juveniles de O. vulgaris y en juveniles de O. maya
y O. bimaculoides, sin embargo, su uso produce crecimientos y supervivencias deficientes para las
paralarvas (Iglesias et al., 2014), ocasionado por sus perfiles proteicos y lipidos inadecuados (Navarro y

Villanueva, 2000, 2003; Villanueva et al., 2004; Seixas et al., 2010; Viciano et al., 2011).

Diversas investigaciones sobre el tipo de dietas suministradas a los pulpos, en las primeras etapas de su
ciclo de vida, enfatizan que, para lograr un dptimo desarrollo de los organismos, es de suma importancia
encontrar un alimento que pueda cubrir los requerimientos nutricionales, sobre todo en el contenido
proteico y de acidos grasos. Ademas, destacan que es importante desarrollar alimentos o dietas que sean
de facil manejo, con palatibilidad adecuada para los pulpos, un aglutinante que evite pérdidas de
nutrientes y proporcione estabilidad al alimento (Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Villanueva et al., 2004;
Domingues et al., 2007b; Rosas et al., 2008; Solorzano et al., 2009; Quintana et al., 2008, 2011; Garcia et
al., 2011; Viciano et al., 2011; Goémez-Fierro, 2017).

En la busqueda de alimentos que cumplan con estas caracteristicas, el desarrollo del uso de alimento en
forma de pasta ha sido una practica utilizada para especies como O. maya y O. bimaculoides. Por otra
parte, el uso de aglutinantes como gelatina ha demostrado crecimientos positivos y supervivencia mayores

al 80%, como valores de concentracion de lipidos y glucégeno (23.6 £ 8.0 y 0.19 + 0.05 respectivamente)
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similares en juveniles de O. maya alimentados con pastas elaboradas con gelatina o cuando son

alimentados con cangrejo congelado (Rosas et al. 2008).

Las dietas utilizadas en el presente trabajo (D1: J+M, D2: J+C y D3: J+A), tuvieron una estabilidad de 24
horas en el agua, similar a la reportada por Gémez-Fierro (2017) en dietas elaboradas con diferente
proporcién de carne de musculo de jaiba y gdénada de mejillén. La lixiviacién a su vez fue mayor en la Dieta
3 (J+A) conun 18%, y en 15.34% en la Dieta 1 (J+M) y 16.01% en Dieta 2 (J+C). En otros estudios donde se
han probado dietas a base de pasta en pulpos, no se reportan los porcentajes de alimento y nutrientes

lixiviados que permitan comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Los juveniles de O. bimaculoides alimentados con la dieta 1 (J+M) y dieta 2 (J+C), consumieron la pasta de
alimento desde los primeros dias de cultivo, especificamente en los pulpos alimentados con la dieta 2 se
observé que al momento de colocar el alimento se desplazaban rapidamente a alimentarse, lo cual podria
ser un indicador de aceptacion de la pasta. Estos resultados concuerdan con lo reportado en juveniles de
0. maya (Domingues et al., 2007a) y O. bimaculoides (Gémez-Fierro, 2017) en relacién al estimulo

percibido por los organismos para consumir dietas en pasta.

En el presente estudio, la pasta fue suministrada en un 40% del peso corporal de los juveniles cada 24
horas. Se ha reportado que tasas de alimentacién del 30% producen crecimientos dptimos para los
juveniles de 0. maya, proporcionando el alimento dos veces al dia (15% por racion) (Quintana et al., 2011;
Martinez et al., 2014), al igual que si se utilizaran tasas de alimentacién entre 30 y 50% para juveniles de

O. bimaculoides (Gémez-Fierro, 2017).

Los juveniles alimentados con la dieta 1 (J+M), la cual contenia una mayor proporcién de jaiba (80%),
disminuyeron en peso desde el dia 0 hasta el dia 21 de cultivo, probablemente el bajo rendimiento en el
desarrollo de estos organismos se deba al efecto de un bajo aporte de los acidos grasos altamente
insaturados por parte de la dieta (relacion DHA:EPA de 1.1), asi como a un desbalance de nutrientes,
aunado a una baja proporcion de proteinas. Para explicar los posibles efectos de las dietas a base de pasta
sobre el desempefio de los juveniles de pulpo, se podrian incluir andlisis de macro y micro nutrientes, asi
como de actividad enzimatica, con el objetivo de integrar mds informacidon para comprender el

comportamiento en crecimiento de O. bimaculoides.
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Gomez-Fierro (2017), obtuvo un buen crecimiento en los juveniles de O. bimaculoides alimentados con
una dieta de las mismas proporciones que las utilizadas en este trabajo (80% jaiba + 16% mejillon) a partir
del dia 14 de cultivo, con una ganancia del 42.46% con respecto al peso inicial al dia 28. En dicho estudio
los juveniles alimentados con esta dieta alcanzaron un peso promedio final de 116.19 mg y una tasa de

crecimiento de 0.86 + 0.09 mged™.

Las diferencias entre los resultados del presente estudio y lo reportado por Gémez-Fierro (2017),
probablemente pueda deberse a alguno de los siguientes factores: la diferencia en tiempo y lugar de pesca
de las jaibas, la alimentacidn previa de estos organismos lo cual afecta directamente la composicion de
sus nutrientes, el estado de los mejillones en cuanto a la calidad de su gdnada, su lugar de cultivo y
mantenimiento en fresco una vez extraidos del mar, lo cual pudo ocasionar cambios en su composicion

proteica y lipidica.

Los pulpos alimentados con la dieta 2 (J+C), al finalizar el cultivo alcanzaron 85% de ganancia en peso, por
lo que, resulté ser la dieta mas eficiente propiciando un porcentaje de crecimiento diario de 1.32 +
1.25%edia™. Este porcentaje es menor a lo reportado por Martinez et al. (2014) y Gallardo et al. (2020),
quienes utilizaron esta dieta para juveniles de O. maya y obtuvieron porcentajes de crecimiento diario de
3.04%ediay 3.4%edia! respectivamente. Martinez et al. (2014) sugieren que al combinar la carne de jaiba
y de calamar, se produce en la dieta una sinergia entre sus componentes, los cuales proveen los elementos
necesarios para producir un mayor crecimiento en pulpos, en comparacién con otras dietas. Al igual que
con la dieta a base de jaiba y mejillén, deben considerarse las diferencias entre la jaiba y calamar utilizados
en la elaboracion de la dieta (jaiba + calamar) en este trabajo y en lo reportado por Martinez et al. (2014),
tomando en cuenta las diferentes caracteristicas nutricionales que puedan aportar dichos productos,
aunado también a las condiciones de temperaturas a las que se expusieron durante su pesca, procesado

y almacenamiento.

Martinez et al. (2014), reportaron que después de 46 pruebas con alimentos proporcionados a juveniles,
pre-adultos y adultos de O. maya, la proteina cruda que evaluaron proveniente de crusticeos marinos,
produjo tasas de crecimiento mayores al 1.5%edia, en comparacién con las tasas de crecimiento
negativas obtenidas cuando la proteina provenia de almeja fresca, calamar, pescado y proteina cocida
(Aguila et al., 2007; Rosas et al., 2008, 2013). Resultados similares también han sido reportados para O.

vulgaris (Prato et al., 2010).
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El porcentaje de crecimiento diario (1.32 + 1.25%edia™) en juveniles de O. bimaculoides alimentados con
jaibay calamar (Dieta 2) en el presente estudio, es también menor al reportado por Quintana et al. (2011),
dichos autores obtuvieron tasas de crecimiento de 3.1 + 1.1%edia™ en juveniles de O. maya alimentados
con pasta a base de cangrejo (Callinectes spp.) en una racién de 10% al dia y un crecimiento de 3.8 +
1.3%edia a una racién diaria de 30%. Solorzano et al. (2009), también documentaron mejores
crecimientos en juveniles de O. bimaculoides (3.7 y 5.5 mgedia™) cuando fueron alimentados con Artemia

enriquecida con Spirulina maxima, con Alga-Mac-3050 y sin enriquecer.

La dieta a base de jaiba y calamar (Dieta 2) proporcionada a los juveniles de O. bimaculoides, promovio en
algunos pulpos, un crecimiento con un peso final entre los 110.6 y 163.3 mg a los 45 dias de cultivo; con
base en estos resultados se sugiere continuar con las investigaciones incorporando otros componentes en
la dieta, lo que podria apoyarse con estudios de actividad enzimdtica y digestibilidad, lo que
complementaria la informacién relacionada con el comportamiento del crecimiento, asi como poder
establecer las directrices de las futuras investigaciones que ayuden a que en un futuro se pueda desarrollar

su cultivo.

En relacién a la dieta a base de jaiba y anfipodos (Dieta 3), no proporciond los mejores resultados para el
crecimiento de los pulpos, los cuales tuvieron una pérdida de peso desde la primera semana hasta los 25
dias de cultivo, cuando se realizé el primer muestreo. En este periodo los pulpos tuvieron una tasa de
decremento en peso de -1.00 + 0.29 mged™, equivalente a -2.09 + 0.41 mged™. La pérdida de peso en los
juveniles alimentados con esta dieta fue mayor a lo documentado para O. maya (-0.43%ed™) cuando se
alimentd a juveniles de esta especie con una dieta que contenia 40% de proteina a base de harina y aceite

de pescado, suero y vitaminas (Rosas et al., 2011).

Se ha documentado que la pérdida de biomasa, reduccion de tamafio del organismo y un limitado
movimiento pueden deberse a un aporte bajo de proteina en la dieta para cefaldpodos (O’Dor et al., 1984).
Dichas caracteristicas se presentaron en los juveniles de O. bimaculoides, donde también se observd

enroscamiento de brazos, cambio de coloracidn y dificultad para nadar y adherirse a superficies.

La caracteristica adicional que se tomé en cuenta para establecer el desarrollo de los organismos fue la
presencia de los ocelos, particularidad de esta especie, los cuales se distinguieron desde el dia 7 de cultivo
en el 81.48% del total de organismos y a los 21 dias esta caracteristica estaba presente en el 97.22% de los

juveniles.
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A los 28 dias de cultivo esta caracteristica no se pudo detectar en tres juveniles (2.78% de la poblacién
total), de los cuales dos organismos pertenecian al tratamiento con la dieta 1 (J+M) y un pulpo de la dieta
3 (J+A). Al igual que lo reportado por Gémez-Fierro (2017), estos juveniles no reaccionaron al estimulo y
permanecian inmdviles, ademas de un notorio cambio en su coloracién. Este autor también reportd la
presencia de ocelos en el 90% de los organismos, a los 28 dias de cultivo, por lo que sugirié el uso de
descripciones histoldgicas que ayuden a detectar con exactitud el momento en el que los ocelos se
presentan en los juveniles de O. bimaculoides. Este aspecto es importante debido a que indicaria el estado

y el desarrollo de los juveniles en cultivo.

En relacidn a la supervivencia, los mayores porcentajes se presentaron en los juveniles alimentados con la
dieta 2 (jaiba + calamar), a los 25 dias de cultivo fue del 91.6% y de 77.7% al dia 45. Estos porcentajes
podrian estar relacionados al aporte de acidos grasos altamente insaturados proporcionados por la dieta,
la cual presentd mayores cantidades de DHA, EPA y ARA, ademas de una relacion DHA:EPA de 1.7, la cual
fue cercana al valor 1.5 recomendado para especies marinas por Okumura et al. (2005). Asimismo, el
aporte lipidico pudo ser utilizado por los pulpos a corto plazo para canalizar las proteinas presentes en la
carne de calamar y en la grenetina (Gémez-Fierro, 2017) para su uso como reserva energética y en el

crecimiento (O’Dor et al., 1984; Gémez-Fierro, 2017).

Martinez et al. (2014), obtuvieron con juveniles de O. maya a los 55 dias de cultivo un 100% de
supervivencia utilizando una dieta a base de jaiba y calamar. Por su parte, Gallardo et al. (2020) obtuvieron
con esta dieta un 100% de supervivencia al dia 60y un 75% al dia 90 de cultivo, los mismos porcentajes de
supervivencia se presentaron en juveniles alimentados con una dieta a base de 60% calamar y 40% jaiba,
sin embargo, a un mayor porcentaje de calamar en las dietas (80 y 90%), las supervivencias al dia 60 de
cultivo fueron de 80 y 85% y de 10 y 20% a los 90 dias después de la eclosion. Las diferencias entre la
supervivencia de juveniles de O. mayay O. bimaculoides alimentados con la dieta a base de jaiba y calamar,
podrian relacionarse a cuestiones como la alimentacién previa de los juveniles de O. maya con nauplios
de Artemia salina sin enriquecer, la diferencia de pesos al eclosionar entre las especies (mas de 90 mg
promedio en O. maya), una racién alimenticia distinta, y la diferencia de temperaturas éptimas para cada
especie, con temperaturas entre 24 y 27°C reportadas para O. maya y un 20.02 + 1.05°C para O.
bimaculoides en esta investigacion, las cuales podrian interferir en los procesos metabdlicos de los

organismos.
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En funcidn de la temperatura y su efecto en el consumo de alimento, Leporati y colaboradores (2007)
reportaron en juveniles de O. pallidus, que la ganancia en peso promedio de 0.2774 a 1.938 gramos, fue
mayor en el tratamiento de 18 a 14°C (verano/otofio) con una tasa de crecimiento diaria de 1.73%. En esta
misma especie, André et al. (2008), reportaron tasas de conversion alimenticia de -8.10 a 70.10% dia-1
con temperaturas célidas (18-16°C), ademds de una tasa de crecimiento de 1.67% dia™ con el régimen de
temperatura fria. En el presente estudio con O. bimaculoides, se traté de mantener la temperatura con

poca variacion (20.02 + 1.05°C) para evaluar solamente el efecto de la dieta sobre el crecimiento.

Los juveniles alimentados con la dieta que contenia jaiba y mejillon (Dieta 1), obtuvieron porcentajes de
supervivencia de 58.3% y 28.5% a los 25 y 45 dias de cultivo. Estos porcentajes probablemente sean reflejo
de la composicién de acidos grasos de la dieta, la cual presentd una relacion DHA:EPA de 1.1, similar a la
obtenida por los juveniles alimentados con la dieta 3 (J+A), en donde la supervivencia fue de 30.5% a los
25 dias de cultivo. El porcentaje de supervivencia obtenido con la dieta 1 (J+M), contrasta con lo reportado
por Gomez-Fierro (2017), al reportar supervivencias de 97.9% y 96.6% a los 28 y 42 dias después de la
eclosidn. La diferencia en los porcentajes de supervivencia entre el presente estudio y lo reportado por
Gomez-Fierro (2017) podria deberse a la calidad y cantidad de acidos grasos presentes en cada dieta, ya
que la relacion DHA:EPA fue de 1.46 para la dieta (jaiba + mejilldn) utilizada por el autor, la cual fue mayor

a la relacién 1.1 obtenida en este estudio para la misma dieta.

En estudios con alimento vivo, Baeza-Rojano et al. (2012) obtuvieron una supervivencia de juveniles de O.
maya alimentados con el anfipodo gammarido Hyale media de 92.2% a los 30 dias de cultivo y de 41.2%
en aquellos alimentados con el gammarido de agua dulce Hyalella azteca. En sus resultados destacan que
los juveniles mantenidos con el anfipodo H. azteca presentaron grandes concentraciones de proteinas,
acilgliceroles y colesterol en la glandula digestiva y bajos niveles de glicogeno en el musculo, lo cual
indicaba que la dieta suministrada no cubria adecuadamente los requerimientos nutricionales de los

pulpos, por lo que obtuvieron un bajo crecimiento y una mayor mortalidad.

La diferencia en la supervivencia con la dieta 3 (J+A) utilizada en O. bimaculoides, con lo reportado por
Baeza-Rojano et al. (2012) podria deberse a la composicion en lipidos y proteinas entre anfipodos
caprélidos y gammaridos, asi como el suministrar un alimento vivo o un alimento elaborado en pasta. Por
otra parte, las diferencias en cuanto a la supervivencia obtenida con la dieta 1 (J+M) y lo reportado por
Goémez-Fierro en 2017, podria deberse, como se menciond anteriormente a las diferencias en la

composicion bioquimica entre las jaibas y mejillones usados en la elaboracién del alimento, su calidad, los
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diferentes tiempos de pesca y cosecha de estos organismos y las temperaturas a los cuales estos productos
pudieron ser expuestos. Por ultimo, las diferencias entre la supervivencia de los juveniles que recibieron
la dieta 2 (J+C) y lo reportado para O. maya (Martinez et al. 2014), pudieron ser ocasionadas por las
caracteristicas nutricionales entre ambos alimentos en pasta, la alimentacion previa de los juveniles de O.
maya con alimento vivo, asi como al efecto de la dieta parental. Estas variables y factores como el tamafio
de los pulpos al eclosionar y el aporte de acidos grasos de las dietas, podrian explicar las diferencias en las

supervivencias obtenidas en este trabajo en comparacién con los estudios anteriormente mencionados.

Los juveniles de O. bimaculoides son organismos que requieren grandes cantidades de acidos grasos
poliinsaturados, como el DHA, debido a su importancia en la formacién de las membranas lipidicas de las
células que forman los tejidos como el neuronal (Navarro y Villanueva, 2000; Salem et al., 2001; Seixas et
al., 2010; Tocher, 2010). De las tres dietas utilizadas en esta investigacion, la dieta 2 (J+C) tuvo las mayores
concentraciones en acidos grasos como ARA, EPA y DHA. Dicha dieta resultd ser la mas indicada para el
desarrollo de estos organismos, debido a que los juveniles se mantuvieron en crecimiento alcanzando al

dia 45 de cultivo un aumento del 85.19% con respecto a su peso inicial.

Los juveniles de este tratamiento obtuvieron relaciones DHA:EPA, de 1.3y 1.4 a los 25 y 45 dias de cultivo
respectivamente, siendo estos valores los mas cercanos a la relacién recomendada para especies marinas
(Okumura et al., 2005), lo cual podria resultar en beneficio para el crecimiento con una tasa constante de

1.34 mgedy mayores tasas de supervivencia.

Gomez-Fierro (2017) reportd que el uso de los acidos grasos es importante durante los primeros 28 dias
de cultivo, lo cual se puede confirmar con las concentraciones presentes en los juveniles a los 25 dias de
cultivo en este estudio, donde se obtuvieron las mayores concentraciones de ARA, EPA y DHA, en
comparacién con su concentracion a los 45 dias. Lo anterior podria indicar que después de los 25 dias de
cultivo, los juveniles pudieron sintetizar los lipidos de mejor manera (Gomez-Fierro, 2017), y a su vez
disminuir los requerimientos de estos nutrientes conforme a su crecimiento (Lee et al., 1995; Seixas et al.,

2010).

En relacién a las concentraciones de acidos grasos en los juveniles alimentados con las dietas de jaiba con
mejillén (Dieta 1) y jaiba con anfipodos (Dieta 3) hasta los 25 dias de cultivo, estos tuvieron una mayor
concentracién de ARA y EPA en comparacién con los pulpos de la dieta 2 (jaiba+calamar), ademas las

concentraciones de DHA no presentaron diferencias significativas con esta dieta. Sin embargo, la relaciéon
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DHA:EPA fue de 1.1 para ambas dietas, lo cual podria indicar un desbalance en la proporcidn entre estos

dos acidos grasos poliinsaturados.

En los organismos alimentados con la dieta 1 (J+M) hasta el final del cultivo, al igual que con la dieta 2
(J+C), se presentd una disminucidn en las concentraciones de ARA, EPA y DHA, ademds de un aumento en
la relacién DHA:EPA a 1.2 en esta dieta (J+M). Aun asi, los resultados obtenidos en crecimiento y
supervivencia con la dieta, podrian deberse a un desbalance de nutrientes y micronutrientes,

principalmente en proteinas y en lipidos.

Los organismos alimentados con las tres dietas a los 25 y 45 dias obtuvieron en ambos periodos
concentraciones mas altas de ARA, EPA y DHA que las dietas formuladas. En los juveniles recién
eclosionados, las concentraciones de los acidos grasos presentaron mayor similitud con los organismos
alimentados con la dieta 3, sin embargo, esta dieta no beneficid el crecimiento en los juveniles. Ademas la
relacion DHA:EPA de esta dieta y de la dieta 1 (J+M), las cuales fueron de 1.1, se acercaron a la relacién

presente en los organismos recién eclosionados (1.0).

Las concentraciones de ARA, EPA y DHA de los pulpos fueron mas altas que las reportadas por Gomez-
Fierro (2017) para la misma, quién encontré valores de ARA de 2.62 + 0.20 ugemg™, EPA de 14.77 + 1.28
pugemg?!y DHA de 29.82 + 2.89 ugemg?, con una relacién DHA:EPA de 2.01 + 0.06. En el presente estudio,
la relaciéon DHA:EPA fue de 1.0 y EPA:ARA de 4.3. Estas diferencias en los acidos grasos poliinsaturados,
podria interpretarse como un efecto de la dieta parental, lo cual segln algunos autores, ocasiona cambios
en el contenido de lipidos y en la composicidon de acidos grasos en los organismos (Caamal-Monsreal at

al., 2015; Tercero et al., 2015).

La temperatura de incubacién pudo ser un factor relevante en las concentraciones de los acidos grasos
poliinsaturados de los pulpos. Las puestas de huevos utilizadas en este estudio fueron incubadas a
temperaturas promedio de 19.4°C, con duracidn de 87 y 76 dias respectivamente. Sudrez-Salcido (2016)
reporté el efecto de la temperatura de incubacion en el perfil de acidos grasos de los juveniles, obteniendo
una mayor concentracidn de DHA en los incubados a 16°C, mayores concentraciones de EPA a 18°Cy a

20°C los organismos tuvieron un mayor porcentaje de ARA.

Los resultados obtenidos en la composicién de acidos grasos de los pulpos, al igual que los reportados por

Goémez-Fierro (2017), sugieren que posiblemente los juveniles de O. bimaculoides al igual que O. vulgaris,
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puedan producir de novo 4acidos grasos como ARA y EPA a partir de sustratos de 4acidos grasos
poliinsaturados (PUFA’s) como el 4cido eicosatetraenoico (20:4n-3) y el acido dihomo-gamma-linolénico
(20:3n-6) (Monroig et al., 2012b), debido a que en resultados anteriores los organismos presentan un
mayor contenido de estos acidos grasos en comparacién con su contenido presente en el alimento que les
fue suministrado. Es por ello que es importante continuar evaluando el efecto de diferentes dietas en
forma de pasta en el desempefio bioldégico de los pulpos, con la finalidad de comprender el

comportamiento y el uso de los acidos grasos altamente insaturados.

Los resultados de este trabajo sugieren que el tipo y la calidad de los nutrientes presentes en las dietas,
asi como los efectos de las dietas parentales, pudieron influir en el desempefio y la supervivencia de los

juveniles de O. bimaculoides.
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Capitulo 5. Conclusiones

¢ El mayor crecimiento de O. bimaculoides se obtuvo con la dieta 2, a base de 48% jaiba y 48% calamar,
debido a que se obtuvo una ganancia del 85% del peso inicial (58.36 mg) hasta los 45 dias de cultivo y una

supervivencia de 91.6% a los 25 dias después de la eclosién y de 77.7 % a los 45 dias de cultivo.

e El desarrollo de los ocelos el cual se utilizd como un indicador para evaluar el desarrollo de los organismos
fue influenciado por la calidad de la dieta suministrada, observando esta caracteristica en el 95.37% de
los juveniles a los 14 dias de cultivo. Los organismos que recibieron la dieta que contenia jaiba y calamar

contribuyd con el porcentaje mas alto (33.33%) del total de pulpos con ocelos.

e Los resultados de la composicién de acidos grasos, sugiere que los organismos recién eclosionados de O.
bimaculoides requieren de una mayor cantidad y proporcion de acidos grasos durante los primeros dias

de cultivo, especificamente en los dcidos ARA, EPA y DHA.

e Las concentraciones de DHA y EPA, asi como su relacidn en los diferentes tipos de dietas influyeron

directamente en el crecimiento y supervivencia de los juveniles de O. bimaculoides.
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Continuar con el uso de estas dietas en futuras investigaciones, ya sea en la misma o diferente
proporcién, ademds de obtener su composicion de proteinas, lipidos, perfil de acidos grasos,
carbohidratos, perfil de aminoacidos y energia, de las dietas, asi como de los juveniles recién eclosionados
y en cultivo, con la finalidad de encontrar dietas de mejor calidad que sean utilizables durante todo el

cultivo o por periodos donde sus propiedades puedan beneficiar el desarrollo de los pulpos.

¢ Estandarizar nuevas técnicas para la deteccién de los ocelos en los juveniles, realizar analisis parciales
entre biometrias para conocer con exactitud el momento de su aparicién y ademas analizar mediante

histologia el desarrollo y aparicidon de esta caracteristica.

¢ Realizar analisis del perfil de acidos grasos de juveniles silvestres, con la finalidad de comprender sus
requerimientos nutricionales y con ello poder formular mejores alimentos que beneficien el desempefio

bioldgico y supervivencia de los juveniles cultivados.

e Complementar la informacién sobre el uso de acidos grasos en los juveniles de esta especie, con un

analisis de organismos en periodo de inanicion.

¢ Realizar estudios e investigaciones donde se utilice alimento vivo como anfipodos para poder analizar
sus efectos y beneficios en el desarrollo de los juveniles de pulpo. Ademas, promover cultivos
experimentales donde una fase de alimentacidn sea con alimento formulado en pasta y otra fase con

alimento vivo.

¢ Realizar pruebas moleculares en organismos recién eclosionados y cultivados, con la finalidad de
entender con mayor precisién la funcion de las enzimas desaturasas y elongasas que participan en la

sintesis de los acidos grasos altamente insaturados.
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