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1 GLOSARIO

Acuicultura: cultivo de organismos acuaticos, incluyendo peces, moluscos,
crustaceos y plantas acuaticas. El cultivo implica alguna forma de intervencién en el
proceso para incrementar la produccidon, tales como la siembra regular,
alimentacion, proteccién contra depredadores.

Alimentacion: proceso consciente y voluntario que consiste en el acto de ingerir
alimentos para satisfacer la necesidad de comer.

Alimento: producto natural o elaborado susceptible de ser ingerido y digerido,
cuyas caracteristicas lo hacen apto y agradable al consumo, constituido por una
mezcla de nutrientes que cumplen determinadas funciones en el organismo.
Brazos: ocho apéndices circumorales provistos de ventosas en cefal6podos.
Desarrollo directo: cuando no se presentan estadios larvales o metamorfosis, y el
individuo al eclosionar presenta la apariencia de un organismo adulto.

Dieta: mezcla de alimento que un organismo consume. Su composicion depende
de los habitos alimenticios y la disponibilidad de los alimentos.

Digestion: proceso mediante el cual los nutrientes de los alimentos se convierten
en elementos basicos para que puedan ser utilizados por el organismo.

Enzima: catalizador biolégico por lo general de origen proteinico. El objetivo de un
catalizador es aumentar la velocidad con que ocurre una reaccion.

Enzimas digestivas: enzimasque rompen los polimeros presentes en
los alimentos en moléculas mas pequefias que puedan ser absorbidas con
facilidad. Las enzimas digestivas se encuentran en eltubo digestivo de
los animales donde colaboran en la digestion del alimento, asi como en el interior
de las células, sobre todo en los lisosomas.

Manto: cuerpo carnoso (muscular) tubular o sacciforme de los cefalépodos; se
encarga de la propulsidon expulsando el agua a chorros; contiene las visceras.
Nutriciéon: ingesta de alimentos en relacién con las necesidades dietéticas del
organismo. Una buena nutricion (una dieta suficiente y equilibrada) es un elemento

fundamental de la buena salud de los organismos en cultivo.



Nutriente: sustancia quimica contenida en los alimentos que se necesita para el
funcionamiento normal del organismo.

Paralarva: primer estadio de crecimiento post eclosion de los cefalépodos.
Definicion basada en criterios ecolégicos y morfologicos. Las paralarvas son
morfoloégicamente parecidas al adulto, pelagicas en aguas superficiales durante el
dia y tienen un modo de vida distinto respecto a sus conespecificos.

Pellet: alimento aglomerado formado por compactacion y forzado a través de
aberturas de troquel por un proceso de extrusion mecanica.

Puesta: (Postura) Conjunto de huevos puestos en un evento reproductivo.
Sistema de cultivo: sistema productivo de acuicultura geograficamente definido en

instalaciones terrestres.



RESUMEN

La falta de un alimento adecuado para pulpos en las primeras etapas post eclosion es una
limitante para su acuicultura comercial. Conocer el efecto de la dieta sobre el crecimiento y
la supervivencia, ademas del uso de las reservas nutritivas y la actividad de las enzimas
digestivas durante esta etapa permite desarrollar e implementar dietas especificas. Se
utilizé al pulpo pigmeo del Pacifico Paroctopus digueti como modelo debido a su desarrollo
directo y rapido crecimiento, con alto potencial para el cultivo. Se colectaron hembras con
puesta del medio natural y se colocaron en condiciones de cautiverio hasta la eclosion de
los huevos. Las crias obtenidas fueron mantenidas en recipientes individuales, se
alimentaron con carne de jaiba fresca (control) y dos dietas formuladas a base de jaiba y
calamar en forma de pasta semi-humeda y pellet para evaluar la nutricion. Para la ontogenia
digestiva, los pulpos se alimentaron con jaiba fresca y se tomaron muestras a partir del dia
de eclosion, y posteriormente cada dos dias hasta el dia 14. Se evalud el contenido de
proteina soluble y glucégeno en glandula digestiva y musculo, y las lipasas y proteasas
acidas y alcalinas de la glandula digestiva. Los resultados obtenidos del ensayo de nutricion
nos muestran que las dietas formuladas (pasta semi-humeda y pellet) no favorecieron el
crecimiento ni la supervivencia de las crias post eclosion, por lo que las tasas especificas
de crecimiento fueron negativas debido a la pérdida de peso. En contraste, los organismos
alimentados con jaiba fresca presentaron la mejor supervivencia, una mayor ganancia de
peso y la mayor tasa de crecimiento. El estudio de la ontogenia digestiva del pulpo permitio
conocer la evolucion de los procesos digestivos fundamentales para el procesamiento de
nutrientes en las primeras etapas de desarrollo de las crias. La cuantificacion del contenido
de las reservas nutritivas, tanto en musculo como en glandula digestiva, mostraron que en
ambos tejidos se presenta una disminucion en la cantidad de proteina soluble y glucégeno
entre los 6 y 10 dias post eclosién, lo cual podria indicar el agotamiento de las reservas
vitelinas y el comienzo de la dependencia de nutrientes aportados por la alimentacién
exogena. Con respecto a la actividad de las enzimas digestivas, se observé un pico de
actividad de lipasas en el dia 2, con una disminucion significativa después del dia 6 hasta
el dia 14. Contrario a las lipasas, las enzimas proteoliticas acidas mostraron una elevacion
significativa de su actividad a partir del dia 6 hacia el final del periodo de estudio. En el caso
de las enzimas proteoliticas alcalinas, no se encontraron diferencias estadisticas en su
actividad, aunque se observo un pico al dia 8 después de la eclosion. La actividad de las
enzimas digestivas y el contenido de reservas nutritivas de P. digueti nos permitieron
identificar la posible adaptacion al alimento exdgeno y la movilizacion de las reservas
nutritivas, lo cual puede reflejar un alto metabolismo y una dependencia del alimento
exdégeno como ha sido observado en otras especies de pulpos con desarrollo directo. Estos
resultados sobre los procesos fisiolégicos de activacion de las enzimas digestivas y la
movilizacion de reservas del sistema digestivo nos permiten identificar el tiempo en las
primeras etapas post eclosion, del uso de alimentos adecuados para el 6ptimo desarrollo y
crecimiento de esta especie y con ello diversificar el nimero de especies potenciales de
pulpo para el cultivo y solventar la creciente demanda.

Palabras clave: Lipasas, Proteasas, Glucégeno, Proteina soluble, Cultivo de pulpo



ABSTRACT

The lack of adequate octopus food in the early post-hatching stages is a limitation factor
for commercial aquaculture. Learn about the effect of diet on growth and survival, in
addition to the use of nutritional reserves and the activity of digestive enzymes during
this stage, allows to develop and implement specific diets. The Pacific pygmy octopus
Paroctopus digueti was used as a model due to its direct development and rapid growth,
with high potential for culture. Laying females were collected from the natural
environment and were placed under captivity conditions until eggs hatching. The
hatchlings obtained were kept in individual containers, fed with fresh crab meat (control)
and two diets made with crab and squid in the form of semi-wet pasta and pellets to
assess nutrition. For digestive ontogeny, octopuses were fed fresh crab and samples
were taken from hatching day, and every two days thereafter until day 14. The contents
of soluble protein and glycogen in the digestive gland and muscle, and the acid and
alkaline lipases and proteases of the digestive gland were evaluated. The results
obtained from the nutrition test show that the formulated diets (semi-wet pasta and
pellets) did not favor the growth or survival of hatchlings, so the specific growth rates
were negative due to weight loss. In contrast, organisms fed fresh crab had the best
survival, the greatest weight gain and the highest growth rate. The study of the digestive
ontogeny of the octopus allowed to know the evolution of the fundamental digestive
processes for the processing of nutrients in the early stages of development of the
hatchlings. Quantification of the content of nutritional reserves, both in muscle and in
digestive gland, showed that in both tissues there is a decrease in the amount of soluble
protein and glycogen between 6 and 10 days after hatching, which could indicate the
depletion of yolk reserves and the beginning of the dependence on nutrients provided
by exogenous food. Regarding the activity of digestive enzymes, a peak of lipase activity
was observed on day 2, with a significant decrease after day 6 until day 14. Contrary to
lipases, acid proteolytic enzymes showed a significant elevation of their activity from day
6 towards the end of the study period. In the case of alkaline proteolytic enzymes, no
statistical differences were found in their activity, although a peak was observed on day
8 after hatching. The activity of the digestive enzymes and the content of nutritional
reserves of P. digueti allowed us to identify the possible adaptation to exogenous food
and the mobilization of nutritional reserves, which may reflect a high metabolism and
dependence on exogenous food as has been observed in other octopus’ species with
direct development. These results on the physiological processes of the digestive
enzymes activation and the mobilization of reserves of the digestive system allow us to
identify the time in the early post-hatching stages, of the use of adequate food for the
optimal development and growth of this species and thereby diversify the number of
potential octopus species for cultivation and to meet the growing demand.

Key words: Lipases, Proteases, Glycogen, Soluble protein, Octopus culture



1 INTRODUCCION

Los pulpos son un recurso ampliamente consumido por el humano debido a su alto
rendimiento comestible (60-80% del peso total, Guisado 2007) y elevado contenido
proteico (75-85% del peso seco, Otero et al. 2007, Rosa et al. 2002, Sieiro et al.
2006). En los ultimos afos, la demanda de estos cefalépodos ha incrementado a
nivel mundial, mientras que las capturas comerciales han disminuido (Caddy 1983,
Pierce & Portela 2014). Esto ha derivado, en algunos casos, en la sobreexplotacion
de las poblaciones silvestres (p.ej. Funge-Smith et al. 2012), poniendo en duda la
sostenibilidad de la pesqueria (Hunsicker et al. 2010) y resaltando la importancia de
la acuicultura de pulpos como una alternativa viable en todo el mundo (Lee et al.
1998, Sykes et al. 2003).

México ocupa el tercer lugar en produccion de pulpo a nivel internacional
(Norman et al. 2016), comercializando cinco especies principales: Octopus maya,
O. vulgaris tipo I, y O. insularis, en el el Golfo de México; y O. bimaculoides, O.
bimaculatus y O. hubbsorum, en el Pacifico mexicano. De acuerdo con la Carta
Nacional Pesquera (DOF 2018) el aprovechamiento de estas especies se encuentra
en su nivel maximo de rendimiento sostenible, por lo que, si el esfuerzo de pesca
aumenta las poblaciones explotadas podrian deteriorarse. A pesar de esto, hasta el

momento solo O. maya se cultiva con éxito a escala piloto.

Se reconoce que existen otras especies con potencial para la acuicultura
(Boletzky 1987, Garcia-Flores 2017), siendo el pulpo pigmeo del Pacifico,
Paroctopus digueti (Perrier & Rochebrune 1894) una de ellas debido a que presenta
caracteristicas similares a O. maya, lo que lo hace ideal para su cultivo: ciclo de vida
corto, elevada tasa de crecimiento, huevos de gran tamafo y desarrollo directo
(DeRusha et al. 1987, Garcia-Flores 2017, Jereb et al. 2016). No obstante, para
desarrollar el cultivo comercial de esta especie, es necesario resolver el problema
relacionado con la dependencia de las dietas frescas, puesto que el alto costo de

las presas vivas utilizadas para la alimentacion es uno de los grandes cuellos de



botella en la acuicultura de estos organismos (Berger 2010, Garcia-Garcia et al.
2014, Globefish 2014, Pierce & Portela 2014).

Los pulpos son depredadores carnivoros, altamente versatiles y activos en
todas las etapas de su vida y, en general, se consideran oportunistas, ya que tienen
una gran variedad de presas (Rodhouse & Nigmatullin 1996). Consumen
principalmente crustaceos, moluscos y, en menor medida, otros invertebrados o
peces (Boletzky & Hanlon 1983, Boucher-Rodoni et al. 1987, Guerra 1978, Guerra
& Nixon 1987, Lee 1994). Se han probado varias dietas artificiales formuladas para
alimentar individuos sub-adultos, pero las tasas de crecimiento de los cefal6podos
con esas dietas han sido bajas en comparacion con las dietas naturales (Aguila et
al. 2007, Castro et al. 1993, Castro & Lee 1994, Cerezo-Valverde et al. 2008,
Domingues et al. 2006, Hanlon et al. 1991, Lee et al. 1991, Quintana et al. 2008,
Rosas et al. 2007). Entre otros aspectos esto puede deberse a la falta de
palatabilidad de las dietas 0 a que no cubren con los requerimientos nutricionales

apropiados.

En los ultimos afnos se han hecho diversos esfuerzos para el disefo y
elaboracion de dietas artificiales para cefalopodos que permitan sustituir, por un
lado, a las presas vivas y por el mejorar el crecimiento reducir la mortalidad por
canibalismo. A partir de esos estudios se identifico que uno de los principales
problemas en el cultivo de estos organismos es la elaboracion de un programa
nutricional adecuado para desarrollar una dieta comercial rentable (Dominguez et
al. 2005, Sykes & Rosas 2014).

Desde el enfoque nutrimental, las dietas deben cubrir los requerimientos
necesarios, ya que la alimentacion es un elemento decisivo para el crecimiento,
supervivencia, maduracion y reproduccion de los organismos. Por lo tanto, para
lograr una produccién comercial rentable a largo plazo con P. digueti, es necesario
centrar los esfuerzos en el crecimiento y el valor nutricional de individuos, para los

cuales es necesario un programa de alimentacion adecuado.



El disefio de dietas artificiales para cefalépodos se inici6é a principios de los
90’s implementando el uso de pellets secos y humedos (Castro 1990, Castro et al.
1993, Castro & Lee 1994, Lee et al. 1991). Para esos estudios se han utilizado
como modelos experimentales a O. vulgaris (Cerezo-Valverde et al. 2008, Quintana
et al. 2008) y a Octopus maya (Domingues et al. 2007, Gallardo et al. 2020, Martinez
et al. 2014, Rosas et al. 2007, 2008) los cuales fueron dirigidos a entender los
requerimientos metabdlicos y asi poder desarrollar dietas exitosas para la
produccion a gran escala (Boyle & Boletzky 1996, Domingues et al. 2012, Rodhouse
1998).

La glandula digestiva (GD) es de gran importancia para la digestion y el
metabolismo en los cefalépodos (Semmens et al. 1995). El estudio de la GD como
organo responsable de la digestion, absorcion y almacenamiento de nutrientes es
considerado como un buen indicador del estado nutricional. Por esa razon este
organo es un buen candidato para el estudio del efecto de distintas dietas pues en
éste se encuentran las enzimas digestivas involucradas en la transformacion,
movilizacion y uso de las reservas nutritivas del alimento (Gallardo et al. 2017,
Linares et al. 2015).

Por esa razén la actividad enzimatica digestiva se considera un factor que
determina la capacidad de los pulpos para usar los nutrientes ingeridos y
almacenados (Rosas et al. 2008). Se ha observado que las enzimas aumentan su
actividad catalitica cuando aumentan los niveles de sustrato, hasta concentraciones
en las que esta es saturada (Dabrowski & Guderley 2002). En los cefalépodos no
se conocen aun los niveles de proteina que saturan la actividad de las enzimas
digestivas lo que probablemente se debe a los altos requerimientos que estos
organismos tienen (Boucaud-Camou & Roper 1995).



La energia total y el contenido de glucogeno del tejido del brazo indican el
nivel de reservas metabdlicas proporcionadas por el alimento (Bastos et al. 2020,
Gallardo et al. 2017), las cuales pueden ser alteradas tanto por la calidad como por
la cantidad de alimento ingerido (Steeves 1963).

Por todo lo anterior el presente estudio ha sido disefiado para conocer el
efecto del alimento en la fisiologia digestiva y metabdlica del pulpo pigmeo
Paroctopus digueti con el fin de generar informacion que permita establecer las
bases de sus requerimientos nutrimentales y que esto permita el disefio de
alimentos adecuados para su cultivo y con ello, poder mantener a estos organismos

en cautiverio.

2 ANTECEDENTES

Los cefalopodos son una clase exclusivamente marina del filo de los Moluscos;
debido a sus singulares caracteristicas y a su potencial como recurso existe un gran
interés cientifico en el area de la acuicultura (Boyle & Boletzky 1996, Rodhouse
1998). Los cefalépodos manejados en condiciones de cautividad presentan rapido
crecimiento y altas tasas de conversion alimenticia (Martinez et al. 2014, Estefanell
et al. 2013, Rosas et al. 2013). Por tanto, se ha considerado a este grupo de
moluscos potenciales para la diversificacion de la acuacultura, principalmente O.

vulgaris y O. maya (Vaz-Pires et al. 2004, Tercero-lglesias et al. 2015).

Se han desarrollado estudios para optimizar el sistema de cultivo y
aclimatacion de pulpos en condiciones de laboratorio en O. joubini (Bradley 1974,
Forsythe & Hanlon 1981), y O. vulgaris (Moxica et al. 2002). Por su parte, Garcia-
Flores (2017) describié el desarrollo embrionario de P. digueti en laboratorio,
permitiendo conocer las condiciones de mantenimiento para la sobrevivencia de las
hembras con puesta y el desarrollo completo de los embriones. En ese estudio se
mostré que temperaturas de 27 + 1 °C, con niveles de oxigeno de 60.1 mg L' son
algunos de los parametros de la calidad del agua adecuados para el mantenimiento

de esta especie.



Entre los multiples aspectos que determinan la rentabilidad de los cultivos se
encuentra la disponibilidad de una dieta artificial de bajo costo (Garcia-Garcia et al.
2004). Esta dieta, ademas debe cubrir con los requerimientos nutricionales de las
especies, hecho que sin duda es un reto en la formulacion de dietas para
cefalépodos. Estudios realizados en otras especies han demostrado que Io mas
adecuado es la utilizacion de dietas artificiales, ya que su composicién bioquimica
se puede controlar mas facilmente y es menos variable que en el caso de las dietas
naturales (Quintana et al. 2011).

Para la alimentacion de los pulpos se han utilizado diferentes fuentes de
proteinas. En un inicio se disefiaron dietas con harina de pescado en forma de pellet
seco, pero este no promovid el crecimiento de O. maya (Aguila et al. 2007). Pese a
ello, los organismos no perdieron peso y todos comieron regularmente los alimentos
suministrados, con una tasa de alimentacion alta (Aguila et al. 2007, Domingues et
al. 2007, Rosas et al. 2007). Comparativamente, cuando los organismos fueron
alimentados con cangrejos congelados presentaron una mayor tasa de crecimiento
y una mejor asimilacién de energia en comparacion con el pellet seco (Aguila et al.
2007, Dominguez et al. 2007, Rosas et al. 2007).

Posteriormente se encontr6 que una pasta de calamar y jaiba fresca
aglutinada con grenetina provoco un crecimiento positivo en O. maya (Martinez et
al. 2014, Quintana et al. 2010, Rosas et al. 2008, 2013), lo que llevo a plantear el
uso de esta pasta como fuente de proteina a para O. maya (Gallardo et al. 2020,
Martinez et al. 2014, Rosas et al. 2013). Asi, con esa pasta se obtuvo una tasa de
crecimiento superior al 3 % dia™ y una tasa de supervivencia cercana al 100%
(Martinez et al. 2014).

Garcia-Garrido (2015) analizé los efectos de tres dietas (alimento fresco,
aglutinada con grenetina y con alginato) sobre el crecimiento, la supervivencia, el

balance energético parcial y la composicion lipidica del manto y la glandula digestiva



de Octopus vulgaris. Sefialé6 que el mayor crecimiento lo obtuvieron los pulpos
alimentados con una dieta basada en alimento congelado. Se observé que en esos
pulpos la glandula digestiva presentd una mayor concentracion de acidos grasos en
comparacion de los que se alimentaron con dietas artificiales. En ese estudio
también se observd que el alginato (carbohidrato de alto peso molecular) usado
como aglutinante actu6é como un agente limitante en la digestion y absorcion de los
ingredientes del alimento. En este sentido, ya se habia sugerido que el uso de
alginato como aglutinante para las dietas artificiales, podria reducir la digestion
(Rosas et al. 2008), debido a que O. maya y los pulpos en general no cuentan con
las enzimas digestivas que les permitan hidrolizar los carbohidratos.

La formulacién de un peletizado artificial es clave para poder pasar de los
cultivos experimentales al cultivo a gran escala (Lee 1994). En estudios recientes
llevados a cabo en la UMDI-UNAM Sisal se ha demostrado el efecto benéfico de un
alimento balanceado que satisface los requerimientos nutricionales de O. maya
(Gallardo et al. 2020, Martinez et al. 2011, Santiago 2018, Tercero-Iglesias et al.
2015). Ese alimento ha sido elaborado con base en dos elementos de alto valor
nutricional como son la carne de jaiba (Callinectes spp) y calamar (Dosidicus gigas),
ambos presentados en una formulacion ligada con grenetina (Rosas et al. 2008) y
adicionada con una pre mezcla de vitaminas y minerales (Martinez et al. 2014). Los
resultados obtenidos han demostrado que esta presentacion del alimento permite
buenos resultados en el crecimiento y supervivencia del pulpo O. maya.
Recientemente, se han realizado dietas peletizadas con base en esta formulacion,
las cuales han tenido respuestas zootécnicas similares a las observadas cuando se
emplea la pasta (Cortés 2020, Santiago 2018), lo cual ofrece una alternativa viable
en el desarrollo de alimentos y, por tanto, del cultivo de diferentes especies de

pulpos como P. digueti.

Como se menciond anteriormente debido al metabolismo proteico de los
cefalépodos (Lee 1994), las enzimas proteoliticas juegan un papel clave en la
digestién y por tanto de la disponibilidad de los nutrientes. La digestion de los



cefalépodos se divide en dos fases, una extracelular y otra intracelular (Boucher-
Rodoni et al. 1987). La primera es la consecuencia de la degradacion por la
actividad de las enzimas presentes en el jugo gastrico mientras que la intracelular
toma lugar en la glandula digestiva (Gallardo et al. 2017). Dentro del proceso
digestivo de los cefalépodos, la glandula digestiva (GD) suministra la mayoria de las
enzimas digestivas y es, al mismo tiempo un almacén de nutrimentos (Bustamante
1998).

El estudio de las enzimas digestivas en cefalépodos ha sido también utilizado
para conocer los cambios metabdlicos asociados a la transicion que experimentan
los organismos en las primeras fases post eclosidén. Esa transicion se caracteriza
por un cambio entre el final de la digestion interna de vitelo y el inicio de la
alimentacion exclusivamente externa (Moguel et al. 2010).

Hasta ahora no se sabe si los juveniles tempranos de P. digueti son capaces
de procesar y asimilar una dieta como la utilizada en el cultivo de O. maya. Por esa
razon es menester realizar los experimentos que permitan establecer primero si es
que una dieta aglutinada en humedo podria ser adecuada para la alimentacion de
esta especie de pulpos, estableciendo asi si P. digueti es un candidato para la
diversificacion de los cultivos marinos de nuestro Pais (Quintana et al. 2008, Rosas
et al. 2008, Santiago-Alvarez 2018).



3 JUSTIFICACION

La implementacion de pulpos como modelo potencial para cultivo radica
principalmente en su alta tasa de crecimiento, ciclos cortos de cultivo, alta
produccion y, por ende, alta rentabilidad. Sin embargo, actualmente solo se efectua
el cultivo a pequefia escala y para pocas especies debido a que la comercializacion
todavia esta limitada por la necesidad de un alimento de alta calidad, en particular
en las primeras etapas de desarrollo. Por ello, el estado nutricional es considerado
uno de los aspectos mas importantes que determinan la capacidad de los animales
para utilizar los nutrientes ingeridos. Se considera que conocer aspectos de la
fisiologia digestiva es indispensable para la seleccion del alimento durante los
primeros dias post eclosion ya que una dieta adecuada esta directamente
relacionada con el crecimiento y la supervivencia de los organismos. En este sentido
se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢ Una dieta formulada que estimule
la actividad de las enzimas digestivas en juveniles tempranos favorecera el
crecimiento y la sobrevivencia de P. digueti tal y como lo hace una dieta compuesta

de crustaceos frescos?

4 HIPOTESIS

La dieta formulada utilizada para alimentar a las crias post eclosién del pulpo
Paroctopus digueti permitira tasas de crecimiento y supervivencia similares a las

obtenidas con el uso de alimento fresco.

Conocer algunos aspectos de la ontogenia digestiva, como el almacenamiento de
las reservas nutritivas y la actividad de las enzimas digestivas permitira implementar
dietas que satisfagan los requerimientos nutricionales del pulpo P. digueti,
favoreciendo el crecimiento y la supervivencia de las crias en las primeras etapas

de desarrollo.



5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto nutritivo de tres dietas sobre el crecimiento y la supervivencia de
crias post eclosidon de P. digueti, asi como la actividad digestiva y el contenido de

reservas nutritivas durante la ontogenia digestiva.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer los efectos de tres dietas en el crecimiento, la supervivencia y las tasas

especificas de crecimiento de crias post eclosion de P. digueti.

Evaluar los cambios en la actividad de las enzimas digestivas, lipasas y proteasas
acidas y alcalinas, en la glandula digestiva de crias post eclosion de P. digueti,

durante los primeros dias de la vida.
Para cumplir con estos dos objetivos el estudio se dividié en dos partes:

1. En la primera parte se evaluaron los efectos de dos dietas artificiales en el
crecimiento y sobrevivencia de crias post eclosion de P. digueti por 40 dias.
Los resultados de este ensayo fueron comparados con los obtenidos del
crecimiento y la sobrevivencia de animales con las mismas caracteristicas,
pero alimentados con carne de jaiba fresca.

2. En la segunda parte se evaluo la condicion nutricional y la capacidad
digestiva de las crias durante los primeros 14 dias posteriores a la eclosion
(DPE).



6 MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue realizado en las instalaciones de la Unidad Piloto de Maricultivo
(UPIMA) en el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto Politécnico
Nacional (CICIMAR-IPN) en La Paz, Baja California Sur y en la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (UMDI-UNAM) en Puerto Sisal-Yucatan, México.

La fase experimental de este trabajo fue realizada de acuerdo con las ultimas
regulaciones vigentes de cuidado animal (Directive 2010/63/EU of the European
Parliament and of the Council 2010), utilizando los métodos anestésicos adecuados
y bajo las normativas de los CICUAE/CICUALES institucionales.

6.1 Origen y captura de los organismos

Se colectaron hembras con puesta (huevos) en la Ensenada de La Paz, B.C.S. por
buceo libre, desde la zona intermareal hasta los 3 m de profundidad y
posteriormente fueron trasladadas a las instalaciones de la UPIMA para su

mantenimiento (figura 1).

Figura 1. Hembra de Paroctopus digueti con puesta colectada en la Ensenada de La Paz

(Foto: Magalli Sanchez).



6.2 Condiciones de cultivo para el mantenimiento de la puesta

Las hembras con puesta fueron colocadas en tanques de fibra de vidrio (dos por
estanque) y se mantuvieron con un sistema abierto de agua de mar filtrada con
filtros mecanicos y un sistema de luz ultravioleta, acondicionado con aireacion
constante. Se monitorearon diariamente los parametros fisicoquimicos y la calidad
del agua (tabla 1) para conservar a los organismos en buenas condiciones hasta la
eclosion de los huevos (figura 2).

Figura 2. Acondicionamiento de los tanques para el mantenimiento de las hembras con puesta.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos monitoreados para el mantenimiento de los organismos en
cautiverio para cada experimento (promedio + DE).

Mantenimiento Reservas nutritivasy Crecimientoy

Variable/Experimento de la puesta actividad enzimatica supervivencia

Localidad CICIMAR-IPN UMDI-UNAM CICIMAR-IPN
La Paz, B.C.S. Sisal, Yucatan La Paz, B.C.S.
Capacidad del tanque L 140 40 300
Recambio de agua % 800 600 600
Fotoperiodo h 10:14 12:12 12:12
Intensidad luminosa Lx cm 40 30 80
Temperatura °C 27 £ 0.5 24 £1 24 £0.5
Oxigeno disuelto mg L 6.04 £ 0.35 6+0.5 6.2 +£0.45
Amonio mg L' <0.1 0.25+0.2 0.16 £ 0.1
Nitritos mg L' <0.1 <0.1 <0.1
Nitratos mg L' <0.1 <0.1 <0.1

pH 8 8 8




Experimento 1

6.3 Efecto del tipo de alimento en el crecimiento y la supervivencia de crias
post eclosion de P. digueti

Para la realizacion de este experimento se seleccionaron al azar pulpos recién
eclosionados (n = 45) provenientes de un mismo desove los cuales se distribuyeron
individualmente en contenedores plasticos, de manera aleatoria, en tres grupos (15
animales por tratamiento) dentro de un mismo tanque y por triplicado. Se
mantuvieron en CICIMAR-IPN en tanques de fibra de vidrio, con un sistema abierto
de agua de mar filtrada con filtros mecanicos y luz ultravioleta (figura 3). Se
monitorearon diariamente los parametros fisicoquimicos y la calidad del agua (Tabla

1). Se les proporciondé un tubo de PVC de media pulgadas (1/2”) como refugio.

Figura 3. Sistema para el cultivo de crias post eclosion de Paroctopus digueti con contenedores

individualizados.

Para evaluar el crecimiento se utilizé un disefio al azar que consistié en tres
tratamientos de alimentacion, AF, AH, y AP, donde el tratamiento AF corresponde
a la dieta control representada por alimento fresco, AH a la dieta formulada basada
en una pasta semi-humeda y el tratamiento AP por una dieta formulada en forma de
pellet, secada a 40°C.



Las tres dietas experimentales consistieron en:

1. Dieta con alimento fresco congelado (AF): cangrejo (Callinectes sp).

2. Alimento semi-humedo en forma de pasta (AH): cangrejo (Callinectes sp) y
calamar (Dosidicus gigas), mezclado con vitaminas y minerales, vitamina C
y grenetina como aglutinante (Martinez et al. 2014).

3. Dieta en forma de peletizada secada a 40°C (AP): cangrejo (Callinectes sp)
y calamar (D. gigas) liofilizados, mezclado con vitaminas y minerales,
vitamina C y grenetina como aglutinante (Martinez et al. 2014).

Los pulpos fueron alimentados dos veces al dia en horarios especificos (9:00 y
17:00 h) a una racién del 100% de su peso (Martinez et al. 2014, Quintana et al.
2011). El alimento AF y AH se suministré con la ayuda de una valva de almeja como
soporte.

Todos los organismos fueron pesados desde su nacimiento y cada veinte dias
de manera consecutiva con la ayuda de una balanza electrénica (marca: Velab,
modelo: VE-1000, USA), hasta finalizar los 40 dias de experimento. Para hacer esto,
los organismos fueron colocados en una tina con agua de mar a 10 °C (2 a 3 min)
para anestesiarlos (Andrews & Tansey 1981). Después de los 40 dias de
experimento los pulpos fueron sacrificados, colocados primero en agua a 10°C y
posteriormente se hizo un corte entre los ojos con el fin de desconectar el cerebro
del resto del cuerpo.

6.4 Elaboracion de las dietas

Para la elaboracion de las dietas experimentales se utilizaron ingredientes frescos
o liofilizados. Los insumos fueron homogenizados con la ayuda de un molino de
carne y mezclados siguiendo las proporciones presentadas en la tabla 2, teniendo
la caracterizacion quimica de la tabla 3.



Tabla 2. Formulacién basal descrita por Martinez et al. (2014) empleada para alimentar a las crias
post eclosion de P. digueti.

Ingredientes g 100 g~
Manto de calamar (Dosidicus gigas) 43.5
Carne de jaiba (Callinectes spp) 43.5
Premezcla de vitaminas y minerales 2
Vitamina C 1
Grenetina 10

Tabla 3. Caracterizacion quimica (g 100 g™ materia seca) de las dietas experimentales empleadas
para alimentar a las crias post eclosién de P. digueti.

AF AHy AP
Materia seca 27.5 22
Proteina 91.3 86.4
Lipidos 24 2.97
Cenizas 3.9 8.8
Extracto libre de nitrogeno 24 1.83
Total 100 100

De la masa obtenida, una parte fue utilizada como dieta AH y la otra parte se
utilizé para la dieta AP. La pasta en forma de espagueti que se utilizé para la dieta
AP fue secada a 40°C en una estufa de conveccion (marca: Shel Lab, USA). Los
pellets secos se colocaron en bolsas al vacio y se almacenaron en refrigeracion

hasta su uso.



6.4.1 Parametros de crecimiento

Para la obtencién de la tasa de crecimiento se utilizo la féormula:
i.  Crecimiento en g por dia:

w2 — Wl)

Crecimiento = ( n

donde:

o W2 y W1, el peso humedo final e inicial (g) de los pulpos,
respectivamente.

o t, el numero de dias del periodo experimental.

ii. La tasa especifica de crecimiento (%wwd™1) fue obtenida mediante la
férmula:

InW?2 —LnWw1
TEC = (

n ) * 100 (Y%owwd™1)

donde:
o W2 y W1, el peso humedo final e inicial (g) de los pulpos,
respectivamente.
o Ln, el logaritmo natural.

o t, el numero de dias del periodo experimental.

iii. La supervivencia se calculé como la diferencia entre el numero de pulpos al
inicio y al final del experimento.



Experimento 2

6.5 Condicion nutricional y capacidad digestiva durante los primeros 14 dias

post eclosion

Un grupo de pulpos recién eclosionados (n = 24) y de un mismo desove, fueron
seleccionados al azar e individualizados en contenedores plasticos y fueron
colocados al azar en tanques de 40 L conectados a un sistema de recirculacion de
agua de mar En este sistema se monitorearon diariamente los parametros

fisicoquimicos y la calidad del agua (tabla 1).

Los organismos se alimentaron dos veces al dia en horarios especificos (9:00
y 17:00 h) con carne de jaiba fresca (AF) a razén del 100% su peso (Quintana et al.
2011, Martinez et al. 2014). Desde el dia de la eclosién (dia 1) y cada dos dias se
tomo una muestra de 3 pulpos hasta completar los 14 después de la eclosion (DPE).

Todos los organismos muestreados fueron eutanasiados. Para eso se
colocaron en una tina con agua de mar a 10°C (2 a 3 min) para anestesiarlos primero
(Andrews y Tansey 1981) y posteriormente haciendo un corte en medio de los ojos
con el fin de desconectar completamente el sistema nervioso (Fiorito et al. 2015)Una
vez hecho esto se procedié a la toma de muestras de los diferentes tejidos que

serian analizados.

6.5.1 Obtencidn de tejidos

Se colectaron muestras de la GD y M para la evaluacion de la actividad proteolitica
de las enzimas acidas y alcalinas, lipasas (GD), proteina soluble (GD y M) y
glucégeno (M). Todas las evaluaciones se realizaron por triplicado.

Las muestras se preservaron en nitrogeno liquido y posteriormente se preservaron

congeladas a -80 °C hasta su analisis.



6.6 Analisis de las muestras

6.6.1 Preparacion del homogenado

Las muestras de tejidos (glandula digestiva y musculo del brazo) fueron
homogenizadas a 14000 G y diluidas en una relacién 1:20 con agua libre de

pirogenos. Una vez hecho esto se procedié a hacer los analisis correspondientes.

6.6.2 Glucégeno

El glucégeno del My de la GD se determind utilizando un kit comercial (Bayer Sera
Pack Plus B014507-01). El glucégeno se extrajo con TCA al 5% durante 2 minutos
a 4550 G y se determind mediante la reaccion con acido sulfurico y fenol. Después
se agregaron 100 yL de sobrenadante en un tubo y se mezclaron con 500 pL de
etanol al 95%. Los tubos incubaron durante 3 h a 37 °C. Posteriormente la muestra
se centrifugd a 4550 G durante 15 min, desechandose el sobrenadante. El pellet de
glucégeno asi obtenido se disolvio afiadiendo 1 mL de acido sulfurico concentrado
y 200 L de fenol al 5%. Doscientos L del contenido del tubo se transfirieron a una
microplaca en la que se midi6 la absorbancia a A =490 nm.

6.6.3 Proteina soluble

La concentracion de proteina soluble en glandula digestiva y musculo del brazo se
determind utilizando el método de Bradford (1976) ajustado para microplaca. En
este método se utilizé albumina sérica bovina como estandar. Para hacer esto la
muestra fue primero centrifugada a 4550 G durante 15 min y el sobrenadante diluido
1:50 con el reactivo de Bradford. A esa dilucion se le afiadieron 200 uL del reactivo
cromogeno (Biorad-500-0006), y se incubd por 5 min a 25°C. La muestra se
transfirid a una placa en la que se llevo a cabo la medicion de la absorbancia a A =
595 nm.



6.7 Enzimas digestivas

6.7.1 Lipasas

La actividad de las lipasas de la GD de P. digueti de evalud utilizando el método de
Gjellesvik et al. (1992) ajustado a microplaca. La muestra de GD fue centrifugada
como anteriormente y diluida mezclada con 20 ul de una dilucion 1:40 de sustrato
(TRIS 0.5 M, pH 7.4, taurocolato de sodio 5 mM, cloruro de sodio 100 mM, 4-
octanoato de nitrofenilo 35 mM). La absorbancia de la mezcla se midié a A = 415

nm, cada minuto durante 11 min a 25°C.

6.7.2 Proteasas acidas

La actividad de las proteasas se determind siguiendo el método de Anson (1938)
usando hemoglobina al 1% como sustrato, diluida (1:20) en una solucién
amortiguadora de Stauffer a pH 3. Los extractos de la glandula digestiva fueron
incubados durante 10 min a 37 °C deteniendo la reaccion con TCA (acido
tricloroacético) al 20%. Se dej6 reposar la mezcla 15 min a 4 °C para precipitar la
proteina, posteriormente se centrifugd a 16200 G durante 20 min a 4 °C. Se midi6
la absorbancia del sobrenadante en el espectrofotometro a A= 280 nm en una cubeta
de cuarzo; utilizando agua destilada como blanco.

6.7.3 Proteasas alcalinas

Se llevdé a cabo el mismo procedimiento que con las proteasas acidas, con la
diferencia de utilizar caseina al 1% como sustrato, asi como el uso de una solucion

amortiguadora con un pH de 8.



6.7.4 indice Hepatosomatico

Se calculd el indice hepatosomatico (IHS) (Castro et al. 1992), empleado para
conocer el posible uso de sustancias de reservas en los primeros DPE y durante el
crecimiento.

IHS=< )*100

W2 —WGD
donde:

o W2, peso humedo final

o WGD, el peso de la glandula digestiva

6.8 Analisis estadisticos

Se realizaron analisis de varianza de una via (ANOVA) entre tratamientos para los
resultados obtenidos de las tasas de crecimiento, supervivencia, reservas nutritivas
y actividad enzimatica (anexo 2). Posteriormente, y solo en caso de encontrar
diferencias significativas en los resultados se efectué una prueba pos-hoc de
Duncan. Todos los analisis estadisticos se realizaron en el ambiente de
programacion R a través de la interfaz RStudio (R Core Team 2013), utilizando las
funciones de las paqueterias “MVN” (Korkmaz et al. 2014), “agricolae” (Mendiburu
2020), “dplyr” (Wickham et al. 2020) “multcomp” (Hothorn et al. 2008), “mvtnorm”
(Genz et al. 2020) y “MASS” (Genz et al. 2020) y se comprobé la normalidad de los

residuos.



7 RESULTADOS

Experimento 1

71 Evaluagién qe dietas en crias post eclosion: crecimiento y
supervivencia

Los pulpos recién eclosionados utilizados para este experimento registraron un
peso inicial promedio de 0.04 + 0.01 g. Los organismos alimentados con jaiba
mostraron una mayor ganancia de peso, con un crecimiento de tipo exponencial
(R2=0.9) durante los 40 dias de experimento. Los pulpos alimentados con las dietas
formuladas, pastay pellet, perdieron peso drasticamente en los primeros dias (figura
4).
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Figura 4. Crecimiento en g por dia de crias post eclosion de Paroctopus digueti alimentados con
tres diferentes dietas.



Se encontraron diferencias significativas en las tasas de crecimiento (TEC) (figura
5) segun el alimento implementado, siendo mayor en los pulpos alimentados con
carne de jaiba fresca (3.35% dia™'), mientras que para los pulpos alimentados con
pasta semi-humeda y pellet mostraron tasas negativas debido a la pérdida de peso

(-1.42 y -0.83% dia' respectivamente).
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Figura 5. Tasa Especifica de Crecimiento (% dia™") de crias post eclosion de Paroctopus digueti
alimentados con tres diferentes dietas. Los calculos de las tasas se realizaron con los valores en
peso humedo

Del mismo modo, los organismos alimentados con jaiba presentaron una mayor
supervivencia (100%) durante todo el periodo experimental, a diferencia de los
alimentados con pasta y peletizado, los cuales tuvieron una supervivencia del 0%

en ambos casos al finalizar el periodo de alimentacion (figura 6).
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Figura 6. Supervivencia (%) de crias post eclosion de Paroctopus digueti alimentados con tres
diferentes dietas.

Experimento 2.

7.2 Evaluacion de la evolucién del indice hepatosomatico, reservas
nutritivas y actividad digestiva de las crias post eclosién de P. digueti
durante los primeros 14 DPE

7.2.1 Cambio de peso en los primeros 14 dias

Durante los muestreos efectuados en los primeros 14 dias de vida post eclosion, se
pudieron observar cambios de peso significativos (p > 0.00578; figura 7),
caracterizados por reducciones significativas del peso inicial (0.054g + 0.006 g) en
los dias 2, 4 y 6, (0.043 - 0.046 g) y la posterior recuperacién al dia 8 (0.05 g). Un
aumento de peso paulatino se observo a partir del dia 10, alcanzando su mayor
valor a los 14 DPE (x = 0.07 + 0.018 g).



0.10

Figura 7. Cambio de peso (g) en las crias post eclosion de Paroctopus digueti durante los primeros
14 dias de vida. Los datos se muestran como la media + DE. Las letras indican diferencias
significativas entre los DPE.

7.2.2 indice Hepatosomatico

Se puede observar que existe un incremento en el IHS conforme al transcurso de
los dias debido al aumento y desarrollo de la GD (figura 8). En los primeros dias se
registré un valor promedio de 1.5% y no se observaron variaciones, pero a partir de
los 8 DPE comienza a incrementar el valor del IHS hasta los 14 DPE. Se observaron
diferencias significativas (p < 0.00348) entre los primeros 6 dias (0, 4y 6) y los 14
DPE. Esto pone en evidencia el proceso de maduracion de la GD, la cual permite
tener una mayor capacidad en el procesamiento de los nutrientes obtenidos del
alimento exdgeno en esta etapa del desarrollo y, por lo tanto, podria indicar el
momento en el que los organismos comienzan a acumular reservas nutritivas

obtenidas del alimento exdgeno.
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Figura 8. Variacion del IHS de Paroctopus digueti con diferentes DPE. Los datos se muestran
como la media * EE. Las letras indican diferencias significativas entre los DPE.

7.3 Reservas nutritivas

7.3.1 Proteina Soluble en Glandula Digestiva

Las proteinas solubles en GD se mantuvieron practicamente constantes durante los
primeros 6 dias post eclosion para luego reducirse de forma significativa hacia los
8 DPE (p < 0.0435; figura 9). A partir de los 10 DPE se observo un aumento paulatino

en la concentracion de la proteina soluble en la GD de los pulpos.
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Figura 9. Concentracion de proteina soluble en glandula digestiva de juveniles de Paroctopus
digueti con diferentes DPE. Los datos se muestran como la media + DE. Las letras indican
diferencias significativas entre los dias post eclosion (DPE).



7.3.2 Proteina Soluble en Musculo

El contenido de proteinas solubles en musculo del brazo de los pulpos mostré un
incremento los primeros 10 DPE, seguido de una reduccién al 8 DPE. (p < 0.0275;
figura 10). A los 10 DPE se observo nuevamente un incremento de los niveles de
proteinas solubles en el musculo de los pulpos (¥ = 48 + 4.8 mg ml") el cual fue
seguido por una disminucién paulatina hasta alcanzar al dia 14 un valor 53% menor

que el maximo registrado 10 DPE.
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Figura 10. Concentracion de proteina soluble en musculo del brazo de juveniles de Paroctopus
digueti con diferentes DPE. Los datos se muestran como la media + DE. Las letras indican
diferencias significativas entre los dias post eclosion (DPE).

La relacion estandarizada de la concentracion de proteina soluble en GD y My la
edad de los pulpos mostré un desfase en la acumulacién de este sustrato en ambo
organos; el pico de proteina en GD fue seguido por un pico de proteina en M (figura
11). Es interesante hacer notar que en ambos érganos se registrd una reduccién en

proteina soluble al dia 8, para volver a incrementar al dia 10 en My al dia 14 en GD.
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Figura 11. Comparacion entre la concentracion de proteina soluble en glandula digestiva y
musculo del brazo de Paroctopus digueti con diferentes dias post eclosién (DPE). Los valores se
escalaron de 0 a 1 tomando como 0 el valor mas bajo reportado en este estudio y 1 el valor mas

alto. Los valores originales se encuentran en el Anexo 1.

7.3.3 Glucégeno en Musculo

El contenido de glucégeno en musculo mostré oscilaciones a lo largo de los
primeros dias post eclosion de los pulpos con picos registrados en 2, 6 10y 14 DPE

(figura 12). Un valor promedio de 0.97 + 0.15 mg g™ fue calculado para esos dias.
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Figura 12. Concentracion de glucégeno en musculo del brazo de juveniles de Paroctopus digueti
con diferentes DPE. Los datos se muestran como la media + DE. Las letras indican diferencias
significativas entre los dias post eclosion (DPE).

7.4 Enzimas digestivas

7.41 Lipasas

La actividad de las lipasas (figura 13) en los juveniles tempranos mostré
fluctuaciones a lo largo de los primeros 14 DPE, con dos picos de actividad a los 2
(¥ =1431.2 £ 125.4 U mg proteina™) y 6 DPE (x = 1297.5 + 77.2 U mg proteina™).
Los resultados del analisis enzimatico indican que la actividad de las lipasas es
significativamente menor (p < 0.00102) a los 10 y 14 DPE (x = 750.2 £ 45.84 U mg
proteina™).
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Figura 13. Actividad enzimatica de las lipasas de Paroctopus digueti con diferentes dias post
eclosion (DPE). Las letras indican diferencias significativas entre los DPE. Los datos se muestran
como la media + DE.

7.4.2 Proteasas Acidas y Alcalinas

La actividad de las enzimas proteoliticas acidas en GD (figura 14) muestran un
incremento significativo (p > 0.00005) en su actividad a partir de los 6 DPE (x =
10520.7 £ 1310.5 U mg proteina™). No se observaron diferencias significativas entre
los primeros 4 DPE (0 a 4), como posteriores (6 a 14). En contraste, la actividad de
las proteasas alcalinas (figura 15) mostrd un pico de actividad a los 8 DPE, pese a
esto no se observaron diferencias significativas entre los diferentes DPE.
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Figura 14. Actividad enzimatica de las proteasas acidas de Paroctopus digueti con diferentes dias
post eclosion (DPE). Las letras indican diferencias significativas entre los DPE. Los datos se
muestran como la media + DE.
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Figura 15. Actividad enzimatica de las proteasas alcalinas de Paroctopus digueti con diferentes

dias post eclosion (DPE). Los datos se muestran como la media + DE.



8 DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio pusieron en evidencia que las crias
post eclosion de P. digueti durante los primeros 14 dias de vida llevan a cabo una
serie de ajustes bioquimicos y metabdlicos que dan como resultado el
acondicionamiento de las capacidades digestivas que les permitiran un desempeno
adecuado en el ecosistema marino en el que habitan. Los cambios en los niveles
de proteinas solubles en GD y M asi como en la actividad de las enzimas digestivas
y en el IHS, son la evidencia de que, en los primeros dias de vida, P. digueti
experimenta cambios profundos en la forma en que los nutrientes internos
(probablemente presentes como restos del vitelo) y externos (provenientes del
alimento) modulan la capacidad digestiva y por ende la disponibilidad de energia

para el crecimiento.

8.1 Crecimiento y supervivencia

En esta investigacion, los pulpos alimentados con las tres dietas consumieron el
alimento desde el momento en que se les proporcion6 (1 DPE), lo cual sugiere que
las dietas suministradas estimularon a los organismos a alimentarse (Dominguez et
al. 2005, 2007).

Estudios previos, han reportado que la jaiba es la mejor dieta para los
cefalépodos, pues no solo aporta las proteinas necesarias para el crecimiento, sino
que también cuenta con altas proporciones (mas del 8%) de proteina soluble de alta
digestibilidad (Aguado-Giménez & Garcia-Garcia 2003, Garcia-Garcia & Aguado-
Giménez 2002, Giménez & Garcia 2002, Méndez-Aguilar et al. 2014, Miliou et al.
2005, Rodriguez et al. 2006, Rosas et al. 2007).

Martinez et al. (2014) reportaron TEC utilizando juveniles de O. maya con 30

d de edad reportaron tasas de crecimiento de 1.96 % dia™' y sobrevivencia de 55%

en organismos alimentados con carne de jaiba. Esos resultados resultaron ser
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menores a los obtenidos ahora de 3.35% d-'en juveniles de P. diguetilo que permite
pensar que al igual que O. maya, P. digueti podria resultar ser una especie

candidata para el desarrollo de proyectos acuicolas (Rosas et al. 2008, 2013).

Los resultados obtenidos en pulpos alimentados con AH y AP sugieren que,
a diferencia de los juveniles de O. maya, en P. digueti este tipo de dietas no tienen
los mismos efectos en el crecimiento y en la sobrevivencia: los juveniles tempranos
post embrionarios de P. digueti perdieron peso después de 10 de haber sido
alimentados con las dietas experimentales, mostrando que las posibles deficiencias
de los pulpos o de las dietas pudieran estar concurriendo.
Las experiencias desarrolladas con O. maya mostraron que cuando una dieta es
inapropiada los pulpos pierden peso rapidamente, pues en tales circunstancias se
disparan los mecanismos de movilizacion de proteinas de reserva desde el musculo
y hacia la glandula digestiva. En O. maya se ha podido establecer que un periodo
de ayuno de mas de 4 dias es irreversible afectando el crecimiento y la
sobrevivencia. Se ha podido establecer que la irreversibilidad de ese proceso esta
dada por la movilizacion de AA de con valor energético los que, aun re-alimentando
a los animales no regresan a sus niveles originales afectando el crecimiento
(George-Zamora et al. 2011). Aunque en el presente estudio no se obtuvieron
evidencias que indiquen cuales son los nutrientes que pudieron haber faltado en la
dieta, con las experiencias obtenidas en O. maya es posible inferir que, en
condiciones de inmadurez fisioldgica y digestiva de los juveniles post embrionarios
de P. digueti las dietas experimentales no fueron produciendo un efecto de ayuno

prolongado con las consecuencias fatales para los organismos.

Esto sugiere que en las fases tempranas del desarrollo después de la eclosion,
P. digueti no tiene la capacidad para poder aprovechar los nutrientes aportados en
las dietas formuladas y, por tanto, no cubren todos los requerimientos nutricionales,
principalmente proteicos, para el crecimiento de los pulpos, siendo un factor
extrinseco que afecta la nutricion de los organismos. Asi también, hay otras

caracteristicas nutricionales que deben considerarse en el momento de formular
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dietas para cefalopodos, ademas de las proteinas como la composicién lipidica,
perfiles de aminoacidos, vitaminas, etc. (Rosas et al. 2012).

El indice hepatosomatico ha sido implementado como un indicador de las
reservas energéticas. En algunas especies marinas se ha observado que puede
utilizar estas reservas como adaptacion metabdlica para sobrevivir a periodos de
inanicién (Comoglio et al. 2004). El valor del IHS de P. digueti incrementd a partir
de los 8 DPE lo cual puede asociarse a que previo a esta etapa del desarrollo, los
pulpos dependen fuertemente de sus reservas vitelinas durante el proceso de
maduracion de la glandula digestiva. Después de este momento, se observo un
incrementd en el IHS, observando su valor mas alto a los 14 dias. Esto podria indicar
una mayor capacidad de almacenamiento de reservas nutritivas en este érgano,
asociado a una mayor eficiencia de ingesta y aprovechamiento del alimento
exogeno. Martinez-Yanez & Rosas (2015) reportaron que en O. maya los nutrientes
se absorben y se acumulan primero en la GD en donde son parcialmente
almacenados y luego distribuidos, via el torrente sanguineo, a los distintos érganos

del cuerpo.

8.2 Reservas nutritivas

Aspectos importantes de la fisiologia digestiva de los cefalopodos residen en la
comprension de los mecanismos de produccion, absorciéon y asimilacion de
nutrientes adquiridos en el alimento (Boucaud-Camou & Boucher-Rodoni 1983,
Buldelmann et al. 1997, Semmens 2002). Considerando esto, investigaciones
recientes han sido enfocadas en la evaluacién y cuantificacion del contenido de los
metabolitos y reservas nutritivas tanto en la glandula digestiva como en el musculo,
sefalando que es un buen indicador del estado nutricional y condicion fisiologica de
los pulpos (Aguila et al. 2007, Villegas 2013).

La glandula digestiva (GD) se encarga de la sintesis y secrecion de enzimas
digestivas, almacenamiento de nutrientes, procesos digestivos, absorcion vy
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funciona también como un 6rgano de excrecion de desechos (Boucaud-Camou &
Boucher-Rodoni 1983, Hatfield et al. 1992, Lopez-Ripoll 2010, Swift et al. 2005). En
O. maya, se han establecido tres funciones principales de la GD: almacenamiento
y reabsorcidn de las reservas endogenas y exdgenas, excrecion de productos de
desecho y, por ultimo, la sintesis y secrecion de enzimas para los procesos
digestivos (Lopez-Ripoll 2010).

En los primeros DPE (0 a 4) se ha reportado que, para algunas especies de
cefalopodos como O. mayay S. officinalis, no presentan células diferenciadas en la
glandula digestiva teniendo en consecuencia una dependencia de la alimentacion
endogena a partir de las reservas vitelinas, por la inexistencia de células digestivas
funcionales que secreten enzimas digestivas (Lépez-Ripoll 2010, Moguel et al.
2010, Perrin 2004). En las paralarvas de O. vulgaris, y en los juveniles tempranos
de O. maya se ha observado que los animales procesan el alimento ingerido desde
el momento de la eclosion debido a que ya existe secrecion de enzimas digestivas
(Vecchione & Hand 1989) y a los 5 DPE vya finalizé la absorcion de vitelo, por lo que
su alimento es unicamente de origen exégeno (Lopez-Ripoll 2010, Vecchione &
Hand 1989).

Es probable que en P. digueti tampoco presente células digestivas
diferenciadas al momento de la eclosion las cuales deberan irse diferenciando en
los siguientes dias post eclosion. Los resultados obtenidos ahora mostraron que
entre los 6 y 9 DPE, existe una transicion en la GD en la que los organismos pasan
por una etapa de maduracién de este 6rgano pasando del uso de las reservas de
vitelo a la adquisicion de alimento exdgeno como fuente de nutrientes, tal y como
ha sido reportado en O. maya (Lopez-Ripoll 2010). Los resultados obtenidos del
analisis de las PS obtenidos en el presente estudio entre los 6 y 10 DPE, indican
una disminucion importante de las reservas vitelinas y el comienzo de la
acumulacion de nutrientes provenientes de la alimentacion exogena.
Posteriormente entre los 8 y 9 DPE se terminan por completo las reservas de vitelo

y los pulpos comienzan a depender exclusivamente del alimento exdgeno, lo cual
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pudo ser comprobado por el incremento de proteina soluble y glucégeno en la
glandula digestiva en este periodo. Resultados similares han sido reportados en
otras especies de pulpos (Boucaud-Camou 1973, Boucaud-Camou & Yim 1980,
Boucher-Rodoni et al. 1987, Lopez-Ripoll 2010).

Como ha sido observado en O. maya (Lopez-Ripoll 2010), los resultados
obtenidos en este estudio indican que en P. digueti es altamente posible que la GD
siga un proceso similar en el que los pulpos requieren de un tiempo de ajuste en los

procesos estructurales y digestivos antes de poder procesar alimentos complejos.

8.2.1 Proteina Soluble en Glandula Digestiva

El metabolismo de los cefaldopodos es principalmente proteico (Lee 1994). Los AA,
ademas de ser utilizados para el crecimiento, también se utilizan con fines
energéticos. Las altas tasas de crecimiento de los cefalopodos estan relacionadas
con la alta sintesis de proteinas (Dominguez 1999, Dominguez et al. 2005, Houlihan
et al. 1989) siendo estas la principal fuente de energia (Lee 1994). Los AA producen
rutas de piruvato y otras moléculas intermedias del ciclo de Krebs, con potencial
para producir glucosa a través de la produccion de fosfoenolpiruvato (Lehninger et
al. 1993).

La carne de jaiba, al igual que la de muchos crustaceos bentonicos, tiene una alta
proporcion de arginina pues es utilizada por estos organismos como fuente principal
para la formacion de glucégeno o como aminoacido libre en la regulacion osmética
(Martinez et al. 2011, Martinez et al. 2014). La arginina forma glutamato, el cual
ingresa al ciclo de Krebs como a-cetoglutarato (Lehninger et al. 1993). Teniendo en
cuenta lo antes mencionado, se puede inferir que los juveniles de P. digueti en su
etapa post eclosion dependen en buena parte de las proteinas solubles como fuente
de AA energéticos los cuales son utilizados en la sintesis, entre otras moléculas, de

glucogeno, ambos esenciales para el crecimiento.
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8.2.2 Glucégeno

En los cefalopodos, y en particular en los pulpos, el glucogeno en el musculo es un
reflejo de las rutas gluconeogénicas dependientes del catabolismo de las proteinas
(Gallardo et al. 2017). Su incremento en el tiempo refleja el proceso de maduracion
de la glandula digestiva, 6rgano desde el cual se movilizan los nutrientes. Su mayor
presencia en el musculo del brazo sefiala una mayor preparacion de los pulpos para
su actividad predadora y, por tanto, en condiciones de cautividad la manipulacion
mecanica del alimento. El glucégeno es conocido como la moneda energética mas
importante para la locomocion, escape y la captura de las presas (Lee 1994,
Martinez et al. 2011, Villegas 2013).

Se ha reportado que los juveniles tempranos de O. maya presentan un mejor
crecimiento cuando existe una mayor acumulacion de glucogeno en My en GD, lo
cual podria favorecer las rutas gluconeogénicas, permitiendo que los pulpos utilicen
los carbohidratos como energia y poder asi satisfacer la demanda que implica el
crecimiento (Martinez et al. 2011, Villegas 2013).

En P. digueti se observd un contenido de glucégeno maximo en M de 1.2 +
0.02 mg g ' el cual es mayor al reportado por Martinez et al. (2014) para O. maya
(0.71 £ 0.04 mg g ). Los resultados obtenidos mostraron que el glucogeno se utilizé

como fuente de energia para el crecimiento de los pulpos.

Por ello, es importante sefalar que, tanto el glucogeno como la proteina
participan de manera especifica en las rutas metabdlicas, ya que se acoplan a
través de las diferentes vias metabdlicas, actuando en conjunto en diversos

procesos biologicos (Martinez et al. 2014).
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8.2.3 Enzimas digestivas

Estudios anteriores han demostrado que la determinacion de las actividades de las
principales enzimas, responsables de la degradacion de los nutrientes contenidos
en los alimentos, permiten conocer los efectos que ejercen estos en la actividad
digestiva. También la evaluacion de la actividad de las enzimas digestivas ha sido
relacionada con los procesos de absorcion y asimilacién de los nutrientes y por tanto
del desarrollo, crecimiento y supervivencia de los organismos. La medicion de la
actividad de enzimas intra y extracelulares ha sido considerada como un indicador
clave para la evaluacion de dietas en cefaldpodos (Aguila et al. 2007, Gallardo et al.
2020, Martinez et al. 2014, Moguel et al. 2010, Perrin et al. 2004, 2006, Rosas et al.
2013).

8.2.4 Lipasas

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los enlaces tipo éster de los triglicéridos,
componentes abundantes del vitelo. En el presente estudio se observé en P. digueti
un incremento en la actividad de las lipasas en los primeros 6 DPE, lo cual sugiere
la alta degradacion de la fraccion lipidica del vitelo y la alta demanda de energia
posterior a la eclosién (Boucaud-Camou & Roper 1995). Las lipasas medidas en
este trabajo muestran un alta de actividad durante los primeros 6 DPE, reduciendo
su accion hacia el final de los 14 DPE. Estos resultados podrian estar asociados al
proceso de maduracion del sistema digestivo de P. digueti, principalmente de la
glandula digestiva, responsable de la sintesis y secrecion de las enzimas digestivas,
la cual probablemente termina alrededor de los primeros 10 a 14 DPE.

8.2.5 Proteasas acidas y alcalinas
Al inicio los dias post eclosion la actividad de las proteasas acidas y alcalinas de los

pulpos es regida por la madurez de las células que conforman la GD (Moguel et al.
2009). En O. maya ese proceso se lleva a cabo en los primeros 10 DPE, durante
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los cuales las reservas vitelinas de las crias post eclosion son absorbidas mientras
se activan las células y su capacidad para producir secreciones enzimaticas
(Moguel et al. 2009).

En los juveniles tempranos post embrionarios de P. digueti se observé un
incremento en la actividad de las proteasas acidas y alcalinas después de los 6
DPE, momento en el que se ha reportado que la GD comienza a madurar y se
activan las enzimas digestivas (Lopez-Ripoll 2010). Esta actividad se mantuvo
constante hasta el dia 14 indicando la preponderancia de la digestion acida en esta

especie de pulpo.

En este estudio se registrd la mayor actividad de proteasas alcalinas en los
pulpos con 8 DPE. Un solo pico de actividad en ese dia y su posterior declive indicé
un cambio en la capacidad digestiva de los animales y con esto, posiblemente,
cambios importantes en la dinamica digestiva. Se ha reportado que O. maya tiene
la capacidad de ajustar su metabolismo, alterando la secrecion de enzimas para
degradar el alimento y por tanto asimilar de manera mas eficiente los nutrientes
(Aguila et al. 2007, Rosas et al. 2008). Aunque las enzimas alcalinas siempre estan
presentes en los procesos digestivos de los cefalopodos, la magnitud de su
actividad sugiere un papel menos importante en el proceso digestivo de estos

animales

Los resultados obtenidos en trabajos anteriores sugieren que la capacidad
enzimatica de los pulpos y, en consecuencia, la digestibilidad de los alimentos
podria mejorarse utilizando nutrientes que estimulan la secrecién de enzimas. En
este sentido, ha sido reportado (Best & Wells 1983, 1984) que la secrecion de
enzimas se puede regular mediante estimulos visuales, quimicos vy
endocrinoldgicos (Aguila et al. 2007). Aguila et al. (2007) sugieren que la capacidad
enzimatica de los pulpos y, en consecuencia, la digestibilidad de los alimentos

podria mejorarse utilizando nutrientes que estimulan la secrecion de enzimas.
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Esta investigacion es de suma importancia ya que nos permite aproximarnos al
conocimiento de la implementacién de dietas formuladas y la seleccidn del alimento
durante los primeros dias post eclosion de Paroctopus digueti. Ademas, este es el
primer estudio en el que se describen algunos aspectos de la actividad digestiva y
el contenido de reservas nutritivas durante la ontogenia digestiva del pulpo pigmeo
del Pacifico. Se considera que este trabajo podria ser el parteaguas para diferentes
lineas de investigacion con esta especie ya que se pueden abordar aspectos sobre
ontogenia digestiva en embriones, comparar la ontogenia observada con
organismos sin alimentar para observar como se emplean las reservas vitelinas, y
con esto una mejor implementacion de dietas para el cultivo de las primeras fases

del crecimiento post embrionario.

Los resultados obtenidos sobre el efecto en la nutricion de las dos dietas
experimentales y la carne de jaiba en el crecimiento y sobrevivencia de los juveniles
post embrionarios de P. digueti indicaron que las dietas formuladas no favorecieron
el crecimiento ni la supervivencia de los pulpos en comparacion con la dieta control,
por lo que la hipotesis de investigacion fue rechazada. De hecho, las TEC de los
organismos alimentados con la pasta y el pellet fueron negativas indicando que
ninguna de las dietas fue apropiadamente aprovechada por los organismos. En
contraste, los organismos alimentados con carne de jaiba presentaron la mejor
supervivencia, una mayor ganancia de peso y, por consecuencia, la mayor tasa de
crecimiento. Los resultados obtenidos ahora respecto de los cambios observados
en la capacidad digestiva de los pulpos en los primeros DPE sugieren que debido a
su inmadurez de la GD la alimentacién de juveniles con dietas complejas es

inadecuada.

Esto es debido a que para poder procesar los componentes de dietas
complejas los juveniles de P. digueti necesitan terminar de desarrollar el sistema
digestivo, incrementar la capacidad de hidrolisis de las proteasas y muy
probablemente de concluir con la estructura morfolégica de la propia GD tal y como
ha sido observado en O. maya (Martinez et al. 2014, Santiago-Alvarez 2018). A
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diferencia de los alimentos formulados, la jaiba fresca fue aprovechada en esta
primera etapa del desarrollo, lo cual puede ser resultado de una mayor capacidad
de las crias de P. digueti para digerir este alimento. La presencia de AA libres
(principalmente glicina) y de enzimas proteoliticas como la tripsina en la carne de la
jaiba fresca pudo haber facilitado el proceso de autolisis de los nutrientes,
coadyuvando a la digestion de P. digueti, tal y como ha sido observado en fases

larvales de peces y crustaceos (Kumlu & Jones, 1994).
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9 CONCLUSIONES

Experimento 1
a. El alimento fresco favorecié el crecimiento, la supervivencia y la tasa especifica

de crecimiento de las crias post eclosion de Paroctopus digueti. Por el contrario,
los organismos alimentados con las dietas formuladas tuvieron pérdida de peso,
y en consecuencia tasas especificas de crecimiento negativas.

b. Teniendo en cuenta los conocimientos ahora obtenidos se sugiere que los
pulpos sean alimentados al menos 12 dias después de la eclosion con carne de
jaiba fresca pues con ese alimento se fortalece el sistema digestivo dando lugar
a la madurez de los procesos bioquimicos y fisiologicos que son claves para el
crecimiento. En este sentido se sugiere que se lleven a cabo pruebas con dietas
experimentales una vez con animales que hayan completado la etapa de
transicion digestiva con una edad igual o mayor a los 20 DPE. A esa edad es
altamente probable que la GD digestiva esté lo suficientemente madura para
poder contender con los nutrientes complejos inherentes a un alimento
elaborado artificialmente.

Experimento 2

a. Las proteinas solubles y el glucogeno disminuyeron entre los 6 y 10 DPE, lo que
sugiere el agotamiento de las reservas vitelinas y el inicio de la alimentacion
exdgena para el almacenamiento de nutrientes provenientes del alimento. Estos
resultados sugieren que, al igual que otras especies de pulpo P. digueti para por
un proceso de transicién en el que los pulpos pasan de una condicion post
eclosion a la etapa juvenil.

b. Las lipasas presentaron una mayor actividad los primeros 6 DPE debido
posiblemente al consumo de vitelo remanente. Una vez consumidas esas
reservas la actividad de las disminuy¢ indicando la terminacion del proceso de
madurez post eclosion en los organismos hacia los 14 DPE.

c. Las crias post eclosiéon de P. digueti incrementaron la actividad de las proteasas
acidas y alcalinas después de los 6 DPE, momento en el que se efectua la
transicion en la GD, indicando la activacidn de los procesos digestivos y por
tanto de la capacidad para el procesamiento de nutrientes mas complejos y de

fuente exdgena.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Valores promedio (+ DE) de las evaluaciones realizadas en las crias de Paroctopus digueti con diferentes dias post eclosion.

Dia post — Proteina GD | Proteina M| Glucégeno Lipasas Proteasas acidas Prote.a sas o
eclosion Peso x (g) mg ml - mg ml -1 mgg " U mg proteina! | U mg proteina™ alcallna§ y IHS %
U mg proteina

1 0.05 £ 0.006 23.3+2.2 92+1.3 0.2 +£0.02 1143.5 £ 124.5 5627.8 £ 572.4 5335.3 £ 939.6 1.5+04
2 0.04 £ 0.002 273122 145+04 | 1.2+£0.02 1431.2 £ 1254 5687.1 £ 3173.3 - 25+15
4 0.05 £ 0.002 27.9+0.9 32+5.3 0.4 +0.01 853.5+0.1 4656 + 825.8 3313.3£765.8 3.2+0.7
6 0.04 £ 0.007 223122 46.5+28 | 0.9+0.01 1297.5+77.2 10520.7 £ 1310.5 - 26+0.1
8 0.05 £ 0.009 95+04 315+0.2 | 0.5+0.01 - 12677.9 £ 2102.4 9210 + 2834 46129
10 0.06 £ 0.002 15.8+0.5 48 +4.8 0.9 £ 0.004 782.6 £79.4 13631.7 £ 2028.3 2422 + 325.1 4+23
12 0.06 £ 0.025 211205 356+28 | 0.8+0.02 - 12127.3 £5519.6 | 3281.3+1098.8 | 4.1+1.5
14 0.07 £ 0.018 22.7+34 224 +1.1 1+0.03 717.8 £ 84.7 12300.1 £ 857.2 4317 + 625.3 6.7+4.4
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Anexo 2. Resultados del ANOVA obtenido de cada una de las evaluaciones realizadas en las
crias de Paroctopus digueti con diferentes dias post eclosion. Los asteriscos indican si existe
diferencia significstiva en cada una de las evaluaciones.

Evaluacion GL MS F P
Glucégeno 23 0.3921 4.236 0.0416*
Lipasas 23 2464885 14.32 0.00102*
Prpt_easas 23 209369915 25.17 0.00005*
acidas
Proteasas 23 6043693 0.653 0.428
alcalinas
IHS 23 43.23 10.71 0.00348*
Peso 23 0.001256 9.344 0.00578*
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