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Resumen de la tesis que presenta Ana Lucia Suarez Salcido como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto de latemperaturadeincubacion sobre latoleranciatérmicay composicion
de &cidos grasos de juveniles recién eclosionados de Octopus bimaculoides

Resumen aprobado por:

Dra. M6nica Hernandez Rodriguez Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Codirector de tesis Codirector de tesis

Los cefal6podos y especificamente los pulpos, son un recurso econémico importante
en la industria pesquera a nivel mundial y nacional, debido a esto han sido explotados
por afios. Por lo anterior, es necesario generar informacién basica en especies con
potencial, como Octopus bimaculoides, ya que eclosiona como juvenil totalmente
desarrollado, a diferencia de las especies que tienen etapa de paralarva, esta
caracteristica podria facilitar su cultivo. En el presente trabajo se evaluaron tres
temperaturas de incubacion (16,18 y 20°C) sobre la tolerancia térmica y el contenido
de &cidos grasos de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides. El tiempo de
incubacion de los huevos de O. bimaculoides mostré diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos. La duracién de la incubacion para los huevos mantenidos a 20°C
fue de 65 dias a diferencia de los huevos incubados a 18°C y 16°C, los cuales tuvieron
una duracion de 97 y 108 dias respectivamente. En cuanto a la tolerancia térmica ésta
se evalué por el método dinamico, el cual consisti6 en colocar un pulpo recién
eclosionado dentro de un acuario y se incrementd la temperatura del agua a una tasa
constante hasta observar la pérdida de equilibrio, respuesta que caracteriza a la
temperatura critica maxima (TCMax). La tolerancia térmica estuvo en el intervalo de
29.7°C a 31.9°C con diferencias entre los tratamientos (p<0.05), lo que indica que por
cada dos grados de incremento en la temperatura de incubaciéon hubo un aumento de
1°C en la tolerancia térmica. La diferencia entre el valor de la TCMax y la temperatura
de incubacion de los organismos, mostré que los juveniles recién eclosionados e
incubados a 16°C toleraron un mayor incremento de temperatura (13.7+0.10°C). El
mayor peso seco se obtuvo en los pulpos incubados a 20°C (11.90 + 0.41 mg) sin
diferencia significativa (p>0.05) con los incubados a 18°C (11.06 + 0.62), sin embargo,
estos resultados difieren (p<0.05) del valor obtenido en los pulpos del tratamiento a
16°C (8.52 + 0.23). Para la composicién de acidos grasos se analizaron juveniles recién
eclosionados de las tres temperaturas de incubacién. La concentracion de DHA fue
mayor (21.87 + 0.22%) en los pulpos incubados a 16°C con diferencias (p<0.05) con
los demas tratamientos, mientras que para EPA el contenido superior fue para los
pulpos incubados a 18°C (17.60 + 0.16%). ARA se presentd en mayor porcentaje en
los incubados a 20°C (7.85 * 0.23%) sin diferencia (p>0.05) con los pulpos incubados
a 18°C (7.74 = 0.18%). La informacion presentada en este estudio, contribuye a la
generacion del conocimiento del efecto de la temperatura de incubacion en O.
bimaculoides con el fin de poder orientar las condiciones idoneas para el desarrollo de
un cultivo experimental.

Palabras clave: Toleranciatérmica, Acidos grasos, Pulpo, Octopus bimaculoides.



Abstract of the thesis presented by Ana Lucia Suarez Salcido as a partial requirement
to obtain the Master of Science in Aquaculture

Effect of incubation temperature on the thermal tolerance and fatty acid
composition of newly hatched Octopus bimaculoides

Abstract by:

Dra. Monica Hernandez Rodriguez Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Codirector thesis Codirector thesis

Cephalopods and specifically octopus are an important economic resource in the fishing
industry at global and national level, due to this have been exploited for years.
Therefore, it is necessary to generate basic information on species with potential as
Octopus bimaculoides, which hatches as fully developed juvenile that could facilitate
cultivation, unlike the species that present paralarva stages. In this study three
incubation temperatures (16, 18 and 20°C) were evaluated on the thermal tolerance and
fatty acid content of newly hatched juveniles of O. bimaculoides. The incubation period
of the eggs of O. bimaculoides showed significant differences (p<0.05) between
treatments. The duration of incubation for eggs held at 20°C was 65 days unlike to the
eggs incubated at 18°C and 16°C, which lasted for 97 and 108 days respectively. As for
thermal tolerance was asses by the dynamic method, which consisted of placing a newly
hatched octopus inside an aquarium and the water temperature was increased at a
constant rate until observing the loss of balance, response characteristic evaluated for
critical maximum temperature (CTMax). Thermal tolerance was in the range of 29.7°C
to 31.9°C with differences between treatments (p <0.05), indicating that for every two
degrees of increase in the incubation temperature thermal tolerance was increased by
1°C. The difference between the value of the CTMax and the incubation temperature of
the organisms showed that newly hatched juveniles and incubated at 16°C tolerated a
further increase in temperature (13.7£0.10°C). The largest dry weight was obtained
octopuses incubated at 20°C (11.90+£0.41 mg) with no significant difference (p>0.05)
with incubated at 18°C (11.06+0.62 mg), however, these results differ (p< 0.05) the
value obtained in octopuses treatment to 16°C (8.52+0.23 mg). For fatty acid
composition were analyzed newly hatched juveniles of the three incubation
temperatures. DHA concentration was higher (21.87+0.22%) in octopuses incubated at
16°C with differences (p<0.05) with the other treatments, while content of EPA was
higher for octopuses incubated at 18°C (17.60+0.16%). ARA showed higher percentage
in the incubated at 20°C (7.85+0.23%) with no difference (p>0.05) with octopuses
incubated at 18°C (7.74+0.18%). The information presented in this study contributes to
the generation of knowledge of the effect of incubation temperature on O. bimaculoides
in order to be able to target the right conditions for the development of an experimental
culture.

Keywords: Thermal tolerance, fatty acids, Octopus, Octopus bimaculoides.
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Capitulo 1. Introduccion

El Phylum Mollusca incluye distintos grupos con una gran diversidad de especies con
diferentes formas y tamafos. Este Phylum contiene a la clase Cephalopoda, la cual a su
vez estad dividida en tres subclases, Ammonoidea actualmente extinta; Nautiloidea
representada uUnicamente por el género Nautilus, que se caracteriza porque los
organismos tienen dos pares de branquias y una concha bien desarrollada y la subclase
Coleoidea que incluye organismos que tienen un par de branquias y una concha interna
gue en algunas especies puede estar ausente, en esta Ultima subclase se ubican los

calamares, sepias y pulpos (Boyle y Rodhouse, 2005; Hickman et al., 2008).

Los pulpos pertenecen al orden Octopoda, carecen de concha y poseen ocho brazos
(Borradaile et al., 1961; Hickman et al., 2008). Al igual que el resto de los cefalopodos,
presentan simetria bilateral, su cuerpo esta dividido en dos regiones: la anterior, en la
gue se encuentran la cabeza, los apéndices y el sifon y la region posterior, cubierta por

el manto, donde se localizan las branquias y los diferentes érganos (Fuentes, 2004).

Los cefaldpodos tienen los sentidos del tacto y de la vista muy bien desarrollados, poseen
grandes 0jos, que les facilitan la deteccion de sus presas y huir de depredadores (Boyle
y Rodhouse, 2005; Jereb et al., 2014).

Los cefalépodos son semelparos, es decir, solo se reproducen una vez en su ciclo de
vida (Boyle y Rodhouse, 2005) y mueren al poco tiempo de la eclosién de los huevos
(Jereb et al., 2014), tienen sexos separados y la fecundacion es interna (Fuentes, 2004).
Los machos tienen un brazo modificado llamado hectocotilo, que es un canal con la punta
en forma triangular céncava (Jereb et al., 2014), el cual transfiere los espermatoforos a

las hembras cuando ocurre el apareamiento (Boyle y Rodhouse, 2005).

Los pulpos como todos los cefalépodos, tienen un desarrollo notable de las células
pigmentarias de la piel, llamadas cromatéforos, las cuales estan controladas por el
sistema muscular y neural del individuo, muestran un patron dinamico, preciso y complejo
en la superficie del animal, al igual que en la textura del manto (Jereb et al., 2014); esta

es una caracteristica de expresion en el grupo de los cefalépodos y es importante en
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actividades como la reproduccion y en la alimentacion (Boyle y Rodhouse, 2005), esta
capacidad, combinada con posturas o0 movimientos apropiados, logran un complejo
efecto de camuflaje (Jereb et al., 2014). Estos comportamientos pueden ser observadas
por los humanos como un patron colorido, mientras que los cefalépodos no son capaces
de observar colores, solamente blanco y negro o tonalidades grises, debido a que la
retina de la mayoria de los cefalopodos posee solo un pigmento visual y no esta
estructurada con fotoreceptores, que potencialmente podrian dar la vision del color por
absorcioén diferencial de la luz (Boyle y Rodhouse, 2005).

Los octopodos presentan ocho brazos, los cuales comunmente varian en longitud entre
los diferentes pares, pero entre los brazos del mismo par no existen diferencias, salvo el
brazo hectocotilizado que es mas corto (Fuentes, 2004). Los pulpos que habitan cerca
de la zona costera, en su mayoria presentan reproduccion estacional; en los pulpos los
gametos son introducidos en el tracto genital de las hembras hacia las glandulas del
oviducto (Boyle y Rodhouse, 2005).

Las hembras de pulpo colocan los huevos en sustratos rocosos o conchas y durante el
periodo de incubacién los cuidan y los mantienen limpios utilizando el sifén, con el cual
expulsan agua para mantener los huevos oxigenados y libres de particulas que pudiera
contaminarlos, también los mantienen protegidos hasta el momento de la eclosion (Jereb
et al., 2014), durante este tiempo, las hembras no se alimentan y mueren al finalizar esta

etapa, con signos evidentes de pérdida de tejido muscular (Boyle y Rodhouse, 2005).

El desarrollo embrionario o el periodo de incubacion varia segun la temperatura en la cual
se encuentren los huevos, ya que a mayores temperaturas, el metabolismo de los
embriones se aceleray por lo tanto se reduce el tiempo de desarrollo (Boyle y Rodhouse,
2005 y Noyola et al., 2013b).

Entre las de diferentes especies de pulpos se han observado dos tipos de desarrollo
temprano, uno es directo, es decir, los organismos eclosionan como juveniles, con todos
sus organos desarrollados y adoptan el habito bentdnico de los adultos; en el segundo
tipo los organismos tienen habitos planctonicos de nado libre y por su grado de desarrollo
se clasifican como “paralarvas” (Villanueva y Norman, 2008; Jereb et al., 2014).



1.1 Pesqueria

Los cefalopodos (calamares, sepias y pulpos) son un recurso importante en la industria
pesquera a nivel mundial, en 2012 constituyeron el 3% del valor comercial de la pesca
mundial (FAO, 2014). Los principales paises consumidores e importadores de estos
recursos son Espafa, Italia y Japon, mientras que los principales exportadores de pulpo
son Mauritania y Marruecos, este Ultimo, en 2012 registré una captura de 1°158,474 t. La
demanda de este recurso se ha incrementado principalmente en paises del Mediterraneo
y Asia oriental en los ultimos afios (FAO, 2014); sin embargo, esta importante pesqueria
depende principalmente de la pesca artesanal, la cual no se controla en forma adecuada
y por lo tanto no existe un conocimiento preciso del impacto ecolégico que podria tener
en un futuro en las poblaciones naturales (Boyle y Rodhouse, 2005).

En México la produccién pesquera de pulpo ocupa el onceavo lugar de la produccion de
pescados y mariscos, con 24,847 toneladas para el afio 2013 (CONAPESCA, 2013). Esta
actividad pesquera se clasifica por regiones y en el caso de la pesqueria del pulpo se
encuentra en las regiones primera, segunda y cuarta. La primera region la componen los
estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y Nayarit; la segunda
region comprende a los estados de Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan y Oaxacay la
cuarta region esta conformada por Yucatan, Campeche y Quintana Roo (SAGARPA,
2008; CONAPESCA, 2013), siendo ésta ultima region la de mayor produccién, ya que los
desembarques de Yucatan y Campeche son los mayores, con 14,719 y 8,337 t
respectivamente, seguido por Jalisco con una produccion de 612 t. Especificamente para
el estado de Baja California, la produccion de pulpo en el 2013 fue de 155ty se posicion6
en el séptimo lugar a nivel nacional (CONAPESCA, 2013).

En las regiones primera y segunda, las principales especies capturadas son Octopus
hubbsorum, O. macropus, O. bimaculatus y O. rubescens, mientras que para la cuarta
region las especies de pulpo que se capturan son Octopus maya y O. vulgaris
(SAGARPA, 2008).



1.2 Cultivo de pulpo

Las primeras experiencias de cultivo de pulpo se realizaron desde 1995 con O. vulgaris
en el Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO) de Vigo, Espafia, los esfuerzos se
centraron en el desarrollo del cultivo a escala comercial de esta especie. Hoy en dia se
dedican al engorde de juveniles capturados del medio natural, los cuales son colocados
en jaulas flotantes y alimentados con productos congelados como sardina, jurel y
mejillones. El proceso de engorde tarda aproximadamente 4 meses, por lo que al afio se
pueden obtener tres cosechas, con pulpos de tamafio comercial de 2.5-3 kg (Fuentes,
2004). El principal problema para cultivar esta especie se centra en el cultivo de sus
paralarvas, las cuales tienen grandes mortalidades, principalmente debido a la carencia
de dietas adecuadas (Fuentes, 2004). La dieta que cominmente se utiliza para la
alimentacion de las paralarvas de los pulpos son los metanauplios o adultos de Artemia,
debido a su disponibilidad y a su facil cultivo, sin embargo, la artemia no cumple con los
requerimientos nutricionales de las paralarvas, en particular en cuanto a la composicion
de lipidos (Izquierdo et al., 2004). Recientemente, las experiencias de cultivo han
proporcionado resultados alentadores, ya que los porcentajes de supervivencia de las
paralarvas han aumentado a 31.5% al dia 40 después de la eclosién, utilizando larvas
zoeas del cangrejo centolla Maja squinado como complemento a la dieta de Artemia, no
obstante Izquierdo et al. (2004), consideran que es necesario estudiar la composicion de

los nutrientes que contiene el cangrejo centolla para su inclusion en las dietas

En México a partir del 2013 y después de 10 afios de investigaciones por parte de la
Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI-UNAM) y un grupo de
mujeres del pueblo de Sisal, se logré el cultivo de pulpo O. maya, endémico del Estado
de Yucatan; la especie tiene desarrollo directo, es decir, eclosiona como un organismo
juvenil de habitos benténicos. Este éxito derivd en la instalacion de una granja que
actualmente se dedica al mantenimiento y crianza de los pulpos desde su eclosion hasta
el tamafio comercial o “pulpo baby”, de aproximadamente 100 g, que se utiliza en la
cocina gourmet. Cabe destacar que aungue la produccién se hace a escala comercial,

aun es un cultivo piloto (Campus México, 2013).



1.3 Octopus bimaculoides

O. bimaculoides también llamado pulpo de dos manchas, es un organismo que llega a
medir 50 cm de longitud total y pesar hasta 800 gramos en el medio natural, sin embargo
estudios recientes indican que esta especie puede alcanzar pesos de hasta 1360 gramos
en Bahia Magdalena, B.C.S., México (Mora-Zamacona, 2015); habita la zona noreste del
Pacifico, desde San Simon, California hasta Guerrero Negro en Baja California Sur
(Figura 1) (Jereb et al., 2014). Habitan desde la zona intermareal hasta los 20 metros de
profundidad, en zonas rocosas, arenosas Yy lodosas. El intervalo de temperatura de las
areas donde habita es de 12 a 25°C. Esta especie utiliza conchas, rocas y algas como
refugios; se alimenta de una gran variedad de presas, incluyendo cangrejos, camarones,

moluscos bivalvos y gasteropodos (Forsythe y Hanlon, 1988; Jereb et al., 2014).

US Dept of State Gecgrapn\;\- ) §- 4 i Wy ||
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Figura 1. Distribucion geogréfica de O. bimaculoides. Recuperado de https://maps.google.com.mx/

La temporada de desove de O. bimaculoides es entre los meses de febrero y mayo, cada
hembra deposita alrededor de 800 huevos, los cuales son relativamente grandes, de
aproximadamente 13 mm de didmetro (Forsythe y Hanlon, 1988); su desarrollo es directo,
por lo que eclosionan como juveniles de habitos benténicos (Jereb et al., 2014) y pueden
vivir de 1 a 1.5 afos (Forsythe y Hanlon, 1988).



1.4 Temperatura

La temperatura ambiental es uno de los factores fisicos méas importantes que influyen en
el desempefio de los organismos ectotermos, debido a que regula los procesos
bioguimicos y fisiolégicos (Clarke y Johnston, 1999; Beitinger et al., 2000), afecta la
locomocion, la funcidén inmune, el cortejo y las tasas de alimentacién y crecimiento
(Lemus et al., 1993; Angilletta et al., 2002), también puede actuar como un estresor letal
causando la muerte de los organismos (Beitinger et al., 2000). Este factor actia sobre
las membranas, modificando su composicién lipidica, o que causa una respuesta de

adaptacion homeoviscosa modificando la fluidez (Hazel, 1995).

Los cefalébpodos son organismos ectotermos, la temperatura del agua, influye en la
velocidad del desarrollo y por lo tanto en la duracién del periodo de incubacién, en los
patrones de crecimiento y en la reproduccion, entre otros procesos (Boyle y Rodhouse,
2005; Noyola et al., 2013b).

Uno de los factores que se evaltan en forma frecuente en los organismos poiquilotermos
es la tolerancia térmica, la cual se puede conocer por medio de dos métodos, el estético
y el dinamico, el primero se utiliza para caracterizar los limites letales, por medio de
experimentos cronicos que tienen una duracion de hasta 96 h. El segundo método se
utiliza para conocer la tolerancia de los organismos y tiene como base el estudio de las
temperaturas criticas, por medio del estrés térmico ascendente o descendente (Beitinger
et al., 2000).

Las temperaturas criticas maxima y minima para una especie, se consideran un
excelente indicador de los limites térmicos porque dependen de la temperatura a la que
un organismo estad aclimatado, lo que permite establecer sus areas de distribucion
temporal y espacial, esta informacion se utiliza para hacer comparaciones entre las
especies (Lutterschmidt y Hutchison, 1997). Esta respuesta fue definida por Cowles y
Bogert (1944) como “el punto térmico en donde la actividad locomotora se desorganiza y
el animal pierde la capacidad de escapar de las condiciones que lo llevaran rapidamente
a la muerte”. Aunque esta respuesta ocurre a diferentes temperaturas segun la especie,

el comportamiento es similar entre las especies (Lutterschmidt y Hutchison, 1997).
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El método para estudiar la temperatura critica consiste en incrementar o disminuir
gradualmente la temperatura a partir de la temperatura de aclimatacion, generalmente a
una tasa de 1°C min, aunque se utilizan diferentes tasas que van de 0.5-1.5 “C min-,
dependiendo del tamafo de los organismos y de su edad (Beitinger et al., 2000; Mora y
Maya, 2006). Al incrementar la temperatura del agua, los organismos y especificamente
los peces, usualmente presentan una secuencia de respuestas que incluyen el aumento
de actividad, espasmos musculares, pérdida del equilibrio, coma y la muerte
(Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

Este método fue desarrollado por Cowles y Bogert (1944) para el estudio de reptiles,
posteriormente se modific6 por otros investigadores para trabajar con diferentes
vertebrados ectotérmicos (Tsuchida, 1995; Beitinger et al., 2000). La evaluacion de este
método, es un excelente indicador de estrés y de la capacidad de adaptaciéon en los
organismos, ya que por medio de esta técnica se puede evaluar su capacidad fisiolégica
para tolerar un incremento en la temperatura (Paladino et al., 1980). La tolerancia de los
organismos generalmente se ha evaluado cuando éstos han sido aclimatados a
diferentes condiciones térmicas, sin embargo, resulta importante conocer los efectos de
la temperatura de incubacion de los huevos sobre la tolerancia térmica de los organismos
recién eclosionados, como podria ser el caso de los pulpos y utilizar esta informacién
como un indicador de su condicion inicial. En este sentido, Martinez et al. (2014)
incubaron huevos del pargo lunarejo Lutjanus guttatus a diferentes temperaturas (22, 24,
26, 28 y 30°C) y observaron que la longitud de las larvas fue mayor en el cultivo a 24 °C
que en las condiciones de 22, 26, 28 y 30°C, lo que “demuestra que la temperatura influye
en la velocidad y eficiencia de los nutrientes”.



1.5 Lipidos totales y acidos grasos

Los lipidos son una diversidad de sustancias, que pueden ser encontradas tanto en el
tejido animal como vegetal, son insolubles en agua y solubles en solventes organicos
(FAO, 1989; Randall et al., 1998). Estas sustancias estan conformadas por triglicéridos,
fosfolipidos y esteroles. La funcion principal de estas sustancias, es que funcionan como
reserva de energia y actian como componentes estructurales de las membranas
celulares (Randall et al., 1998; Bureau y Cho, 1999).

Los acidos grasos son biomoléculas de naturaleza lipidica que se clasifican en saturados
e insaturados segun la cantidad de dobles enlaces o insaturaciones en su estructura, los
insaturados a su vez se dividen en monoisaturados, como los de la serie oleica (n-9), los
cuales presentan una sola insaturacion y poliinsaturados con dos 0 mas insaturaciones,

como los de la serie linoleica (n-3) y linolénica (n-6) (FAO, 1989; Fahy et al., 2005).

Los pulpos son incapaces de sintetizar los acidos grasos esenciales, por lo que deben
adquirirlos en la dieta, principalmente los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
de la serie linolénica n-3 y linoleica n-6 (FAO, 1989; Bureau y Cho, 1999). Las deficiencias
de estos acidos grasos esenciales en los peces, ocasiona una reduccion en la tasa de
crecimiento, despigmentacion, erosion de las aletas y miopatia cardiaca, entre otros
(Bureau y Cho, 1999), asi como afectar la reproduccién (National Research Council,
2011).

Los lipidos son uno de los principales nutrientes en una dieta y dependiendo de la
especie, son requeridos en diferentes cantidades, para el caso de los cefaldpodos este
requerimiento es poco conocido, pero se sabe que una deficiencia afecta el crecimiento

y la supervivencia de los organismos (Iglesias et al., 2014).



9

Los conocimientos que se tienen de los requerimientos de acidos grasos de los
cefalopodos provienen de estudios de su composicion corporal y del alimento vivo
utilizado durante ensayos de cultivos experimentales (lglesias et al., 2014). Los
requerimientos de &cidos grasos de los pulpos en etapas tempranas (paralarvas), se
basan principalmente por acidos poliinsaturados como el acido docosahexaenoico
(DHA), eicosapentaenoico (EPA) y araquidonico (ARA) (Navarro y Villanueva, 2000 y
2003).

El balance inadecuado entre los lipidos y la composicién de acidos grasos como DHA,
EPA y ARA en las dietas, puede ser la causa del alto porcentaje de mortalidad en los
cultivos de pulpos (lglesias et al., 2014). Para entender las causas de estas altas
mortalidades y disefiar procedimientos de cultivo exitosos, es necesario el desarrollo de
investigaciones relacionadas con el efecto de la temperatura sobre la composicion de
acidos grasos en organismos como los moluscos y en particular en los cefalépodos
(Miliou et al., 2006), donde también se debe considerar el efecto de esta variable en la

incubacion de los huevos y en la calidad de la progenie.
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Capitulo 2. Antecedentes

Los octopodos constituyen un grupo muy importante para el ambiente marino, por ser
uno de los principales depredadores en el ecosistema (Jereb et al., 2014). Al igual que
muchas especies, el pulpo es un recurso econémico importante en el pais y su abasto es

insuficiente por parte de la industria pesquera (SAGARPA, 2008).

Los estudios con octépodos son escasos (Jereb et al., 2014) y en particular sobre el pulpo
O. bimaculoides, pero es reconocida como una especie con potencial para cultivo, ya que
como se ha mencionado anteriormente, tiene desarrollo directo lo que significa que
eclosiona como juvenil totalmente desarrollado, lo que podria facilitar su cultivo (Uriarte

et al., 2011), a diferencia de las especies que tienen etapa de paralarva.

Existen pocos estudios relacionados con el pulpo O. bimaculoides y la informacién sobre
el efecto de la temperatura en el contenido total de lipidos y en la composicion de acidos
grasos en la etapa de incubacion, es mas escasa. En este sentido, Forsythe y Hanlon
(1988) evaluaron la temperatura de 18° y 23°C sobre el crecimiento, la reproduccion y la
longevidad de O. bimaculoides, sus resultados muestran que en ambos sexos, los
procesos de reproduccion se aceleraron cuando la temperatura del agua fue de 23°C.
También observaron que en ambas temperaturas, las hembras tuvieron un mayor peso
en comparacion con los machos y éstos crecieron mas en talla (longitud del manto) y

maduraron antes que las hembras.

La preferencia térmica, tolerancia y tasa de consumo de oxigeno fueron evaluadas por
Noyola et al. (2013a) en pulpos juveniles de O. maya aclimatados a 18, 22, 26 y 30°C por
20 dias. Los resultados indican que existe una relacién directa entre la temperatura
preferida y la de aclimatacion, con un preferendum final de 23.4°C. En la evaluacion de
la tolerancia térmica, las temperaturas criticas maximas (TCMax) y minimas (TCMin), se
incrementaron conforme aumento la temperatura de aclimatacion, de 31.8 a 36.5°C y de
11.6 a 19.0°C respectivamente. Los autores definieron los puntos finales para evaluar
estas respuestas como la liberacién de tinta para el TCMax y el enroscamiento de los
brazos para el TCMin. La tasa de consumo de oxigeno aumentd significativamente

conforme la temperatura de aclimatacién se incremento.
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Noyola et al. (2013b), evaluaron el efecto de la temperatura (18, 22, 26 y 30°C) sobre el
balance energético y la composicion de acidos grasos de juveniles tempranos (1 dia
después de la eclosion) de O. maya, con el fin de conocer los mecanismos fisiolégicos
relacionados con la adaptacion a temperaturas relativamente bajas para la peninsula de
Yucatan. Los autores observaron que las temperaturas entre 18 y 22°C favorecen el
crecimiento, probablemente por diversos factores, como la reduccion del metabolismo
basal y consecuentemente una disminucion en su actividad en general. La conclusién de
este trabajo fue que los organismos tenian méas tiempo para la digestioén de los alimentos
y como consecuencia una mejor utilizacion de los nutrientes, principalmente acidos

grasos.

O. pallidus es otra especie de pulpo en la que se ha estudiado la influencia de la
temperatura (14 y 18°C) sobre el crecimiento de los juveniles y en general sobre la
fisiologia digestiva (consumo de alimento y conversion alimenticia) (André et al., 2008).
Sus resultados indicaron que la temperatura no tuvo un efecto en la conversion
alimenticia ni en la tasa de crecimiento. Los autores concluyeron que la interaccion entre
la temperatura y el crecimiento es compleja, por lo que es necesario seguir investigando
los efectos de la temperatura para comprender el crecimiento de los cefal6podos en

etapas tempranas.

En relacion con el efecto de la temperatura sobre la composicion bioquimica de los
pulpos, no existe mucha informacién, sin embargo, Navarro y Villanueva (2000)
estudiaron en condiciones de cultivo, los requerimientos nutricionales de Sepia officinalis,
Loligo vulgaris y Octopus vulgaris en las etapas de paralarva y juveniles, asi como la
composicién lipidica del alimento (crustaceos). De igual manera describieron la
composicion lipidica y de acidos grasos de las paralarvas de O. vulgaris alimentadas con
Artemia enriquecida y con una combinacién de Artemia enriquecida y una dieta
formulada. Los autores concluyeron que las paralarvas y juveniles de cefalépodos
requieren una dieta rica en acidos grasos poliinsaturados, fosfolipidos y colesterol y un
contenido moderado de lipidos neutros. Las paralarvas cultivadas hasta el dia 30
después de la eclosion, tuvieron contenidos bajos de PUFA’s, comparados con las recién
eclosionadas. Navarro y Villanueva (2000) recomiendan alimentar a O. vulgaris con

Artemia enriquecida con PUFA’s junto con pellets formulados.
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En un trabajo reciente, Lecuanda-Ontiveros (2014) evalud la preferencia térmica y la
composicion lipidica de Octopus bimaculoides en dos estadios de su ciclo de vida. La
temperatura preferida para los adultos fue de 16.7+1.2°C (con diferencias entre los sexos,
ya que las hembras prefirieron una temperatura de 17.8°C en comparacion con los
machos que prefirieron16°C) y la de los juveniles recién eclosionados fue de 16.0+1.5°C.
Respecto al contenido de lipidos totales se obtuvo un valor de 9.0% en los juveniles
recién eclosionados y en los expuestos al gradiente térmico durante 4 horas. La
informacion sobre el efecto de la temperatura en esta especie es escasa, por lo que es
importante continuar con este tipo de estudios en O. bimaculoides para identificar los

ajustes lipidicos a los cambios térmicos.

La tolerancia térmica de los organismos se utiliza como un indicador de su capacidad
para adaptarse a condiciones de estrés térmico (Paladino et al., 1980), en la presente
investigacion, se propone el uso de este indicador para conocer el efecto de diferentes
temperaturas de incubacion sobre la condicion de los juveniles de pulpo recién

eclosionados.

Es importante evaluar el efecto de la temperatura de incubacion sobre la tolerancia
térmica y la composicion de acidos grasos en etapas tempranas de O. bimaculoides, ya
gue este factor influye directamente sobre la mayoria de los procesos bioldgicos (Leporati
et al., 2008) y desde el punto de vista del conocimiento aplicado, esta informacion podria
utilizarse para el desarrollo de un cultivo experimental, considerando que este pulpo es

un recurso con potencial y que existe interés en su cultivo.
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Capitulo 3. Hipotesis

- Los juveniles de pulpo O. bimaculoides recién eclosionados de huevos incubados a

16°C tendran una menor tolerancia térmica que los organismos de 18 y 20°C.

- Los juveniles de pulpo O. bimaculoides recién eclosionados de huevos incubados a

bajas temperaturas tendran un mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las temperaturas de incubacion de los huevos de Octopus
bimaculoides, sobre la tolerancia térmica y la composicion de &cidos grasos de los

juveniles recién eclosionados.
4.2 Objetivos especificos

Evaluar la tolerancia térmica de los juveniles recién eclosionados de los huevos de O.
bimaculoides incubados a 16,18 y 20°C, mediante la prueba de estrés térmico

ascendente.

Evaluar el efecto de la temperatura de incubacion de los huevos sobre el peso de los

juveniles recién eclosionados.

Evaluar el efecto de la temperatura de incubacién de los huevos sobre la composicion de

acidos grasos de los juveniles recién eclosionados.
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Capitulo 5. Materiales y Métodos

5.1 Recolecta de organismos

Los pulpos fueron recolectados en Bahia Falsa, en la zona ostricola localizada en
30°27'12.42" latitud norte y 116° 0'21.44" longitud oeste en el poblado de San Quintin, al

sur de Ensenada, Baja California (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion del sitio de recolecta de los organismos O. bimaculoides en la Bahia de San
Quintin, Baja California, México. Recuperado de https://maps.google.com.mx

Se capturaron 16 pulpos de la especie O. bimaculoides (7 machos y 9 hembras), los
cuales se localizaron en la zona intermareal, sobre un sustrato lodoso, la captura se
realiz6 manualmente y los organismos se colocaron en recipientes plasticos de 20 litros,
a los cuales se les realizaron recambios de agua para mantener una buena calidad de la

misma y controlar las variaciones de temperatura.
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Para el transporte de los organismos al Departamento de Acuicultura del CICESE, los
pulpos se colocaron en refugios individuales hechos con tubos de ABS de 15.2x20 cm
(diametro y longitud respectivamente), rodeados con malla sardinera, la cual fue cerrada
con hilo de polietileno en un extremo y posteriormente fueron colocados dentro de bolsas

de plastico con agua de mar y oxigeno a saturacién dentro de una hielera.

5.2 Mantenimiento de Reproductores de Pulpo

Una vez en el laboratorio, los pulpos se colocaron de manera individual en tanques de
500 | con recirculacién de aguay sin control de temperatura. Las hembras de pulpo tenian
un peso humedo promedio de 76.8+19.59 g y los machos de 115.1 + 41.8 g. El sistema
de mantenimiento y cultivo consté de 14 tanques con capacidad de 500 |, los cuales
fueron distribuidos en dos grupos y conectados individualmente a dos biofiltros operados
por dos bombas de tipo Air-lift (impulsores aire-agua) con las cuales se distribuyé el agua
a cada uno de los tanques. El suministro de oxigeno se proporcioné mediante aireacion
constante con difusores de aire. En cada uno de los tanques se registraron diariamente
la concentracién de oxigeno disuelto (mg-I?), salinidad (ups) y temperatura (°C), los
cuales oscilaron entre 8.18+0.03 mg-It, 35.33+0.03 ups y 17.52 + 0.14°C,
respectivamente, para tal fin se utiliz6 un medidor multiparametro YSI modelo 85.
Semanalmente se evalu6 la concentracibn de compuestos nitrogenados con un
colorimetro HACH modelo DR/890, los cuales tuvieron valores para amoniaco de
0.12+0.016 mg-I%, nitritos 0.03+0.005 mg-I't y nitratos 30.93+1.35mg-I. La limpieza de
los tanques de experimentacion y la alimentacion de los pulpos se realizé cada 2 o 3 dias,
lo que dependia del consumo de alimento por parte del organismo. La alimentacion fue

a base de mejillones frescos, los cuales se agregaron ad libitum.

Diariamente se revisaron los organismos para observar si alguna de las hembras iniciaba
con la puesta e incubacién de los huevos, con el fin de trasladarla a los tanques de
incubacion ubicados en el laboratorio hiumedo del Departamento de Acuicultura. El
tiempo de mantenimiento de los reproductores, desde su llegada al laboratorio, hasta que

iniciaron la puesta de los huevos fue de alrededor de 5 dias.
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En experiencias previas en el manejo de estos organismos en el Departamento de
Acuicultura del CICESE, se ha observado que el periodo de ovoposicion en las hembras

de pulpo tiene una duracién de cuatro a cinco dias.

5.3 Incubacién

Una vez que los organismos terminaron de colocar los huevos, las cuatro hembras dentro
del refugio con las puestas, se trasladaron al interior del laboratorio himedo del
Departamento y se ubicaron aleatoriamente en cuatro tanques circulares de fibra de
vidrio de 400 I; durante el proceso del incremento de temperatura para fijar las
condiciones de aclimatacion, una de las hembras murid, por lo que este estudio se realizé

con una hembra en cada una de las temperaturas de incubacion.

Las hembras con sus huevos se mantuvieron de manera independiente en cada una de
las temperaturas (16, 18 y 20°C). La temperatura de 20°C se controld con un calentador
de titanio de 1000 W conectado a una caja de control, en el caso de la condicion de 16°C,
se utilizé un enfriador (Aqualogic Delta Star modelo DS-4) y la temperatura de 18°C se
mantuvo con el sistema de enfriamiento del laboratorio himedo. La aireacion se mantuvo
constante por medio de piedras difusoras conectadas al sistema general que abastece

de aire al laboratorio humedo del Departamento.

El criterio para elegir las temperaturas de aclimatacion fue con base en un estudio previo
sobre la temperatura preferida de los organismos realizado por Lecuanda-Ontiveros
(2014), asi como por la temperatura en la cual se encontraban los organismos al

momento de la recolecta en el campo, que fue en promedio de 19.8+ 0.94°C.

Los refugios se revisaron de 8 a 10 dias después de la eclosion, se contaron todos los
huevos eclosionados y aquellos en donde se detuvo el desarrollo con el objetivo de

estimar el tamafio de la puesta.

El alimento proporcionado a las hembras que se encontraban incubando los huevos
consistio de mejillon fresco, aunque en la literatura se menciona que las hembras dejan

de consumir alimento, las experiencias en el mantenimiento de estos organismos en el
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Departamento de Acuicultura, indica lo contrario, ya que se ha observado que las

hembras si se alimentan durante esta etapa (comentario personal Dra. Hernandez).

Diariamente se limpiaron los tanques para remover el alimento remanente, asi como las
conchas de mejillon. Ademas se efectuaron recambios de agua del 15% y se midieron
los mismos parametros fisicoquimicos que fueron mencionados en el apartado de
mantenimiento de los reproductores y semanalmente se mididé la concentracion de

nitrdgeno amoniacal (NHs-N), nitritos y nitratos (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua durante el tiempo de incubacién de los huevos de O.
bimaculoides. Promedio + desviacién estandar.

Temperatura Oxigeno ] o .
) . ] o Amoniaco Nitritos Nitratos
de incubacion disuelto Salinidad (ups)
. (mg-I) (mg-I) (mg-I)
4 (mg-I)
16.35+0.37 8.10+0.17 33.41+0.26 0.14 + 0.09 0.23+0.30 19.1+6.40
18.06 + 1.15 7.77£0.14 33.70+£0.32 0.24 £ 0.08 0.17+£0.16 13.3+3.90
20.20+£0.12 7.29+0.13 33.84+£0.33 0.32+0.15 0.25+0.16 15.3+5.90

5.4 Toleranciatérmicaen juveniles recién eclosionados evaluada con

la Temperatura Critica Maxima (TCMax)

Para conocer el efecto de la temperatura de incubacién sobre la tolerancia de los
juveniles de pulpo recién eclosionados, se utilizd el método dinamico, el cual consiste en
incrementar o disminuir la temperatura del agua a una tasa constante hasta observar una
respuesta caracteristica que indica el punto final o subletal, que ha sido descrita como la
temperatura critica maxima. En este trabajo se consideraron los criterios establecidos por
Higgins et al. (2012) y Noyola et al. (2013a).

Se realizaron 15 bioensayos por tratamiento, donde los organismos recién eclosionados
se colocaron de manera individual dentro de un recipiente plastico transparente, el cual
a su vez fue colocado dentro de un acuario con un volumen de agua de 24 litros, a la

temperatura de incubacion correspondiente (16,18 y 20°C). El acuario contaba con un
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calentador de titanio de 1000 W sujeto a una piedra de aireacion para difundir
homogéneamente el calor, antes de iniciar el experimento. El juvenil se mantuvo 10
minutos hasta que detuvo su actividad natatoria, posteriormente se incrementd la
temperatura del agua a una tasa constante promedio de 1.0+0.02°C-min hasta observar
la serie de conductas asociadas al estrés térmico ascendente. Los comportamientos que
se caracterizaron fueron el enroscamiento de brazos, cambio de color, espasmos
musculares (contraccidbn muscular repentina) y la pérdida del equilibrio, esta ultima
respuesta fue definida por Cowles y Bogert (1944) como “el punto térmico en donde la
actividad locomotora se desorganiza y el animal pierde la habilidad de escapar de las
condiciones que lo llevaran rapidamente a la muerte”, este comportamiento ha sido

utilizado para caracterizar a la TCMax (Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

Una vez concluido el bioensayo, cada organismo se colocé dentro de un refugio individual
(elaborado con tubo ABS de 15.2 cm de didmetro) y se transfirio inmediatamente al
tanque con la temperatura de incubacion correspondiente, para evaluar la supervivencia

después de 48 horas.

5.5 Peso humedo (PH), peso seco total (PST) y peso organico (PO) de

juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides

El peso hiumedo se midié a partir de una muestra de 30 organismos por temperatura de
incubacion (16,18 y 20°C), a los cuales se les quito el exceso de agua sobre papel
secante, se colocaron individualmente en una navecilla previamente pesada, para
posteriormente cuantificar el peso en una balanza analitica (marca AND modelo ER-
182A).

El peso seco total se obtuvo utilizando cajas de aluminio previamente prequemadas a
490°C y pesadas, en las cuales se colocaron los pulpos. Estas cajas se introdujeron en
una estufa (marca Thermolyne modelo Oven series 9000) a 70°C hasta obtener el peso
seco constante en una balanza analitica (marca AND modelo ER-182A).
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Una vez obtenido el peso seco, las muestras fueron incineradas a 490°C durante 12
horas, posteriormente se pesaron para cuantificar el contenido de cenizas. El peso seco
organico de la muestra se obtuvo por diferencia entre el peso seco total y el peso de las

cenizas.

5.6 Analisis de acidos grasos

El andlisis de los acidos grasos fue realizado con 12 juveniles recién eclosionados para
cada temperatura de incubacion. Las muestras fueron liofilizadas por 24 horas en un
equipo marca Virtis modelo freezemobile 12EL, en el Laboratorio de Nutricion y Fisiologia

del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la UABC.

Para la extraccion de los &cidos grasos se utilizé la metodologia de esterificacion directa
propuesta por Sato y Murata (1988) utilizando las muestras liofilizadas y pesadas
previamente. Se sometieron a metandlisis (derivatizacion) adicionando 2.5 ml de HCI:
CHs OH durante 2.5 horas en bafio maria a 85°C. Se utilizaron 3 ml de hexano grado
HPLC para la extraccion de los &cidos grasos metil esterificados. Posteriormente, los
extractos de hexano que contenia los acidos grasos se colocaron en viales, se secaron
con nitrégeno gaseoso, se sellaron con tapa de teflon y se almacenaron a -20°C, para su

posterior analisis.

Los extractos de acidos grasos fueron resuspendidos en 0.5 ml con hexano grado HPLC,
para su analisis en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas del Centro de

Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), en La Paz, Baja California Sur.

El anadlisis de los &cidos grasos se realizé por medio de cromatografia de gases/
espectrometria de masas, utilizando un Cromatégrafo de Gases Espectrometro de masas
GCD 1800B. En el equipo se inyectd 1ul de muestra y se utilizé helio de alta pureza como
gas transportador en una columna de silica de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro

interno y 0.25 pm de espesor de pelicula (Omegawax 250).

La identificacion de los acidos grasos de las muestras se realizé mediante la comparacion

entre los tiempos de retencion (TR) de los picos en los cromatogramas con los TR de los
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picos de un patron de una mezcla comercial de 37 estandares metil esterificados
(Supelco 47885-U). De igual manera, la identificacion de los acidos grasos para las
muestras se corrobord a través de los espectros de masas caracteristicos para cada

grupo de acidos grasos.

Para la cuantificacion de los acidos grasos en las muestras se integro el area bajo la
curva de los cromatogramas con el software Wsearch32. Los valores integrados se
interpolaron con la curva de calibracidbn que anteriormente se habia realizado, para

obtener las concentraciones en pgemL.

5.7 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov para el analisis de normalidad y para
analizar la homogeneidad de varianzas de los datos se utilizo la prueba de Levene’s.
Para analizar los valores de peso humedo, peso seco total, peso organico, las
temperaturas donde se observaron las respuestas de estrés térmico de los juveniles
recién eclosionados y los valores de acidos grasos, se realizaron analisis de varianza de
una via (ANOVA).

En los casos donde se encontraron diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos se aplicé una prueba a posteriori de Tukey. Todos los analisis se trabajaron

con un nivel de significancia de 0.05.

Se utilizé el programa estadistico Statistica 7, para el analisis de los datos y para elaborar

las gréficas.
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Capitulo 6. Resultados

El tamafio de la puesta (nimero de huevos) de cada hembra, asi como el tiempo de
incubacion de los huevos en las tres temperaturas (T16, T18 y T20°C) se muestran en la
tabla 2.

De las cinco hembras de pulpo que fueron recolectadas, solamente cuatro desovaron, de
las cuales se utilizaron tres para el presente estudio. La primera hembra murié debido a
gue hubo un incremento en la temperatura del agua debido a la falla en el controlador de
temperatura, esta hembra colocé 36 huevos al dia 10 de iniciada la puesta y contenia
108 huevos en el ovario, lo que da un total de 144 huevos. De las hembras utilizadas
para el presente estudio, el mayor numero de huevos (377), se registré en la hembra
mantenida en la temperatura de 20°C y con un menor tiempo de incubacién (65 dias),
mientras que la hembra de la temperatura de 16°C fue la que puso el menor nimero de
huevos (149), con un tiempo de incubacion mayor, de 108 dias.

Después de 8-10 dias de iniciada la eclosion de los juveniles de pulpo en las tres
temperaturas de incubacion, se revisaron los refugios para cuantificar el niumero de
huevos no desarrollados, de los cuales la hembra que se mantuvo a 18°C tuvo el mayor
numero (25), mientras que la hembra de 20°C tenia cinco huevos y a 16°C solamente en

dos huevos se detuvo el desarrollo.

Tabla 2. Tiempo de incubacion de huevos de O. bimaculoides y tamafio de puesta (hiumero de
huevos) a las diferentes temperaturas de incubacion: T16, T18 y T20°C.

Temperatura de Tiempo de incubacién Tamafio de la puesta
Incubacién (°C) (dias) (NUmero de huevos)
T16 108 149
T18 97 302

T20 65 377
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6.1 Toleranciatérmica en juveniles recién eclosionados

6.1.1 Comportamiento durante el ensayo de temperatura critica maxima

Durante los experimentos de tolerancia térmica, los organismos tuvieron una serie de
comportamientos, de los cuales destacan el enroscamiento de los brazos (EB), cambio
de color (CC), espasmos musculares (EM) y como punto final la pérdida de equilibrio
(PE).

La primera conducta que se observé en respuesta al incremento de la temperatura fue el
enroscamiento de brazos (EB), el cual se presentd en el 93.33% de los organismos. La
temperatura promedio en la cual se observé este comportamiento para los organismos
aclimatados a 16°C fue de 24.7°C (Figura 3). Este valor fue significativamente diferente
(p<0.05) del obtenido en los pulpos aclimatados a 18 y 20°C, que fue de 27.2°C, sin

diferencias significativas entre estos tratamientos (p>0.05).

El segundo comportamiento que se observo fue el cambio de color (CC) y se registré en
el 80% de los pulpos expuestos al estrés térmico ascendente, a una temperatura
promedio de 27.7°C, sin diferencias significativas (p>0.05) entre los organismos
incubados a 16,18 y 20°C (Figura 3).

Los espasmos musculares (EM) se observaron en el 80% de los juveniles de pulpo; los
valores muestran diferencias significativas (p<0.05) entre las tres temperaturas de
incubaciéon. En los organismos incubados a 16°C, los EM se observaron a una
temperatura de 28.75°C, mientras que en los pulpos de 18 y 20°C, este comportamiento

se observo en 29.95°C y 31.23°C respectivamente (Figura 3).
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El ultimo comportamiento que se observo y que se tom6é como la respuesta que
caracteriza a la TCMax de los juveniles del pulpo O. bimaculoides, fue la pérdida de
equilibrio (PE); los valores muestran diferencias significativas (p<0.05) entre las tres
temperaturas de incubacion. La mayor tolerancia la tuvieron los organismos incubados a
20°C, ya que mostraron la PE a los 31.89+0.10°C, mientras que los pulpos de 18°C y
16°C presentaron este comportamiento a 30.73+0.10°C y 29.69+0.10°C respectivamente
(Figura 3).

Comportamiento durante la prueba de tolerancia térmica

a
32.00
a
b
I
mT16 =T18 =T20 b
30.00 I ¢
o()\ C
g
o a
S a
£ 28.00 I
[}
o
E ‘|r
[}
[t
26.00 b
24.00 ﬁ
EB cc EM PE

Respuestas de comportamiento

Figura 3. Comportamiento de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides incubados a tres
temperaturas (T16, T18 y T20°C) durante los ensayo de tolerancia térmica. Promedio * error
estandar. Letras diferentes, encima de las barras indican diferencias significativas. EB:
enroscamiento de brazos, CC: cambio de color, EM: espasmos musculares, PE: pérdida de
equilibrio.

La TCMax de los juveniles de pulpo incubados a las tres temperaturas esta separada, en
promedio, solamente por 1°C, lo que indica que por cada dos grados de incremento en
la temperatura de aclimataciéon hay un aumento de 1°C en la tolerancia térmica. Las
diferencias térmicas entre la temperatura de incubacion y el valor de la TCMax son
significativamente diferentes (p<0.05), los juveniles recién eclosionados e incubados a
16°C toleraron un mayor incremento de temperatura (13.7+£0.10°C), mientras que en los
de 18 y 20°C fue de 12.7+0.09°C y 11.9+0.09°C respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Tolerancia al incremento de temperatura de juveniles recién eclosionados de O.
bimaculoides incubados a tres temperaturas (T16, T18 y T20°C). Promedio + error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas.

6.2 Peso humedo (PH), peso seco total (PST) y peso organico (PO)

de los juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides

El peso humedo (PH) de los juveniles recién eclosionados provenientes de huevos que
fueron incubados a tres temperaturas mostrd diferencias significativas (p<0.001). En la
temperatura de 16°C se observo el menor PH (52.2+0.53 mg), el mayor peso se obtuvo
en la temperatura de 18°C (74.9+0.90 mg), mientras que a 20°C fue de 70.7+0.74 mg
(Figura 5).
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Figura 5. Peso humedo de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides incubados a tres
temperaturas (T16, T18 y T20 °C). Promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas.

En la Figura 6 se muestra el peso seco total de juveniles recién eclosionados de O.
bimaculoides que fueron incubados a 16, 18 y 20°C. El menor PST promedio se obtuvo
en la temperatura de 16°C, con 8.52+0.23 mg (p<0.05), mientras que en 18 y 20°C, el
PST fue similar (11.06+0.62 y 11.90+0.41 mg, respectivamente, p>0.05).
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Figura 6. Peso seco total (mg) de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides incubados a
tres temperaturas (T16, T18 y T20 °C). Promedio + error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas.

En la Figura 7 se muestra el peso organico (PO) de juveniles recién eclosionados de O.
bimaculoides que fueron incubados a 16, 18 y 20°C. El peso organico promedio fue
menor en los organismos incubados a 16°C, con 7.70+£0.20 mg (p<0.05), mientras que
en las temperaturas de 18 y 20°C el PO fue similar (10.06+0.56 y 10.79+0.39 mg

respectivamente, p>0.05).
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Figura 7. Peso organico (mg) de juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides incubados a tres

temperaturas (T16, T18 y T20 °C). Promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas.

6.3 Composicion de acidos grasos en juveniles de O. bimaculoides

En la tabla 3 se muestra el perfil y la concentracidén (porcentaje total) de los &cidos grasos
identificados en los juveniles recién eclosionados de O. bimaculoides para las tres
temperaturas de incubacion 16°C (T16), 18°C (T18) y 20°C (T20). Se presentan
individualmente, asi como en grupos, divididos en &cidos grasos saturados (AGS),

monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI).

La concentracion de AGS, AGMI y AGPI en las tres temperaturas (T16, T18 y T20) no

fueron estadisticamente diferentes (p>0.05) (Tabla 3).

La concentracion de acido linoleico (18:2n6) fue menor en los organismos incubados a
16°C con un valor de 0.49% (p<0.05), con respecto a los tratamientos de 18 y 20°C, los

cuales tuvieron valores similares, de 0.58% y 0.60% respectivamente.
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El porcentaje del acido docosahexaenoico (DHA, 22:6n3) fue mayor en T16 (21.87%)
(p<0.05) que en las otras dos temperaturas, T18 y T20, que tuvieron concentraciones

similares, 18.86% y 18.56% respectivamente (Tabla 3).

El contenido del &cido eicosapentaenico (EPA, 20:5n3) de los juveniles recién
eclosionados fue mayor en la temperatura de T18°C (17.60%) que en la de T20°C
(16.83%) (p<0.05). El contenido del tratamiento T16°C (17.46%) no tuvo diferencias
significativas con respecto a los juveniles de los tratamientos T18 y T20 (Tabla 3).

La concentracion del &cido araquidonico (ARA, 20:4n6) de los pulpos de los tratamientos
T20 (7.85%) y T18 (7.74%) fue similar, pero mayor que los de la temperatura de 16°C
(6.34%) (p<0.05) (Tabla 3).

La relacion DHA/EPA fluctu6 en 1.07 y 1.25; mientras que la relacion EPA/ARA estuvo
en un intervalo de 2.14 a 2.75 en los organismos recién eclosionados e incubados a las

tres temperaturas (Tabla 3).
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Tabla 3. Composicion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos grasos) de juveniles de O.
bimaculoides a las tres temperaturas de incubacién 16°C (T16), 18°C (T18) y 20°C (T20). Error
estandar entre paréntesis. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos
(ANOVA). AGS: Acidos grasos saturados, AGMI: Acidos grasos monoinsaturados, AGPI: Acidos
grasos polinsaturados, DHA: Acido docosahexaenoico EPA: Acido eicosapentaenoico ARA: Acido

araquidénico.

Acido graso T16 T18 T20
%
C12:0 0.02 (0.00) 0.01 (0.00) 0.03 (0.02)
C14:0 1.06 (0.04) 1.21 (0.08) 1.39 (0.07)
C15:0 0.20 (0.01) 0.21 (0.01) 0.24 (0.01)
C16:0 16.5 (0.26) 16.00 (0.20) 15.22 (0.16)
C16:1n11 0.72 (0.01) 0.62 (0.01) 0.60 (0.01)
C16:1n9 0.32 (0.00) 0.25 (0.01) 0.25 (0.01)
C16:1n7 0.33 (0.01) 0.31 (0.02) 0.31 (0.02)
C16:1n5 0.24 (0.07) 0.15 (0.02) 0.21 (0.02)
aiC16:0 0.17 (0.00) 0.15 (0.00) 0.19 (0.01)
C17:0 1.4 (0.02) 1.47 (0.01) 1.31 (0.01)
C17:1n7 0.26 (0.02) 0.27 (0.02) 0.25 (0.01)
C18:0 9.38 (0.14) 9.19 (0.05) 9.28 (0.17)
c18:1n11 1.86 (0.04) 1.89 (0.03) 2.02 (0.03)
C18:1n9c+t 2.01(0.02) 1.90 (0.03) 2.01 (0.15)
C18:1n7 1.55 (0.02) 1.45 (0.04) 1.70 (0.05)
C18:1n5 0.43 (0.01) 0.41 (0.01) 0.46 (0.01)
C18:2n6 0.49 (0.02) b 0.58 (0.02) a 0.60 (0.03) a
C19:0 0.14 (0.01) 0.19 (0.01) 0.19 (0.01)
C20:0 0.36 (0.04) 0.50 (0.04) 0.57 (0.05)
C20:1n11 1.28 (0.09) 1.40 (0.10) 1.59 (0.10)
C20:1n9 4.36 (0.07) 4.42 (0.04) 4.08 (0.07)
C20:1n7 0.43 (0.08) 0.54 (0.06) 1.19 (0.26)
C20:2n6 1.34 (0.20) 1.42 (0.19) 0.57 (0.04)
C20:2n3 0.37 (0.06) 0.78 (0.17) 1.29 (0.06)
C20:4n6 6.34 (0.18) b 7.74(0.18) a 7.85(0.23) a
C20:4n3 1.46 (0.19) 1.35 (0.11) 1.80 (0.27)
C20:5n3 17.46 (0.22) ab 17.60 (0.16) a 16.83 (0.16) b
C22:0 0.26 (0.00) 0.26 (0.00) 0.32 (0.01)
C22:1n11 2.56 (0.02) 2.58 (0.03) 2.41 (0.04)
C22:1n9 0.3 (0.01) 0.22 (0.00) 0.27 (0.01)
C22:2n6¢c 0.27 (0.01) 0.4 (0.01) 0.41 (0.01)
C22:2n6t 0.21 (0.01) 0.21 (0.01) 0.30 (0.01)
C22:4n6 0.71 (0.05) 1.29 (0.04) 1.06 (0.03)
C22:5n6 0.48 (0.05) 0.40 (0.01) 0.46 (0.02)
C22:5n3 1.92 (0.03) 2.99 (0.03) 2.95 (0.04)
C22:6n3 21.87(0.22) b 18.86 (0.20) a 18.56 (0.18) a
C24:1n9 1.05 (0.06) 1.02 (0.06) 1.23 (0.05)
2 AGS 29.49 a 29.20 a 28.74 a
2 AGMI 17.71 a 1743 a 18.58 a
2 AGPI 52.93 a 53.62 a 52.68 a
DHA/EPA 1.25 1.07 1.10
EPA/ARA 2.75 2.27 2.14
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Capitulo 7. Discusidén

Los estudios del efecto de la temperatura sobre la incubacion de huevos de cefalépodos
y en especial sobre el pulpo O. bimaculoides son escasos. En el presente trabajo se
evaluaron tres temperaturas de incubacién (16, 18 y 20°C) sobre la tolerancia térmica y
el contenido de &cidos grasos de juveniles recién eclosionados.

El tiempo de incubacién de los huevos esta ligado con la temperatura en la cual se
mantuvo la puesta, dado que conforme aumenta la temperatura, los dias de incubacion
disminuyen (Boletzky, 1989). En este trabajo, los huevos de O. bimaculoides que fueron
incubados a 16°C tuvieron un periodo de desarrollo de 108 dias, en comparacién con los
gue se mantuvieron a 18°C (97 dias) y 20°C (65 dias), lo que se debe a que la
temperatura tiene una relacion inversa en la duracion del desarrollo embrionario de los
cefalépodos (Caveriviere et al., 1999; Uriarte et al., 2012), dado que la utilizacién de las

reservas vitelinas es mas lenta a temperaturas menores (Boletzky, 1994).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una tendencia similar a la observada
para la duracion del desarrollo embrionario de O. vulgaris, que tiene una clara relacion
inversa con la temperatura, dado que a 27°C la duracion del desarrollo tuvo una duracion
entre 15y 42 dias, mientras que a 17°C la duracién estuvo en el intervalo de 80 a 87 dias
(Caveriviéere et al., 1999). De igual manera, en O. mimus, la duracion del desarrollo
embrionario y la cantidad de vitelo disminuyeron conforme aumenté la temperatura
(Uriarte et al., 2012).

En el pulpo O. maya, una especie que tiene desarrollo directo, como O. bimaculoides, se
ha documentado que a mayores temperaturas de incubacion el desarrollo se acelera; sin
embargo, por encima de 26°C, al momento de la eclosion, los organismos tuvieron pesos
menores, una mayor cantidad de vitelo remanente, asi como una disminucion de la tasa
metabdlica, lo cual indico que esta temperatura afecto fisiologicamente el desarrollo del
embrién, produciendo una eclosion prematura (Caamal-Monsreal et al., 2016). En los
huevos de O. bimaculoides incubados a 16°C, se observo una eclosion prematura y
algunos pulpos con vitelo remanente, es posible que durante la revision de la puesta en

las ultimas semanas de incubacion, los embriones que aun se encontraban dentro de los
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huevos, percibieron el movimiento del refugio y este estimulo propicio la contraccion del

organismo y el rompimiento del huevo.

La temperatura no solo afecta los procesos bioldgicos como los descritos anteriormente,
también influye en la tolerancia de los organismos. En este sentido, se observé en los
juveniles de O. bimaculoides que conforme la temperatura se increment6 en el ensayo
de tolerancia térmica, los organismos mostraron una serie de conductas, como el
enroscamiento de brazos, cambio de color, espasmos musculares y pérdida de equilibrio.
Estos comportamientos fueron similares a los documentados para las paralarvas de O.
huttoni, los cuales presentaron espasmos y cambio de color y de igual manera perdieron
la habilidad de nadar a temperaturas de 27.8+0.2°C (Higgins et al., 2012).

En los juveniles de O. maya, Noyola et al. (2013a) describieron respuestas similares
conforme se incremento la temperatura, de las cuales eligieron como limite de tolerancia
térmica el momento en que los organismos expulsaron tinta. En contraste, en O.
bimaculoides, se definié la pérdida de equilibrio como el limite de la tolerancia, ya que
esta especie no expulso tinta durante los experimentos de estrés térmico ascendente.
Probablemente la liberacion de tinta que reportaron Noyola et al. (2013a) se presentd
cuando el organismo se relajé totalmente porque ya estaba muerto. En el presente
estudio con O. bimaculoides, se realizaron varios ensayos previos, con la intencion de
caracterizar las respuestas de comportamiento, algunos organismos se expusieron a
temperaturas superiores al momento en el que se observé la PE y no se presento la
liberacidon de tinta. Ademas, para caracterizar la respuesta del TCMax en O.
bimaculoides, se sigui6 el criterio de Beitinger y Bennet (2000), que hace mencion del
punto térmico, en donde la actividad locomotora se desorganiza y los pulpos pierden la

habilidad de escapar de las condiciones que los llevaran rapidamente a la muerte.

Los resultados del presente trabajo y los reportados por diversos autores, han
demostraron que la TCMax es especie especifica y que depende de la temperatura de
aclimatacién; sin embargo, la serie de comportamientos que se desencadenan por el
incremento de la temperatura, es similar entre los organismos (Lutterschmidt y Hutchison,
1997).
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Los valores de temperatura donde se observo la PE y que caracteriza la TCMax de los
juveniles recién eclosionados de Octopus bimaculoides, estuvo en el intervalo de 29.7°C
a 31.9°C y estan separadas en promedio 1°C entre las tres temperaturas de incubacion.
La diferencia entre el valor de la TCMax y la temperatura de incubacion de los
organismos, mostré que los juveniles recién eclosionados e incubados a 16°C toleraron
un mayor incremento de temperatura (13.7£0.10°C), mientras que en 18 y 20°C fue de
12.7+0.09°C y 11.9+0.09°C respectivamente. Esta respuesta podria deberse a que los
organismos mantenidos a bajas temperaturas tendrian un mayor margen de tolerancia
térmica, lo cual en este caso en particular, pudiera conferir una ventaja para ocupar otros
nichos térmicos. Sin embargo, hace falta complementar con estudios sobre el

desempefio bioldgico de esta especie.

En los juveniles de O. maya aclimatados a 18, 22, 26 y 30°C, la TCMax caracterizada
como la liberacion de tinta, se observo a 31.8, 32.7, 34.8 y 36.5°C respectivamente
(Noyola et al., 2013a). Analizando estos datos, se observa que la diferencia entre los
valores de TCMax fue de 0.9 a 2.1°C, destacando que los organismos aclimatados a
30°C mostraron una mayor tolerancia. Las diferencias entre la TCMax y la temperatura
de aclimatacion de O. maya, mostraron un patron similar al de O. bimaculoides, es decir,

la diferencia es mas pequefias conforme aumenta la temperatura de aclimatacion.

Los juveniles de O. bimaculoides incubados a 18°C presentaron el mayor peso humedo
(74.9+£0.90 mg). Una tendencia similar fue observada por Caamal-Monsreal et al. (2016),
guienes mencionan que el peso humedo de O. maya, incubados a diferentes
temperaturas (18, 22, 26 y 30°C) fue mayor en los pulpos mantenidos a 22°C, mientras
gue los organismos de 30°C presentaron el peso mas bajo; los autores mencionan que
esta temperatura puede causar modificaciones fisiolégicas en el desarrollo de los
embriones, como organismos con mayor contenido de vitelo y una tasa metabdlica baja,

lo cual ocasiona eclosiones prematuras.

Con respecto al peso seco total y organico de los organismos recién eclosionados, los
resultados indican un menor PST y PO en los pulpos que provenian de huevos incubados
a la temperatura mas baja (16°C), los organismos mantenidos en esta condicion, eran

mas pequenios, por lo que probablemente su metabolismo era mas lento.
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Con respecto a los valores obtenidos en la composicion de acidos grasos de los pulpos
incubados en las tres temperaturas evaluadas, se puede observar que el acido palmitico
(16:0), EPA (20:5 n-3) y DHA (22:6 n-3) fueron los que se encontraron en mayor
abundancia. Estos datos concuerdan con los trabajos de diversos autores para distintas
especies de cefalépodos (Jangaard y Ackman, 1965; Culkin y Morris, 1970; Navarro y
Villanueva, 2000). Navarro y Villanueva (2000) deducen que estos valores sugieren que
los requerimientos de AGPI de cadena larga, como el EPA y DHA son muy altos para las
paralarvas de O. vulgaris. Con base en este razonamiento, los resultados obtenidos en
O. bimaculoides, podrian indicar en esta especie con desarrollo directo, sus

requerimientos de AGPI de cadena larga son similares.

En el presente trabajo el 29% del total de &cidos grasos fueron saturados (AGS), mientras
gue 18% fueron monoinsaturados (AGMI) y 53% fueron poliinsaturados (AGPI). Datos
similares fueron reportados por Navarro y Villanueva (2000) en tres especies de
cefalépodos (Sepia officinalis, Loligo vulgaris y Octopus vulgaris) incubados a 15.2°C en
los que obtuvieron 25-35% de AGS, 9-14% de AGMI y 50% de AGPI.

El porcentaje de acido linoleico (18:2 n-6) y ARA fue mayor en los pulpos incubados a 18
y 20°C y menor (0.49% y 6.34%) en los incubados a 16°C. Resultados similares fueron
reportados para los juveniles de O. maya, el mayor contenido de ARA se registré con
temperaturas de 22 y 26°C a diferencia de los organismos mantenidos a 18 y 30°C, por
lo cual los autores sugieren que la demanda de este acido graso fue menor en las
temperaturas intermedias (22 y 26°C) (Noyola et al., 2013b). Por su parte, Navarro y
Villanueva (2000) observaron que cuando O. vulgaris se incuba a 15.2°C su contenido
de ARA es de 7.3%, similar al registrado en O. bimaculoides, sin embargo, sus resultados
difieren para el acido linoleico, el cual fue del 3.3%, lo cual podria indicar que el
requerimiento de O. bimaculoides por éste acido graso es menor al requerido por O.

vulgaris, ya que este Ultimo presenta etapa de paralarva.

El &cido graso mas abundante para los pulpos incubados a las tres temperaturas fue el
DHA con 21.87% en los pulpos incubados a 16°C y en menor porcentaje en los incubados
a 20°C, en los cuales fue del 18.56%. Navarro y Villanueva (2000) reportan un 21.2% de

este acido graso en juveniles de O. vulgaris recién eclosionados e incubados a 15.2°C y



35

mencionan que es importante para el desarrollo y sobrevivencia de esta especie. E| DHA
es importante en los organismos marinos y dulce acuicolas, debido a que es necesario

para el desarrollo neuronal en etapas tempranas (Sargent et al., 1999).

En este trabajando se observo una disminucién de DHA y EPA conforme la temperatura
de incubacién aumento (20°C), sin embargo, autores como Miliou et al. (2006) en un
trabajo con O. vulgaris observaron lo contrario, conforme la temperatura disminuyé el
DHA y EPA disminuyeron en los pulpos de mayor crecimiento. Los autores atribuyen este
resultado a que existe una mayor demanda de estos acidos grasos para la sintesis de
membranas y no para el mantenimiento de la permeabilidad de la membrana y su
plasticidad. Al parecer el efecto que tiene la temperatura sobre la tasa de crecimiento es
de suma importancia en la composicion de acidos grasos en los pulpos (Miliou et al.,
2006; Noyola et al., 2013b). Por lo tanto, en este trabajo el peso de los pulpos O.
bimaculoides al parecer juega un papel importante en la composicion de acidos grasos,
al menos de DHA y EPA.

De igual manera, en O. maya la temperatura (18, 22, 26 y 30°C) tuvo un efecto en la
composicion de &cidos grasos, principalmente en los AGPI y particularmente DHA y ARA
ya que fueron los que se encontraron en mayor porcentaje en los pulpos expuestos a
22°C y 26°C. Es posible que estas temperaturas ocasionaran una menor demanda por
estos AG, en comparacion con los pulpos mantenidos a 18°C y 30°C (Noyola et al.,
2013b).

En cuanto a la proporcion DHA/EPA los pulpos de O. bimaculoides mostraron una
relacion de 1.07-1.25, la cual fue menor a la observada por otros autores (Miliou et al.,
2006; Navarro y Villanueva, 2000, 2003), quienes obtuvieron valores de 1.5 a 1.9 para O.
vulgaris. En este sentido Okumura et al. (2005) mencionan que la proporcién de
DHA/EPA de 1.5 es la ideal para el crecimiento y desarrollo de las paralarvas de O.
vulgaris, conclusion obtenida con base en estudios con pulpos silvestres y paralarvas

alimentadas con diversas fuentes de alimento.
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Capitulo 8. Conclusiones

e La temperatura de incubacion de 20°C redujo la duracion del desarrollo
embrionario de Octopus bimaculoides y propicio la eclosion de juveniles con mayor

peso seco y organico.

e La temperatura critica maxima, caracterizada por la pérdida del equilibrio, fue de
29.7, 30.7 y 31.9°C para los juveniles de pulpo recién eclosionados provenientes

de huevos incubados a 16, 18 y 20°C respectivamente.

e Los pulpos incubados a 18°C tuvieron el mayor peso hiumedo (74.9+0.9 mg),
mientras que los organismos incubados a 16 y 20°C tuvieron pesos de 52.2+0.53

y 70.7 £ 0.74 mg respectivamente.

e La concentracion de acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) en las tres temperaturas (16,18 y 20°C) no fueron

significativamente diferentes.

e Lastemperaturas de incubacion tuvieron un efecto en la composicion de los AGPI.
El porcentaje promedio de ARA (7.8%) fue mayor en los pulpos incubados a 18 y
20°C, el EPA registr6 el menor valor (16.8%) en los organismos incubados a 20°C
y los juveniles de pulpo incubados a 16°C presentaron el valor mas elevado para
DHA (21.87%).
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