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Resumen

En el presente trabajo se evalu6 el efecto que tienen 7 diferentes fuentes de proteina sobre
el crecimiento y la actividad de las enzimas digestivas de Octopus maya, con el fin de
conocer si pueden o no ser aprovechadas en la elaboracién de un alimento balanceado para
el cultivo del pulpo. Dichas fuentes fueron: jaiba fresca (como control), harina de pescado,
harina de almeja, Concentrado Protéico de Solubles de Pescado (CPSP 70%), tentaculos de
calamar liofilizados, almeja liofilizada y jaiba liofilizada. Para la evaluacion se emplearon
juveniles de O. maya cultivados de entre 1 y 30 dias de vida. Los insumos probados fueron
seleccionados siguiendo la secuencia de experimentos realizados, de tal forma que la
eleccion de un insumo siempre se realiz6 tomando en cuenta los resultados del experimento
previo. Unicamente el primer experimento se llevé a cabo utilizando un alimento completo a
partir del cual se disefiaron los experimentos posteriores. En todos los casos se utilizaron
fuentes de proteina nativa a excepcién del Gltimo ensayo en el que algunas de las fuentes
proteicas fueron desengrasadas y re-engrasadas con el fin de conocer el efecto de los

acidos grasos poliinsaturados en el crecimiento de los juveniles de O. maya.

La jaiba fresca fue utilizada como control positivo debido a que con ella se presentan las
mejores tasas de crecimiento. Con ningun insumo diferente de la jaiba, fresca o liofilizada, se
registraron valores positivos de crecimiento, aln cuando éstos fueron sometidos a un
proceso de extraccion, y en su caso también de readicién, de grasas. Asi, no fue posible
asegurar que el tipo de acidos grasos contenidos en cada una de las fuentes de proteina
probadas fueran los causantes de las bajas tasas de crecimiento obtenidas como producto
de una baja digestibilidad. En el caso de las enzimas digestivas, aunque no se encontré un
patron definido de actividad, si se pudo observar que aln asi la actividad de las mismas si se

ve regulada por el tipo de alimento proporcionado al animal.



Introduccién

Los pulpos son moluscos cefalépodos presentes en practicamente todos los mares
del planeta. Se reproducen una sola vez en su vida (Mangold, 1983; Giménez and Garcia,
2002) y se caracterizan por tener ciclos de vida cortos, que pueden apenas llegara 6 0 9
meses de edad (Okutani, 1990; Forsythe, 1981; Domingues et al., 2001a, 2001b, 2002).

Sin embargo, la mayoria de las especies vive entre uno y dos afos (Mangold, 1983).

En los dltimos afios la demanda de estos animales en el mercado se ha visto
incrementada por ser un producto de alto valor culinario, cuya valia como recurso
pesquero es reconocida en todo el mundo, mas por su valor comercial que por el tamafio
de sus capturas, inferiores a las de muchas otras especies marinas. Con dicho aumento

en su demanda se ha producido una sobreexplotacién de las poblaciones silvestres.

De acuerdo con la Carta Nacional Pesquera, en el Golfo de México se capturan
principalmente dos especies de pulpo, el Pulpo Patudo (Octopus vulgaris) y el Pulpo Rojo
(Octopus maya). Aunque para el caso de O. vulgaris se considera que sus poblaciones se
encuentran con potencial de desarrollo, para el caso de O. maya éstas se hallan ya al
maximo sustentable. Asi, se recomienda no incrementar el esfuerzo pesquero actual
hacia O. maya, revisar su periodo de veda y brindar proteccién al reclutamiento de la

especie. Las generalidades de esta especie se incluyen en el Anexo I.

Una opcién valiosa y viable para contribuir a la conservacion de las poblaciones silvestres
de pulpo, sin dejar de abastecer por supuesto la demanda del mismo en el mercado, es
precisamente la acuacultura. Estos cefalopodos, en estado adulto, poseen caracteristicas
relevantes para su cultivo en condiciones controladas:

e se adaptan facilmente al cautiverio

e presentan tasas de crecimiento y reproduccion muy elevadas

e aceptan alimentos frescos y congelados

e elevado precio y amplitud de mercado

Sin embargo, los esfuerzos por cultivar pulpo, ya sea en jaulas flotantes o en estanques
con condiciones controladas, han encontrado su mayor dificultad en el mantenimiento de

las crias, especialmente en lo que al ambito de la alimentacidn y la nutricidn se refiere.



El metabolismo de los cefalépodos es esencialmente proteico y muy distinto del de los
peces o crustaceos (Lee, 1994). El requerimiento en amino acidos para la produccion de
proteinas es elevado (Houlihan et al., 1990) y su metabolismo es totalmente dependiente
de ellas (Lee, 1994), siendo Unicos entre los poiquilotérmicos (Forsythe and Van
Hewkelem, 1987; Lee et al., 1998). Asi, Lee (1994) defiende que la relaciéon Proteina/
Energia (P/E), normalmente usada en otros animales para definir la calidad de una dieta,
no es fiable ni buena indicadora de una dieta apropiada para cefalépodos y propone que

el balance de amino 4cidos en el alimento es el mejor indicador de una buena dieta.

En los cefaldpodos las altas tasas de crecimiento resultan de una elevada tasa de sintesis
de proteinas siendo que, por ejemplo, en el pulpo Octopus vulgaris mas del 90% de las
proteinas sintetizadas son retenidas y utilizadas para el crecimiento (Houlihan et al.,
1990).

Estos organismos se componen mayoritariamente de agua (80%). Las proteinas
representan cerca del 16.6% de su peso humedo (lwasaki and Harada, 1985). Los
carbohidratos representan cerca del 1% (Vlieg, 1984) y los lipidos menos del 2%. Ninguno
de estos dos ultimos componentes es utilizado para la produccion de energia (Hochachka,
et al., 1975). En términos de peso seco, su composicion es mayoritariamente proteica (75
a 85%). En comparacién con los peces, poseen 20% mas de proteina, 80% menos de
cenizas, entre 50 a 100% menos de lipidos y entre 50 a 100% menos de carbohidratos
(Lee, 1994), los lipidos neutros son muy poco utilizados (Lee et al., 1998). Una vez que
las proteinas son utilizadas para todas las funciones vitales y el crecimiento, su
asimilacion es muy eficiente con valores superiores al 90% (Lee, 1994). Asi, las proteinas

son la mayor fuente de energia para estos organismos (Lee, 1994).

El cultivo del pulpo se encuentra aun en fase de desarrollo. Uno de los principales
problemas que enfrenta esta actividad es precisamente la falta de un alimento balanceado
gue cubra con los requerimientos de nutrientes esenciales del pulpo, que sea disponible y
de bajo costo y que promueva el crecimiento y la reproduccidon de los organismos

cultivados.
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Antecedentes

Estudios previos han demostrado que a la fecha no existen alimentos balanceados para
alimentar cefal6podos. Numerosas investigaciones desarrolladas en diversas especies de
pulpos han sido dedicadas a la exploracidon de diversas fuentes proteicas incluyendo
surimi de pescado, pollo congelado, croquetas para perro, camarones congelados,
fragmentos de calamar, camarones vivos y cangrejos, entre otros (Van Heukelem, 1976;
Van Heukelem, 1977; Forsythe and Hanlon, 1980; Hanlon and Forsythe, 1985a; Hanlon
and Forsythe, 1985b; Garcia-Garcia and Aguado-Giménez, 2002; Giménez and Garcia,
2002; Aguado-Giménez and Garcia-Garcia, 2003; Vaz-Pires et al., 2004; Miliou et al.,
2005; Petza et al., 2006; Pérez et al., 2006; Rosas et al., 2007; Domingues et al., 2007).
De entre estos estudios se destaca el realizado por Lee et al. (1991) quienes demostraron
gue entre 12 diferentes fuentes proteicas, Unicamente los pulpos que fueron alimentados
con camaron vivo o con carne de pollo crudo produjeron un crecimiento positivo. Una
especie muy estudiada en estos aspectos ha sido Sepia officinalis, especie de desarrollo
directo muy abundante en los mares europeos y asiaticos (Gomi et al., 1986). Estos
estudios se han dedicado a probar diferentes formas de alimentar a los cefalépodos con
fuentes de proteina de alta calidad como la proveniente de camarones, misidaceos y
calamares (Castro, 1991; Castro et al., 1993; Castro and Lee, 1994; Domingues, 1999;
Domingues et al., 2002; Koueta et al., 2002; Domingues et al., 2004; Domingues et al.,
2005; Le Bihan et al., 2006; Koueta et al., 2006). De estas experiencias lo que se ha
podido notar es que, en general, los animales presentan crecimientos mayores de 6% por
dia cuando la proteina proviene principalmente de crustaceos vivos o en su defecto
congelado. No obstante, cuando esta misma proteina ha sido modificada ya sea por
coccién o por secado con calor, los crecimientos observados raramente pasan del 0.5%
por dia indicando que las sepias y los pulpos son en general sensibles a los cambios en

algun aspecto relativo a la disponibilidad de las proteinas en el alimento.

Entre los aspectos que han sido estudiados para explicar las razones por las cuales los
cefalépodos no crecen cuando son alimentados con algunas de estas fuentes proteicas se
encuentran los niveles de lipidos en la dieta. Koueta et al. (2006) observaron que cuando
los paleménidos congelados son sumergidos en aceite rico en acidos grasos
poliinsaturados, los juveniles de S. officinalis muestran un incremento en el peso del

manto mayor que el observado en los animales alimentados con la dieta control. Por su
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parte diversos autores (Garcia-Garcia and Aguado-Giménez, 2002; Giménez and Garcia,
2002; Petza et al., 2006; Pérez et al., 2006; Rosas et al., 2007; Domingues et al., 2007)
observaron que en O. vulgaris, O. maya y Enteroctopus megalocyatus, dietas ricas en
lipidos suelen afectar negativamente el crecimiento debido a la posible saturacién que
éstos provocan de los sitios de absorcion de la proteina en la glandula digestiva. Asi,
aunque los &cidos grasos poliinsaturados parecieran ser benéficos para el crecimiento de
los juveniles de sepia, su uso en dietas para engorda deberd considerar la capacidad
digestiva de los organismos en particular, la cual depende de las dietas naturales para las
gue los organismos se han adaptado. En el caso particular de los pulpos, los resultados
hasta ahora obtenidos demuestran que los lipidos podrian limitar la digestién de las

proteinas ya que estos son poco frecuentes en sus dietas naturales.

Una de las formas de estudiar la capacidad digestiva de los pulpos, al igual que de otras
especies de interés para la acuacultura, es a través de la evaluacion de los efectos que
los alimentos tienen sobre la actividad de las enzimas digestivas. Estudios recientes
llevados a cabo en pre-adultos de O. maya demostraron que la actividad de las proteasas
generales, tripsina y quimotripsina es modulada por las caracteristicas del alimento
ofrecido. Aguila et al. (2007b) trabajando con dietas balanceadas disefiadas
especificamente para O. maya y con diferentes niveles de hidrolizado de pescado,
observaron que las dietas que produjeron crecimientos negativos indujeron la produccién
de quimotripsina mientras que las dietas que produjeron altas tasas de crecimiento
indujeron la actividad de la tripsina. También Rosas et al. (2007) al utilizar un alimento
balanceado originalmente disefiado para alimentar camarones y enriquecido con pasta de
calamar (Loligo spp) observaron una respuesta similar, lo que hizo pensar que esta
especie de pulpo tienen la capacidad de aumentar la capacidad digestiva en un intento
por extraer una mayor cantidad de nutrientes en presencia de dietas deficientes.
Considerando que la capacidad digestiva puede cambiar con la edad se realizé un estudio
en el que se evaluaron los efectos de un alimento balanceado sobre el crecimiento y la
actividad de las enzimas digestivas de O. maya (Moguel 2008). Ahi se observd que, al
igual que en los pre-adultos, la quimotripsina de organismos menores de 1g de peso
himedo es inducida en presencia de dietas deficientes mientras que la tripsina se

relaciona directamente con el crecimiento.
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Justificacion

Octopus maya es una especie de importancia econémica y con un gran potencial para ser
utilizada como especie de cultivo. Aunque las dietas hasta ahora utilizadas para alimentar
a esta especie en cautiverio han sido elaboradas tomando en consideracion los perfiles de
amino &cidos, carbohidratos y lipidos de las jaibas, con las que se obtiene el mayor
crecimiento, los resultados obtenidos indican que en el disefio de estos alimentos deben
de considerarse otros aspectos ademas de los estrictamente relacionados con su
composicién bioquimica. El uso de indicadores de la capacidad digestiva, como la
actividad de las enzimas digestivas acopladas al crecimiento y la sobrevivencia,
proporcionan una base sélida para comprender la forma en que los elementos de la dieta
son utilizados. Esta informacién permitird establecer una base para el disefio de dietas
gue promuevan la capacidad digestiva y al mismo tiempo satisfagan los requerimientos
nutricionales para el crecimiento de los pulpos en particular y de los cefaldopodos en

general, contribuyendo asi al desarrollo de la tecnologia para su cultivo.

Por estas razones el presente estudio ha sido disefiado con el fin de establecer la manera
en que diferentes fuentes proteicas derivadas de un alimento balanceado modulan la
actividad de las enzimas digestivas, el crecimiento y la sobrevivencia de los juveniles

tempranos de Octopus maya.

Objetivos particulares

1. Conocer el efecto de diferentes fuentes proteicas en el crecimiento y sobrevivencia
de los juveniles tempranos de Octopus maya obtenidos en condiciones
controladas.

2. Establecer si existe una relacién entre la actividad de las enzimas digestivas
(fosfatasas acidas, proteasas generales, tripsina y quimotripsina) y el crecimiento
gue pueda explicar la forma en que el tipo de alimento modula la capacidad

digestiva de estos organismos.
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Material y Método

Origen de los organismos

Se obtuvieron juveniles de Octopus maya provenientes de desoves realizados bajo
condiciones controladas de luz y temperatura. Las hembras fecundadas fueron extraidas
del medio natural y trasladadas al area de maduracidon e incubacion, en donde se
mantuvieron alrededor de 45 dias (tiempo después del cual la hembra realiza la puesta).
Los huevos se trasladaron a incubadoras en donde se tuvo especial cuidado con el
sistema de aeracién y la calidad del agua, factores criticos para la sobrevivencia de los
embriones (Fig. 1). Una vez ahi se esperaron de 40 a 50 dias hasta completar el

desarrollo de los embriones seguido del avivamiento.

Figura 1. a) Sistema de incubacién; b) Masa de huevos de O. maya.

Los organismos utilizados variaron desde recién eclosionados hasta el mes de edad en
los diferentes experimentos y, dependiendo de la disponibilidad de ejemplares, en algunos
casos ademas de la edad también se tomd en cuenta su peso para llevar a cabo la

seleccion.
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Condiciones Experimentales

Los juveniles de O. maya fueron colocados en tanques rectangulares de 70 L de
capacidad con agua de mar en condiciones controladas. La calidad del agua se mantuvo
constante mediante filtros y espumadores (Fig. 2). Ademas se realizé la medicion de
parametros fisico-quimicos, los cuales se regularon dentro de los siguientes intervalos
considerados como adecuados: 32 a 36 ups, 24 a 28°C, 4 a 6 mg/L de O, disuelto, niveles
menores de 1 mg/L de amonio total y de entre 0.8 y 1.1 mg de nitritio. La intensidad

luminosa se mantuvo en niveles no mayores de 70 lux/cm2.

Fig. 2. Sistema de filtros y espumadores.

Los animales fueron colocados en dispositivos llamados “T”, manufacturados con tubos
de PVC de 2” de diametro. El sistema de T cont6é con 2 tapas removibles, una lateral y
otra en la parte superior, para facilitar la alimentacién. Ademas estuvo sellada, por ambos
lados, con malla plastica para permitir el flujo de agua. Se colocé un pulpo por T, 37 T’s
por cada tina y el numero de tinas necesarias segun la N establecida previamente para

cada experimento, que en general varié entre 3 y 4 tinas (Fig. 3).
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Fig. 3. Distribucion de animales experimentales en tinas y T’s.

En el experimento 4 el sistema de T’s se sustituyd por contenedores rectangulares de
plastico, mismos que contaban con una entrada por la tapa para suministro de agua a
través de una manguera, y en la parte frontal con una malla que permitié la salida del
agua. El flujo fue controlado con valvulas individuales. Se colocé igualmente un pulpo por

contenedor y 24 contenedores por tina (Fig. 4).

Fig. 4. Sistema de contenedores rectangulares.
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Cada individuo se identificd con un numero el cual sirvié para asignar al azar cada tipo de
alimento. De esta manera, y dado que la numeracion de los lugares en las tinas fue
consecutiva, también su lugar dentro de la tara quedo distribuido al azar, eliminando asi
efectos tales como el de la diferencia en la incidencia de la luz, la intensidad del flujo de
agua, el movimiento (estrés), etc. que pueden ser distintos en cada sitio especifico dentro

de la tina e influir en el registro del efecto de la dieta.

En el caso del sistema de contenedores, como eran de varios colores, se busco que la
cantidad de contenedores de cada color dentro de las diferentes dietas fuera equitativa, y

su distribucion con los animales dentro de la misma dieta también fue al azar.

Todos los animales, en todos los experimentos, fueron alimentados dos veces al dia (a las
9:00 a.m. y a las 6:00 p.m.) dandoles diariamente una porcién de alimento equivalente al
30 % de su peso (Fig. 5). Como se ofrecieron dos tomas, entonces la racién por toma fue
del 15%. De igual manera en todos los experimentos el alimento fue suministrado en
conchas de bivalvos (con el fin de brindar superficie de fijacion tanto al pulpo para comer,
como al alimento para que no flotara) y las materias primas fueron liofilizadas (segun el

caso), molidas y tamizadas a un tamano de 250 pm.

Fig. 5. Alimentacion de juveniles de O. maya individualizados en T’s.
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En cuanto al mantenimiento de los organismos previo a los experimentos, en el
experimento 1 no existio tal debido a que la prueba se inicié el mismo dia de la eclosion
de los embriones. En el caso de los experimentos 2 y 3 los pulpos fueron mantenidos con
jaiba fresca, misma pasta que fue empleada como dieta control en todos los casos. Para
el experimento 4 también fue usada jaiba fresca, pero en este caso se adicioné con CPSP
(5 %) y vitaminas (2 %).

Disefio Experimental

El disefio experimental de los ensayos que se llevaron a cabo se baso en los resultados
de otros experimentos realizados previamente, en los cuales quedd demostrado que la
grenetina es mejor aglutinante que el alginato de sodio en la elaboracién de alimentos
destinados a pulpo (Rosas et al., 2008). Asi mismo se observé que la jaiba fresca es
Optima en cuanto a valores de crecimiento y sobrevivencia, razén por la cual se tomo
como dieta control en todos los casos (Dominguez et al., 2007). Todos los experimentos
tuvieron una duracion aproximada de 20 dias, tiempo que se ajustd de acuerdo con la

sobrevivencia observada.

En general el disefio experimental fue el siguiente:

Tabla 1. Disefio experimental de cada uno de los experimentos realizados con juveniles de O.

maya cultivados para probar diversas fuentes de alimento.

Experimento 1 | Experimento 2 | Experimento 3 | Experimento 4
# dietas por
probar 4 6 5 6
# animales por
dieta 20 20 20 20
Edad animales Recién 1 mes + - 1 mes + - 1 mes
eclosionados 04-1g) (0.4-1g)
Duracion del
experimento 12 dias 9 dias 23 dias 26 dias
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EXPERIMENTO 1. Alimentos Balanceados.

Se utilizaron 20 pulpos recién eclosionados provenientes del mismo desove para cada
una de las dietas (Fig. 6). Para este experimento se formularon 4 diferentes alimentos
balanceados, tomando como dieta basal un alimento utilizado para el cultivo de trucha, el
cual parecia cumplir con los requerimientos nutricionales y el perfil aminoacidico

adecuado para el pulpo (Fig. 7).

Fig. 6. Pulpos recién eclosionados provenientes de desoves en condiciones controladas de luz y

temperatura.

Fig. 7. Preparacién de alimentos balanceados en el area de nutricion de la UMDI.
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Las dietas fueron las siguientes:

Tabla 2. Composicion de los alimentos balanceados empleados en el experimento 1, expresada en

% total del insumo por cada 100 gramos de mezcla.

Insumo Basal CPSP Autolizado Jaiba Fresca
Harina Prime 30 30 30 -
Chile
Saborizante de - - En lugar de H,0 -
Pescado 47 mL

(Autolizado)
CPSP 70 5 15 5 -
Harina de 10 10 10 -

Almejas
Tentaculos de 41 31 41 -
Calamar

Liofilizados
Grenetina 7 7 7 5
Aceite de pescado 3 3 3 -
Lecitina de soya 1 1 1 -
Vitaminas 2 2 2 -

Mix + stay-C
Minerales mix 1 1 1 -

Jaiba fresca - - - 100
H,0 35mL+15= | 35mL+12= - -
50 mL 47 mL
Total 100 100 100 100

De las cuales:

Ll

Dieta A = Basal
Dieta B = CPSP (Concentrado Proteico de Solubles de Pescado)
Dieta C = Autolizado
Dieta D = Jaiba (DIETA CONTROL)

20




Como se puede ver en la tabla anterior los alimentos fueron formulados a partir de la dieta
basal, misma a la que le fueron modificadas las proporciones de ciertos ingredientes y
agregados otros que se pusieron a prueba. En el caso de la Dieta B las proporciones se
ajustaron a manera de incluir una mayor cantidad de CPSP que, gracias a su fuerte poder
atrayente se adiciondé como saborizante al alimento, buscando volverlo mas atractivo para
los organismos. En la Dieta C el elemento afadido fue un Autolizado de pescado utilizado
en la cocina oriental también por su papel como atrayente. La jaiba fue la dieta control.
Las variables a medir en este experimento fueron el crecimiento y la sobrevivencia asi
como el grado de lixiviacion de las diferentes dietas. No se evalud la actividad de las
enzimas digestivas ni el glucogeno en musculo debido al tamafio final tan pequefio de los

organismos.

EXPERIMENTO 2. Fuentes de Proteina.

Dados los resultados del primer experimento, se realizé un segundo ensayo. En él, se
decidio probar por separado cada una de las fuentes proteicas brindadas en la dieta base
anterior, buscando conocer el efecto de cada una de ellas en el crecimiento y
sobrevivencia de los organismos. Esto permiti6 identificar el elemento que pudiese estar
interfiriendo en la buena digestibilidad del alimento balanceado, y conocer cuales de ellas

son las mejores opciones a utilizar.

Se utilizaron 20 pulpos por dieta, provenientes de diferentes desoves y fechas de
nacimiento pero todos ya de 30 dias de edad. Los organismos fueron pesados y
distribuidos al azar en cada una de las dietas. El intervalo de peso usado fue de entre 0.4

g.a 1g. en peso humedo.
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En este experimento se probaron 7 fuentes de proteina:
Dieta A = Harina de Pescado
Dieta B = CPSP
Dieta C = Harina de Almeja
Dieta D = Tentaculo de calamar liofilizado
Dieta E = Almeja Liofilizada
Dieta F = Jaiba fresca (CONTROL)
Dieta G = Jaiba Liofilizada

Todos los alimentos se prepararon unicamente con la fuente de proteina correspondiente
mas el 5% de grenetina previamente disuelta en agua caliente, ajustando finalmente la
cantidad de agua de acuerdo a la consistencia de la mezcla que debié ser pastosa (Fig.
8).

Fig. 8. Consistencia pastosa de los alimentos elaborados.

Al término del periodo experimental se midié el crecimiento y la sobrevivencia, la actividad
enzimatica en la glandula digestiva (tripsina, quimotripsina, proteasas totales y fosfatasas
acidas) y el glucégeno en musculo.

Diariamente se midio el pH, el oxigeno disuelto, la salinidad y la temperatura en el agua

de las tinas con un potenciéometro.
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EXPERIMENTO 3. Mezclas.

Este experimento fue disefiado con el fin de determinar el efecto de las fuentes proteicas
que tuvieron los mejores resultados en el experimento anterior, pero ahora considerando
la mezcla entre ellas como una forma de mejorar su desempefio. Estas dos fuentes fueron
el CPSP y el tentaculo de calamar liofilizado, manteniendo la jaiba fresca como control. En

este experimento se probo ademas la jaiba liofilizada (Fig. 9).

Fig. 9. a) Preparacion de jaiba para liofilizar; b) Liofilizadora.

Se utilizaron 20 animales por dieta, nuevamente provenientes de diferentes desoves vy
alrededor de 1 mes de edad. El intervalo de peso usado se amplié de 0.4 ga 1.2 g en

peso humedo para poder completar el numero de pulpos requeridos.

Las mezclas ensayadas fueron:
Dieta A = CPSP + Tentaculo de Calamar Liofilizado
Dieta B = Tentaculo de calamar Liofilizado + Jaiba Liofilizada
Dieta C = CPSP + Jaiba Liofilizada
Dieta D = Jaiba Liofilizada
Dieta E = Jaiba Fresca (CONTROL)
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Las dietas se prepararon con los ingredientes tamizados a 250 pm. Unicamente se
mezclaron las fuentes proteicas correspondientes con el 5% de grenetina. El agua

nuevamente se ajustd segun la consistencia de la masa.

Se midieron parametros fisico — quimicos (T °C, S %., O.D. y pH) , amonio, nitratos y
nitritos semanalmente y se evalud crecimiento, sobrevivencia, actividad enzimatica y

glucégeno en musculo.

EXPERIMENTO 4. Acidos grasos.

Este experimento consistié en probar de manera aislada el CPSP, la jaiba liofilizada y el
tentaculo de calamar liofilizado, mismos que fueron sometidos a un procedimiento de
extraccion de grasas. Para esto la jaiba y el tentaculo de calamar fueron liofilizados y
molidos, posteriormente los tres insumos fueron tamizados a 250 ym y procesados de
acuerdo con el método “Soxhlet” (Fig. 10). El procedimiento seguido se senala en el

Anexo |l.

Fig. 10. a) Dispositivo de extraccion de grasas “Soxhlet”; b) Recuperacién del éter usado durante el

proceso de desengrasado.
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Una vez extraidos los acidos grasos, los insumos fueron adicionados con colesterol y
vitaminas en todos los casos y readicionados con acidos grasos (HUFAS**) cuando asi

correspondia. De esta manera la formulacion de las dietas fue la siguiente:

Tabla 3. Composicion de las dietas empleadas en el experimento 4, expresada como porcentaje

por cada 100 g de mezcla.

Sin HUFAS Con HUFAS
Fuente de Proteina (*) 86.5% 86.5%
Grenetina 8 % 5%
Colesterol 0.5% 0.5%
Vitaminas y Minerales 2% 2%
Stay-C (vitamina C) 3% %
Hufas 0 4 %

* Fuentes de proteina: tentaculo de calamar liofilizado, jaiba liofilizada o CPSP.
* HUFAS (Highly Unsaturated Fatty Acids)

El agua se ajustdé hasta obtener la consistencia deseada (pastosa).

Asi, las dietas experimentales evaluadas fueron (Fig. 11):

Dieta A = Tentaculo de Calamar Liofilizado Sin Hufas
Dieta B = Jaiba Liofilizada Sin Hufas

Dieta C = CPSP Sin Hufas

Dieta D = Tentaculo de Calamar Liofilizado Con Hufas
Dieta E = Jaiba Liofilizada Con Hufas

Dieta F = CPSP Con Hufas
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Fig. 11. Ingredientes empleados en la elaboracién de alimentos con HUFAS y sin HUFAS.

En esta ocasion el experimento fue realizado en dos partes debido a que no se completd
el numero de organismos requerido para hacerlo en una sola vez. En la primera parte se
probaron las dietas de jaiba y tentaculo de calamar y en la segunda las correspondientes
al CPSP.

Como se mencioné anteriormente, el mantenimiento de los animales previo a este
experimento se realizé no soélo con jaiba fresca como en las demas ocasiones, sino con
una dieta de jaiba adicionada con vitaminas (porque se pensé que la elevada mortalidad
en los otros ensayos podia deberse a una falta de vitaminas), hasta que alcanzaron el
peso deseado de 0.4 g a 1 g. Aunque provenientes de diferentes desoves todos los
juveniles tenian menos de 15 dias de edad y presentaban pesos aproximados de 0.3 g al

momento de comenzar a alimentarlos con la dieta adicionada.

Preparacién del alimento para engorda previa:
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Tabla 4. Composicion de la dieta empleada para engorda de los pulpos del experimento 4 antes

del experimento. Porcentaje de ingredientes por cada 100 g de mezcla.

Por cada 100 g: % gramos
Jaiba Fresca 88 % 88 ¢
CPSP 5% 59
Vitaminas (Stay C) 2% 29
Grenetina 5% 59
TOTAL: 100 % 100 g

* No se utiliza agua para diluir previamente la grenetina debido al alto contenido de la misma en la
pulpa de jaiba, el cual es suficiente para realizar la mezcla.

En ambas partes del experimento la N fue de 18 pulpos por dieta y, al momento de

montar el experimento, éstos ya oscilan entre 3 semanas y 1 mes de edad.

Se midi6é el crecimiento, la sobrevivencia, la actividad de las enzimas digestivas y el

glucégeno en musculo.

Actividad de las Enzimas Digestivas

Una Unidad de actividad enzimatica se definié6 como la cantidad de enzima que hidroliza

1umol de sustrato/minuto ( E=18000 L/mol/cm).
» [Enzimas extracelulares alcalinas: Proteasas Totales, Tripsinay Quimotripsina.
Se siguid el método sugerido por Charney, J. y Tomarelli, R. (1947) para Proteasas

totales y Tripsina, y el establecido por Delmar, E.G., Largman, C., Brodick, J.W. y Geokas,

MC. (1979) para la Quimotripsina. Se detalla sobre ambos métodos a continuacion.
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Obtencién de la muestra

Se extrajo una muestra de tejido (glandula digestiva de O.maya) de 60 mg (minimo) que

se colocé en un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 ml y se guardé a -40°C hasta su

procesamiento (Fig. 12).

Fig. 12. Extraccién de la glandula digestiva de los pulpos experimentales.

Preparacion del homogenado

Cada muestra fue homogenizada con 1000 ul de buffer de extraccion aproximadamente

por 30 segundos. Fue importante realizar este proceso a 4°C, para lo cual el tubo fue

colocado en un vaso de precipitado con hielo frappé. Luego se centrifugdé a 10 000 g por

30 min a 4°C para después vaciar el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo (extracto

crudo).

Buffer de extraccion (pH = 8.3):

Tris — base 0.09 M
Acido Bérico 0.08 M
EDTA3 mM
Mercaptoethanol 0.5 M
Glicerol 10 %
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Procesamiento de la muestra

Una vez obtenido el extracto crudo, las muestras fueron procesadas utilizando el sustrato

especifico respectivo para cada enzima (Tabla 4).

Tabla 5. Sustratos empleados en la medicion de la actividad enzimatica con cada una de las

enzimas extracelulares.

Enzima

Sustrato

Preparacion

Proteasas Totales

Azocoll 2.4 %
buffer fosfato pH. 3.

disuelto en

Reactivos:
Buffer Fosfato ,
Mantener en 2-8 °C.
Preparacion:
— KH,PO, 0.096 M
— NaH,PO, 0.004 M

pH 3.

Tripsina

N a-benzoyl-L-arginine-p-
nitroanilide 1 mM (BAPPNA)
disuelto en Buffer Tris 0.1 M,
pH. 8.

Reactivos:
Buffer Tris 0.1 M, pH 8.
Mantener en 2-8 °C.

Quimotripsina

Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilide (SAAPNA) 1.142
mM disuelto en Buffer Base
Tris 0.1 M, con CaCl, 0.01
M, pH 8.

Reactivos:
Buffer Base Tris 0.1 M,
con CaCl, 0.01 M , pH 8.

Mantener en 2-8 °C.

Nota: Fue importante evaluar el pH del sustrato respectivo previa su utilizacion. En caso de

requerirse algun ajuste se utilizé el buffer atemperizado a 25°C.
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En todos los casos se tomaron 833 ul del sustrato respectivo y se adicionaron 167 ul de
muestra. Para tripsina y quimotripsina se usaron muestras de extracto diluido 1:100 (10 pl
del extracto crudo en 990 ul de buffer de extraccion pH. 8.3), mientras que para
proteasas la muestra correspondié al extracto crudo. El blanco en todos los casos fue 167
pl de agua libre de pirogenos + 833 ul del sustrato respectivo y NO se incubd. Tanto las

muestras como el blanco se agitaron en el vortex.

A continuacion, las Proteasas se incubaron a 37°C por 1 hora, la tripsina a 25°C también
por 1 hora y la quimotripsina a 37°C pero por 30 minutos. Después se ley6 la absorbancia
en un espectrofotdmetro en la longitud de onda correspondiente: proteasas a 442 nm,

tripsina a 410 nm y quimotripsina a 410 nm.

En proteasas totales, la actividad especifica es obtenida en yU/mg proteina. Una unidad
equivale a la variacion de una unidad de densidad Optica por minuto. En tripsina y
quimotripsina la actividad es medida por la aparicion de pNa a 410 nm. La actividad
especifica se expresa: yU/mg proteina. 1 unidad =1 pmol/L pNa / minuto

> Enzimas acidas: Fosfatasas acidas

En el caso de las Fosfatasas acidas se siguio el procedimiento sefialado por Moyano F.J.,
Diaz, M., Alarcén, F.J. y Sarasquete, C. (1996), mismo que se sefiala a continuacion.

Obtencién de la muestra

Se debe obtener 1 g de muestra minimo y colocarlo en un tubo Eppendorf nuevo de 1.5
ml. En nuestro caso no siempre se logré juntar un gramo, por tanto para homogenizar se
ajusto el buffer de extraccion a la cantidad de muestra lograda.

La muestra se mantuvo en congelacién a -40°C hasta su procesamiento.
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Preparacién del homogenado

Antes de iniciar el homogenado el tejido fue pesado. Se adicionaron 2.5 ml de buffer de
extraccion por 1g de tejido. Se homogenizé en el mismo tubo Eppendorf hasta que se
desintegré completamente. Fue importante hacerlo a 4°C, para ello se puso el tubo en un
vaso de precipitado con hielo. Posteriormente se centrifugdé a 10 000g por 1 hora a 4°C.

Luego se vacio el sobrenadante en tubos Eppendorf nuevos (extracto crudo).
Buffer de extraccion:
e KCI1%

e EDTA1MM

Procesamiento de la muestra

En las fosfatasas la actividad es medida por la aparicion de p-nitrophenol a 405 nm. La
actividad especifica se expresa: Ul/mg proteina. 1 unidad =1 pmol/L pnitrophenol / minuto.
Para medir la actividad de las fosfatasas acidas se us6 como sustrato p-nitrophenil-fosfato
2 % en buffer Base Tris-HCI 0.1 M, pH 4. Se colocaron 500 ul de pNPP 2% en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml y se adicionaron 500 ul de extracto diluido (1:100). Posteriormente se
agito en vortex y se incubd a 25°C por 30 minutos. Luego de ello se agregé 1 ml de NaOH
1M (para detener la reaccion) y se leyé la absorbancia en un espectrofotdmetro a 405 nm.
El blanco correspondié a 500 pl de agua libre de pirégenos + 500 uyl de pNPP + 1 mi
NaOH. No se incubd. La actividad es medida por la aparicién de p-nitrophenol a 405 nm
(Fig. 13). La actividad especifica se expresa: Ul/mg proteina. 1 unidad =1 pmol/L

pnitrophenol / minuto.
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Fig. 13. Espectrofotometro

> Proteinas Totales

Cada una de las técnicas que integra la serie de evaluaciones enzimaticas combina la
colorimetria con la incubacién de la enzima y el sustrato. La actividad se expresa como
actividad de la enzima por mg de proteina, por lo tanto, al evaluar cualquier enzima es

necesario también evaluar las proteinas totales.

Esta determinacion se llevo a cabo mediante el analisis de la proteina de Bradford, el cual

se basa en la adhesién del tinte azul de Coomassie a la proteina.

Se realizé una dilucion 1:50 ( 5 ul de extracto crudo en 254 ul de buffer de extracciéon de

enzimas acidas) en un tubo eppendorf de 0.5 ml y se homogenizé6 en vértex.

El buffer se manej6é atemperizado mientras que tanto la dilucién como el extracto crudo
fueron en frio. En una placa para lector de ELISA se colocaron 10 ul de Curva Estandar,
10 pl de blanco y 10 ul de la diluciéon de las muestras en los pozos respectivos, realizando
3 réplicas en cada caso. Inmediatamente después de agregaron 200 pl de Proteina de
Bradford y se dejaron pasar 5 minutos para estabilizar. De inmediato se leyo la

absorbancia en el lector de ELISA a 595 nm.
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Glucégeno (en musculo)

Se extrajo una muestra de musculo, proveniente del tentaculo de los pulpos
experimentales muestreados. Esta debié corresponder a un corte entre 0.0200 - 0.0600 g
de peso, mismo que fue colocado en un tubo eppendorf de 1.5 ml al cual se afiadieron
previamente 200 pl de acido tricloroacético (TCA) al 5 %. El tejido fue homogenizado en el
TCA durante 2 minutos y posteriormente centrifugado a 7000 rpm (4550g) durante 6 min.
El sobrenadante fue separado y colocado en otro tubo eppendorf de 1.5 ml con 500 pl de
etanol al 95% homogenizando con ayuda de la micropipeta. Luego se incubd a 37 °C por
3 horas y después de ello se volvié a centrifugar a 7000 rpm por 15 minutos. En esta
ocasion el sobrenadante fue desechado vy los tubos se pusieron a secar invertidos sobre

un papel absorbente.

Mientras los tubos se secaban se preparé el blanco y el estandar:
Blanco: 200 pl de fenol al 5% + 1 ml de acido sulfdrico
Estandar: 10 pl de estandar de glucosa (2 mg/ml) + 200 pl de fenol 5% + 1 ml de

acido sulfurico.
Luego se adiciono a las muestras (tubos que se pusieron a secar) 200 pl de fenol al 5% +
1 ml de acido sulfurico. Se agitd en vortex. De estas muestras se tomaron 200 ul y se
colocaron en una microplaca de lector de ELISA, incluyendo el blanco y el estandar, cada
uno por triplicado. Se leyd la absorbancia a 490 nm en el lector de ELISA.

Andlisis Estadistico de Respuestas Evaluadas.

Crecimiento v Sobrevivencia.

Para crecimiento y sobrevivencia se calculd el porcentaje de cada uno, tomando en
cuenta parametros estadisticos como la media y el error estandar, mismos que fueron

empleados para calcular el maximo y el minimo de los datos con los cuales se grafico.
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El crecimiento fue expresado como tasa de crecimiento % peso por dia, mismo que se

obtuvo con la férmula:

Tasa crecimiento % dia = (In Pf—In Pi ) * 100
T
donde:
- In: logaritmo natural
- Pf: peso final
- Pi: peso inicial

- T: tiempo

Actividad Enzimatica.

La actividad enzimatica se calculé de la siguiente manera:

Vel. Reaccion: (pendiente*vol.reaccion*factor de conversion)

(Coeficiente de extincion* Vol. Enzima)
La velocidad de reaccién obtenida se multiplicd posteriormente por el factor de dilucién y
el dato de proteinas totales obtenido previamente para tener la actividad enzimatica en Ul

mg de proteina.

Glucoégeno en musculo.

El glucdgeno se calculd con la férmula:

Glucogeno mg/g = ((DO promedio -DO promedio blanco)/DO promedio std) x std

(Concentracion glucosa (1 mg/ml) x (vol exctracto/peso tejido) x 0.9
Con todas las variables medidas, salvo para sobrevivencia que solo se calculo el

porcentaje, se realizé un ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey con un alfa
de 0.05.
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Resultados

EXPERIMENTO 1. Alimentos Balanceados
a. Crecimiento. Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que tanto la

dieta basal como la de CPSP y el Autolizado produjeron pérdida de peso en los

organismos experimentales, misma que fue similar para los tres casos (P > 0.05, Grafica

1). El crecimiento de los animales alimentados con carne de jaiba resultd ser 6.95, 6.26 y

6.63 veces mayor que el observado en el resto de los tratamientos (P < 0.05, Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado al

efecto del tipo de alimento en el crecimiento de juveniles tempranos de O. maya. Experimento 1.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 305.40 3.00 101.80 21.42 .000*
Tukey
Basal CPSP Autilizado Jaiba
Basal 0.9984 0.9981 0.0002
CPSP 0.9984 0.9810 0.0002
Autolizado 0.9981 0.9810 0.0002
Jaiba 0.0002 0.0002 0.0002
6 - a
5 |
L 44 |
T
g 2
2 4
-
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E 1 Basal CPSP Alutolizado Jaiba
21 | | |
-3 | b |
4 b b
Tipo de alimento

Gréfica 1. Efecto del tipo de alimento sobre la tasa de crecimiento especifico (TCE % por dia) de

juveniles tempranos de O. maya. Valores como promedio + E.S. Diferentes letras indican

diferencias entre tratamientos.
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b. Sobrevivencia. Es interesante hacer notar que la sobrevivencia fue similar en todos los

tratamientos con valores que oscilaron entre 30 y 45 % para todos los tratamientos

(Gréfica 2).

100 -

80 -

60 -

40

20 -

Sobrevivencia %
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Graéfica 2. Sobrevivencia de juveniles tempranos de O. maya a lo largo de 12 dias

proporcionandoles diferentes tipos de alimento. Experimento 1.

c. Lixiviacién. La lixiviaciéon de la dieta con autolizado de pescado y la pasta de jaiba fue
de 16 y 20%, respectivamente (Grafica 3). Estos valores resultaron ser significativamente

menores que los obtenidos de la dieta base sola y la dieta base con CPSP (35 y 30%

respectivamente) (P < 0.05; Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado al

grado de lixiviacién de cada una de las dietas experimentales empleadas en la alimentacion de

juveniles de O. maya. Experimento 1.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 2246 3 748.6 10.64 .000*
Tukey
Base CPSP Autolizado Jaiba
Base 0.5196 0.0003 0.0031
CPSP 0.5196 0.0048 0.0792
Autolizado 0.0003 0.0048 0.7118
Jaiba 0.0031 0.0792 0.7118
45 - b
40 A | b
35 - \
S 30 |
. | a
§ 5. )
:g 20 1 ‘ |
g 15 4 \
10 -
5 |
o ‘
BASE CPSP AUTOLIZADO PASTA DE
JAIBA
Tipo de alimento

Gréfica 3. Porcentaje de lixiviacién de los diferentes tipos de alimentos proporcionados a juveniles

tempranos de O.maya. Experimento 1.
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EXPERIMENTO 2. Fuentes de Proteina.

a. Crecimiento. La tasa de crecimiento especifica mostré que los animales alimentados
con pasta de tentaculo de calamar liofilizado y pasta de jaiba fresca promovieron
crecimientos positivos (0.7 y 1.5 % por dia, respectivamente) (P < 0.05; Tabla 8). El resto
de los tratamientos produjo pérdida de peso en los animales experimentales. Es
interesante hacer notar que los pulpos alimentados con almeja liofilizada y harina de
almeja mostraron las mayores pérdidas de peso con valores de -3.6 y -5.2% por dia,

respectivamente (Gréfica 4).

Tabla 8. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado al

efecto de diferentes fuentes de proteina en el crecimiento de juveniles de O. maya. Experimento 2.

SC GL MC F P

ANOVA
dieta 531.8 5 106.4 13.31 .000*

Tukey
H. pescado CPSCP H. almeja Tentaculo meja Liofilizada  Jaiba Fresca
H. pescado 0.9999 0.0651 0.2758 0.7982 0.0309
CPSCP 0.9999 0.0296 0.0604 0.8230 0.0012
H. almeja 0.0651 0.0296 0.0001 0.7848 0.0001
Tentaculo 0.2758 0.0604 0.0001 0.0108 0.9433
meja Liofilizada 0.7982 0.8230 0.7848 0.0108 0.0005

Jaiba Fresca 0.0309 0.0012 0.0001 0.9433 0.0005

TCE % peso/dia-1
NS

-5 - \
6 - \ a
7] a

Tipo de alimento

Gréfica 4. Efecto de diferentes fuentes de proteina (A=harina de pescado, B=CPSP, C=harina de
almeja, D=tent4culo de calamar liofilizado, E=almeja liofilizada, F=jaiba fresca) sobre la tasa de
crecimiento especifico (TCE % por dia) de juveniles de O. maya. Valores como promedio + E.S.

Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 2.
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b. Sobrevivencia. En este experimento el mayor porcentaje de sobrevivencia se observé
en el CPSP con un 80%, mientras que el menor correspondié a la harina de pescado con
tan solo el 25% de sobrevivencia seguida de la almeja liofilizada que obtuvo el 30%. El
resto de las fuentes de proteina probadas quedaron entre 40 y 65% de sobrevivencia.

Cabe resaltar que para el caso de la jaiba la sobrevivencia fue del 40% (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Porcentaje de sobrevivencia de juveniles de O. maya alimentados con diferentes fuentes

de proteina. Experimento 2.

c. Actividad enzimatica. La actividad de las proteasas fue significativamente mayor para
los pulpos tratados con harina de pescado (P < 0.05; tabla 9), seguida de los
correspondientes a la almeja liofilizada que también se observd significativamente menor
gue la primera pero mayor en comparacion con las demas. El resto de las fuentes de
proteina presentd valores bajos en la actividad de estas enzimas y no tuvieron diferencias
significativas entre ellos (P < 0.05, Tabla 9) (Gréfica 6).
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Tabla 9. Resultados del andlisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado a
la actividad enzimatica de las proteasas, registrada al emplear diferentes fuentes de proteina para
alimentar juveniles de O. maya. Experimento 2.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 4.30E+11 5 8.56E+10 112.1 ,000*
Tukey
H. pescado CPSCP H. almeja Tentaculo meja Liofilizada  Jaiba Fresca
H. pescado 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
CPSCP 0.0002 0.7671 1.0000 0.0002 0.5869
H. almeja 0.0002 0.7671 0.6872 0.0002 1
Tentéculo 0.0002 1.0000 0.6872 0.0002 0.4842
meja Liofilizada 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002
Jaiba Fresca 0.0002 0.5869 1 0.4842 0.0002
Actividad de Proteasas Totales
c
500 -
< 1
c 400 -
2 —~
3 300 b
2 g
SE 200 - |
=&
= a a a
= 100 + a
-} |—‘—| |—'—|
0
A B C D E F
Tipo de alimento

Gréfica 6. Actividad enzimética de las proteasas totales (Ul/mg de proteina) de juveniles de O.
maya alimentados con diferentes fuentes de proteina (A=harina de pescado, B=CPSP, C=harina
de almeja, D=tentéculo de calamar liofilizado, E=almeja liofilizada, F=jaiba fresca). Valores como

promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 2.
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En la tripsina se observé una actividad que vari6 de 10.55 a 30.81 Ul/mg proteina,
correspondiendo la mayor nuevamente a la harina de pescado y la menor a la harina de
almeja (Grafica 7). EI CPSP y la almeja liofilizada tuvieron valores de 14.55 y 17 Ul/mg de
proteina respectivamente, mientras que para la jaiba el valor fue de 26.95 Ul/mg proteina
(Gréfica 7). Estos valores no resultaron ser estadisticamente distintos (P < 0.05; Tabla
10).

Tabla 10. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimética de la tripsina, registrada al emplear diferentes fuentes de proteina para

alimentar juveniles de O. maya. Experimento 2.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 1178 5 235.7 3.069 .036*
Tukey
H. pescado CPSCP H. almeja Tentaculo meja Liofilizada  Jaiba Fresca
H. pescado 0.2555 0.0974 0.9984 0.4239 0.9842
CPSCP 0.2555 0.9925 0.4503 0.9992 0.3201
H. almeja 0.0974 0.9925 0.1979 0.9378 0.1018
Tentaculo 0.9984 0.4503 0.1979 0.6595 1
meja Liofilizada 0.4239 0.9992 0.9378 0.6595 0.5560
Jaiba Fresca 0.9842 0.3201 0.1018 1 0.5560
Actividad de la Tripsina
40
35 +
2 30 | 1 |
2 25 - \
g 20 - |
£ 15 | |
5 10 4
5 -
0
A B C D E F
Tipo de alimento

Graéfica 7. Actividad enzimatica de la tripsina (Ul/mg de proteina) en juveniles de O. maya
alimentados con diferentes fuentes de proteina (A=harina de pescado, B=CPSP, C=harina de
almeja, D=tent4culo de calamar liofilizado, E=almeja liofilizada, F=jaiba fresca). Valores como

promedio + E.S. Experimento 2.
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Para la quimotripsina se observé una gran actividad en los organismos alimentados con

jaiba fresca, obteniendo un valor de 51.12 Ul/mg de proteina que resulté ser

significativamente mayor que en los demas grupos experimentales (P < 0.05; Tabla 11).

La actividad enzimatica en las demas dietas se mantuvo baja, con valores de entre 3.66 y

16 qgue no resultaron ser significativamente diferentes entre ellos (P < 0.05; Tabla 11)

(Gréfica 8).

Tabla 11. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado

a la actividad enzimatica de la quimotripsina, registrada al emplear diferentes fuentes de proteina

para alimentar juveniles de O. maya. Experimento 2.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 1.05E+04 5 2101 9.612 .000*
Tukey
H. pescado CPSCP H. aimeja Tentaculo meja Liofilizada  Jaiba Fresca
H. pescado 0.99999 0.8118 0.9447 0.9035 0.0245
CPSCP 0.99999 0.7394 0.9085 0.8488 0.0343
H. almeja 0.8118 0.7394 0.9999 0.9999 0.0012
Tentaculo 0.9447 0.9085 0.9999 1 0.0087
meja Liofilizada 0.9035 0.8488 0.9999 1 0.0020
Jaiba Fresca 0.0245 0.0343 0.0012 0.0087 0.0020

Actividad de la Quimotrispina
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© 50- |
8 40 - a a
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©
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Gréfica 8. Actividad enzimatica de la quimotripsina (Ul/mg de proteina) en juveniles de O. maya

alimentados con diferentes fuentes de proteina (A=harina de pescado, B=CPSP, C=harina de

almeja, D=tentaculo de calamar liofilizado, E=almeja liofilizada, F=jaiba fresca). Valores como

promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 2.
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En las fosfatasas acidas se observd una actividad con valores que no difieren tanto de

una dieta a otra como en el caso de las otras enzimas digestivas, pero que presentd

diferencias significativas entre la harina de almeja y el resto de los tratamientos (P < 0.05;

Tabla 12) (Gréfica 9).

Tabla 12. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado

a la actividad enzimatica de las fosfatasas acidas, registrada al emplear diferentes fuentes de

proteina para alimentar juveniles de O. maya. Experimento 2.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 0.402 4 0.101 11.64 .001*
Tukey
H. pescado CPSCP H. almeja Tentaculo  Jaiba Fresca
H. pescado 1 0.0371 0.9046 0.2509
CPSCP 1 0.0382 0.9111 0.2432
H. almeja 0.0371 0.0382 0.1296 0.0008
Tentaculo 0.9046 0.9111 0.1296 0.0561
Jaiba Fresca 0.2509 0.2432 0.0008 0.0561
Actividad de fosfatasas acidas
1.4 4
c 1.2 4 P
£ ‘
e 14 a a
o ‘
s 0.8 4 : a
3 0.6 - |
g 0.4 -
502
0
B C D F

Tipo de alimento

Gréfica 9. Actividad enzimatica de las fosfatasas acidas (Ul/mg de proteina) de juveniles de O.

maya alimentados con diferentes fuentes de proteina (A=harina de pescado, B=CPSP, C=harina

de almeja, D=tentaculo de calamar liofilizado, E=almeja liofilizada, F=jaiba fresca). Valores como

promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 2.
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Es interesante notar que para la tripsina, la quimotripsina y las fosfatasas &cidas, los
resultados obtenidos en este experimento permiten ver una relacion lineal entre la
actividad enzimatica y el porcentaje de crecimiento por dia de los animales
experimentales (Graficas 11, 12, 13), no asi en el caso de las proteasas (Grafica 10). Para
tripsina y quimotripsina se observé que a mayor actividad enzimatica mayor fue el
crecimiento (Graficas 11 y 12). Para las fosfatasas acidas esta relacion fue inversa, a

mayor actividad menor crecimiento (Grafica 13).
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R? = 0.0377

Crecimiento %/dia
N
L

Proteasas, Ul/mg proteina
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Gréfica 10. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimética (Ul/ mg de proteina) de las proteasas de juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina. Experimento 2.

Crecimiento %/dia
R

. y = 0.2377x - 6.8394
6 R? = 0.5912

Tripsina, Ul/mg proteina

Gréfica 11. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de la tripsina en juveniles de O. maya alimentados con diferentes

fuentes de proteina. Experimento 2.
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Quimotripsina, Ul/mg proteina

Gréfica 12. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de la quimotripsina en juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina. Experimento 2.

1.2

Crecimiento, %/dia
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Grafica 13. Relacidn entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de las fosfatasas acidas de juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina. Experimento 2.
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d. Glucogeno. No se encontraron diferencias debidas a la dieta. Asi un valor promedio de
1.59 + 0.12 pudo ser calculado (Tabla 13).

Tabla 13. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado
a la concentracion de glucégeno en musculo de juveniles de O. maya alimentados con diferentes

fuentes de proteina. Experimento 2.

SC GL MC F P

ANOVA
dieta 2.19 5 0.438 0.736 0.602

Parametros Estadisticos

Promedio 1.5979
Desv. Est. 0.7582
n 39
ES 0.1214
CV 7.5977

EXPERIMENTO 3. Mezclas.

a. Crecimiento. En este experimento se observé el mayor crecimiento en los organismos
alimentados con jaiba, ya fuese fresca o liofilizada, y el menor para los correspondientes a
la combinacién de tentaculos de calamar con Jaiba liofilizada (Grafica 14). El primero
resulté ser 1.54 veces mayor que el segundo. Se encontraron diferencias significativas
(P<0.05; Tabla 14) entre el crecimiento obtenido con jaiba (liofilizada o fresca) y el resto

de los tratamientos, en los que ademas se observo pérdida de peso (Gréfica 14).
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Tabla 14. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado
al efecto de la mezcla de diferentes fuentes de proteina en el crecimiento de juveniles de O. maya

alimentados con las mismas. Experimento 3.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 52.46 4 13.11 4.18 ,005*
Tukey
CPSP-Tent Tent-Jaiba CPSP-Jaiba Jaiba Liof Jaiba Fresca
CPSP-Tent 0.8183 0.9899 0.2354 0.2271
Tent-Jaiba 0.8183 0.9662 0.0294 0.0280
CPSP-Jaiba 0.9899 0.9662 0.0885 0.0846
Jaiba Liof 0.2354 0.0294 0.0885 1
Jaiba Fresca 0.2271 0.0280 0.0846 1
Crecimiento Total
3 _
a a
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S 24 \ \
(@] b ‘ ‘
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> 0 | ——
O 1 A B C D E
|_
_2 _
Tipo de alimento

Gréfica 14. Efecto de la mezcla de diferentes fuentes de proteina (A=CPSP-tentaculo de calamar
liofilizado, B=tentaculo de calamar liofilizado- jaiba liofilizada, C=CPSP-jaiba liofilizada, D=jaiba
liofilizada, E=jaiba fresca) sobre la tasa de crecimiento especifico (TCE % por dia) de juveniles de
O. maya. Valores como promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos.

Experimento 3.
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b. Sobrevivencia. La sobrevivencia varié entre 45 y 65%, siendo el mayor porcentaje para
la mezcla de CPSP con Jaiba liofilizada y el menor para la correspondiente a CPSP con
tentaculos de calamar liofilizados. Todas las demas dietas quedaron con el 50% de los

animales experimentales iniciales (Gréafica 15).

—— A =B C D x—E

e
)
o

|

N A O 0 O
o o O O O O
| | | | |

Sobrevivencia, %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tiempo, dias

Grafica 15. Porcentaje de sobrevivencia de juveniles de O. maya alimentados con mezclas de
diferentes fuentes de proteina (A=CPSP-tentaculo de calamar liofilizado, B=tentaculo de calamar
liofilizado- jaiba liofilizada, C=CPSP-jaiba liofilizada, D=jaiba liofilizada, E=jaiba fresca).

Experimento 3.

c. Actividad enzimatica. Las proteasas totales presentaron una actividad elevada que no
difiri6 mucho de una dieta a otra, siendo la mas alta para la dieta B (tentaculos de calamar
liofilizados + jaiba liofilizada) y la menor para la dieta C (CPSP + jaiba liofilizada). Sin

embargo las diferencias no fueron significativas (P > 0.05; Tabla 15) (Gréfica 16).
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Tabla 15. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado

a la actividad enzimatica de las proteasas al emplear mezclas de diferentes fuentes de proteina en

la alimentacién de juveniles de O. maya. Experimento 3.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 2.43E+07 4 6.07E+06 0.188 0.943
Tukey
CPSP-Tent Tent-Jaiba CPSP-Jaiba Jaiba Liof Jaiba Fresca
CPSP-Tent 0.9970 0.9665 0.9998 0.9993
Tent-Jaiba 0.9970 0.9285 0.9896 0.9853
CPSP-Jaiba 0.9665 0.9285 0.9888 0.9872
Jaiba Liof 0.9998 0.9896 0.9888 1
Jaiba Fresca 0.9993 0.9853 0.9872 1
Actividad de las Proteasas Totales
g 2‘2‘ ] |
g2 | | | |
= O 90 - ‘ ‘ ‘
Q 3
% = 88 4
o> & 86 -
£
S 84 |
82
A B C D E
tipo de alimento

Gréfica 16. Actividad enzimatica de las proteasas totales (Ul/mg de proteina) de juveniles de O.
maya alimentados con mezclas de diferentes fuentes de proteina (A=CPSP-tentaculo de calamar

liofilizado, B=tentaculo de calamar liofilizado- jaiba liofilizada, C=CPSP-jaiba liofilizada, D=jaiba

liofilizada, E=jaiba fresca). Valores como promedio + E.S. Experimento 3.
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Una mayor actividad de la quimotripsina se observé en la combinacién de CPSP +
tentaculos de calamar liofilizados (dieta A). Esta actividad fue significativamente mayor
(P<0.05; Tabla 16) que el resto con un valor de 571.1 Ul/mg de proteina (447.82, 367.21,
354.04 y 181.03 veces mayor que el obtenido para las dietas B, C, D y E respectivamente;
Graéfica 17).

Tabla 16. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimatica de la quimotripsina al emplear mezclas de diferentes fuentes de proteina

en la alimentacién de juveniles de O. maya. Experimento 3.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 9.05E+05 4 2.26E+05 3.537 .015*
Tukey
CPSP-Tent Tent-Jaiba CPSP-Jaiba Jaiba Liof Jaiba Fresca
CPSP-Tent 0.0807 0.0648 0.0393 0.4478
Tent-Jaiba 0.0807 0.9912 0.9805 0.4655
CPSP-Jaiba 0.0648 0.9912 0.99998 0.5539
Jaiba Liof 0.0393 0.9805 0.99998 0.4930
Jaiba Fresca 0.4478 0.4655 0.5539 0.4930
Actividad de la Quimotripsina
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Gréfica 17. Actividad enzimética de la quimotripsina (Ul/mg de proteina) en juveniles de O. maya
alimentados con mezclas de diferentes fuentes de proteina (A=CPSP-tentaculo de calamar
liofilizado, B=tentaculo de calamar liofilizado- jaiba liofilizada, C=CPSP-jaiba liofilizada, D=jaiba
liofilizada, E=jaiba fresca). Valores como promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre

tratamientos. Experimento 3.
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En las fosfatasas acidas se observd un comportamiento similar al obtenido con la
guimotripsina. La mayor actividad se registré6 para la mezcla de CPSP y tentaculos de
calamar liofilizados con 3 Ul/mg de proteina, seguida de la jaiba fresca con 1.52 Ul/mg de
proteina. Las tres dietas restantes presentaron el mismo valor de actividad enzimatica que
fue de 0.63 Ul/mg de proteina (Grafica 18). Sin embargo las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (P > 0.05; Tabla 17).

Tabla 17. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimatica de las fosfatasas acidas al emplear mezclas de diferentes fuentes de

proteina en la alimentacién de juveniles de O. maya. Experimento 3.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 9.10E+00 4 2.28E+00 2.445 0.103
Tukey
CPSP-Tent Tent-Jaiba CPSP-Jaiba Jaiba Liof Jaiba Fresca
CPSP-Tent 0.1651 0.1872 0.1137 0.3470
Tent-Jaiba 0.1651 1 1 0.7694
CPSP-Jaiba 0.1872 1 0.99998 0.8216
Jaiba Liof 0.1137 1 0.99998 0.6608
Jaiba Fresca 0.3470 0.7694 0.8216 0.6608
Actividad de las Fosfatasas acidas
4 _

IL/mg proteina
N
|

] T 1 [

Tipo de alimento

Gréfica 18. Actividad enzimética de las fosfatasas acidas (Ul/mg de proteina) de juveniles de O.
maya alimentados con mezclas de diferentes fuentes de proteina (A=CPSP-tentaculo de calamar
liofilizado, B=tentaculo de calamar liofilizado- jaiba liofilizada, C=CPSP-jaiba liofilizada, D=jaiba
liofilizada, E=jaiba fresca). Valores como promedio + E.S. Experimento 3.
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Es interesante notar que en este experimento, no se encontré una relacion entre la Tasa
de Crecimiento Especifico % por dia y la actividad enzimética. No obstante, para las
proteasas totales y la quimotripsina, si se observan dos puntos maximos de crecimiento
en determinado intervalo de actividad enzimatica, fuera del cual no se registra crecimiento
0 se observa pérdida de peso (Graficas 19, 20 y 21).
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Gréfica 19. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de las proteasas totales de juveniles de O. maya alimentados con

mezclas de diferentes fuentes de proteina. Experimento 3.
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Gréfica 20. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de la quimotripsina en juveniles de O. maya alimentados con

mezclas de diferentes fuentes de proteina. Experimento 3.
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Grafica 21. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de las fosfatasas acidas de juveniles de O. maya alimentados con

mezclas de diferentes fuentes de proteina. Experimento 3.

d. Glucdégeno. No se encontraron diferencias asociadas a la dieta. Asi un valor promedio
de 4.29 + 0.23 puedo ser calculado (Tabla 18).

Tabla 18. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado
a la concentracién de glucégeno en musculo de juveniles de O. maya alimentados con mezclas de

diferentes fuentes de proteina. Experimento 3.

SC GL MC F P

ANOVA
dieta 8.58 4 2.145 1.007 0.417

Parametros Estadisticos

Promedio 4.2987
Desv. Est. 1.4603
n 40
ES 0.2309
CV 5.3714
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EXPERIMENTO 4. Acidos grasos.

a. Crecimiento. En este experimento se observ6 pérdida de peso en todas las fuentes de

proteina probadas, ya fuese con HUFAS o desengrasadas. Las mayores pérdidas se

registraron para el CPSP con y sin lipidos, que resultaron ser significativamente diferentes

de los demas pero no entre ellas (P < 0.05; Tabla 19). El resto de los tratamientos,

aunque también mostraron valores negativos, no presentaron diferencias significativas

entre si (Gréfica 22).

Tabla 19. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado

al efecto de diferentes fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas en el crecimiento de

juveniles de O. maya alimentados con las mismas. Experimento 4.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 35.58 5 7.115 4.323 .003*
Tukey
S/LTentaculo S/L Jaiba C/H Tentaculo C/H Jaiba S/L CPSP CI/H CPSP
S/L Tentaculo 1 0.7506 0.6756 0.2523 0.6620
S/L Jaiba 1 0.6668 0.6172 0.1756 0.5658
C/H Tentaculo 0.7506 0.6668 0.0366 0.9258 1
C/H Jaiba 0.6756 0.6172 0.0366 0.0035 0.0242
S/L CPSP 0.2523 0.1756 0.9258 0.0035 0.9637
C/H CPSP 0.6620 0.5658 1 0.0242 0.9637
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Gréfica 22. Efecto diferentes fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas sobre la tasa de
crecimiento especifico (TCE % por dia) de juveniles de O. maya alimentados con las mismas.
Valores como promedio + E.S. Diferentes letras indican diferencias entre tratamientos.

Experimento 4.

b. Sobrevivencia. Los valores de sobrevivencia fueron de 39 a 55%. La mas alta
mortalidad se registré en los animales tratados con Tentaculos de calamar desengrasados
seguidos del CPSP con grasa. La mas alta sobrevivencia correspondié a la jaiba liofilizada

sin desengrasar (Grafica 23, ay b).
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Grafica 23. Porcentaje de sobrevivencia de juveniles de O. maya alimentados con diferentes
fuentes de proteina a las que se les extrajeron las grasas y en algunos casos se les readicionaron
HUFAS (A=Tentaculo sin grasas, B=Jaiba sin grasas, C=CPSP sin grasas, D=Tentaculo de
calamar con HUFAS, E=Jaiba con HUFAS, F=CPSP con HUFAS). Experimento 4.

c. Actividad enzimética. La mayor actividad de las Proteasas se registré para el tentaculo
de calamar desengrasado y la menor para el CPSP con HUFAS. Solamente se
encontraron diferencias significativas (P<0.05; Tabla 20) entre el tentaculo de calamar

liofilizado y el resto de los tratamientos (Grafica 24).
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Tabla 20. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimatica de las proteasas al usar diferentes fuentes de proteina desengrasadas y
reengrasadas en la alimentacion de juveniles de O. maya. Experimento 4.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 5.15E+09 5 1.03E+09 28.64 .000*
Tukey
S/LTentaculo S/L Jaiba C/H Tentaculo C/H Jaiba S/L CPSP C/H CPSP
S/L Tentaculo 0.0050 0.0002 0.0036 0.0012 0.0002
S/L Jaiba 0.0050 0.0164 0.9671 0.8646 0.0011
C/H Tentéculo 0.0002 0.0164 0.1021 0.0882 0.2245
C/H Jaiba 0.0036 0.9671 0.1021 0.9999 0.0054
S/L CPSP 0.0012 0.8646 0.0882 0.9999 0.0039
C/H CPSP 0.0002 0.0011 0.2245 0.0054 0.0039
Actividad de las Proteasas
70 a
60 -
g 50 -
g g 40 - ‘ b b
o = ‘ b + |
PE 30 |
35 20 - \ b
10 -
(0]
A B C D E F
Tipo de alimento

Gréfica 24. Actividad enzimética de las proteasas totales (Ul/mg de proteina) de juveniles
culticados de O. maya alimentados con diferentes fuentes de proteina a las que se les extrajeron
las grasas y en algunos casos se les readicionaron HUFAS (A=Tentaculo sin grasas, B=Jaiba sin

grasas, C=CPSP sin grasas, D=Tentaculo de calamar con HUFAS, E=Jaiba con HUFAS, F=CPSP
con HUFAS). Valores como promedio + E.S. Distintas letras indican diferencias entre tratamientos.

Experimento 4.
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En la tripsina no hubo actividad para dos de los tratamientos que fueron el tentaculo de
calamar y la jaiba sin lipidos. De los restantes, fue el CPSP tanto sin lipidos como con
HUFAS el que mostré la mayor y la menor actividad respectivamente, sin mostrar

diferencias significativas (P>0.05; tabla 20) con el resto de los tratamientos (Grafica 25).

Tabla 21. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimatica de la tripsina al usar diferentes fuentes de proteina desengrasadas y

reengrasadas en la alimentacion de juveniles de O. maya. Experimento 4.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 2.07E+05 5 4.14E+04 38.09 .000*
Tukey
S/LTentaculo S/L Jaiba C/H Tentaculo  C/H Jaiba S/L CPSP C/H CPSP
S/L Tentaculo 0.98 0.0004 0.0028 0.0037 0.0321
S/L Jaiba 0.98 0.0005 0.0028 0.0037 0.0252
C/H Tentaculo 0.0004 0.0005 0.0880 0.0584 0.0442
C/H Jaiba 0.0028 0.0028 0.0880 0.9985 0.7890
S/L CPSP 0.0037 0.0037 0.0584 0.9985 0.9129
C/H CPSP 0.0321 0.0252 0.0442 0.7890 0.9129
Actividad de la Tripsina
250 - b
200 - b b
© 150 b
c
T 100 - a a
° 50
g 0
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5 -100 - ‘ |
-150 - ‘ ‘
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Graéfica 25. Actividad enzimatica de la tripsina (Ul/mg de proteina) de juveniles de O. maya
alimentados con diferentes fuentes de proteina a las que se les extrajeron las grasas y en algunos
casos se les readicionaron HUFAS (A=Tentaculo sin grasas, B=Jaiba sin grasas, C=CPSP sin
grasas, D=Tentaculo de calamar con HUFAS, E=Jaiba con HUFAS, F=CPSP con HUFAS). Valores

como promedio + E.S. Distintas letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 4.
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Con la quimotripsina se observé una actividad uniforme entre tratamientos, presentando
valores de 75.58 hasta 119.36 Ul/mg de proteina, correspondiendo el primer valor a la
jaiba con HUFAS vy el segundo al CPSP con HUFAS (Gréfico 26). Dichos valores no

fueron diferentes entre si (P > 0.05; Tabla 22).

Tabla 22. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacién de promedios de Tukey aplicado
a la actividad enzimatica de la quimotripsina al usar diferentes fuentes de proteina desengrasadas

y reengrasadas en la alimentacion de juveniles de O. maya. Experimento 4.

SC GL MC F P
ANOVA
dieta 5.55E+03 5 1.11E+03 0.653 0.668
Tukey
S/LTentaculo S/L Jaiba C/H Tentaculo C/H Jaiba S/L CPSP C/H CPSP
S/L Tentaculo 0.99998 0.9999 0.9959 0.9783 0.8696
S/L Jaiba 0.99998 1 0.9871 0.9918 0.8103
C/H Tentaculo 0.9999 1 0.9831 0.9979 0.8177
C/H Jaiba 0.9959 0.9871 0.9831 0.8835 0.9906
S/L CPSP 0.9783 0.9918 0.9979 0.8835 0.6036
C/H CPSP 0.8696 0.8103 0.8177 0.9906 0.6036
Actividad de la Quimotripsina
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Gréfica 26. Actividad enzimatica de la quimotripsina (Ul/mg de proteina) de juveniles de O. maya
alimentados con diferentes fuentes de proteina a las que se les extrajeron las grasas y en algunos
casos se les readicionaron HUFAS (A=Tentaculo sin grasas, B=Jaiba sin grasas, C=CPSP sin
grasas, D=Tentaculo de calamar con HUFAS, E=Jaiba con HUFAS, F=CPSP con HUFAS). Valores

como promedio + E.S. Distintas letras indican diferencias entre tratamientos. Experimento 4.
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Cabe mencionar que, observando comparativamente la actividad de cada enzima por
tratamiento, no se encontré6 ninglin patrén en el comportamiento de la actividad

enzimatica con respecto a las dietas mas o menos eficientes.

En cuanto a la relacion entre el porcentaje de crecimiento por dia y la actividad enzimatica

los resultados obtenidos no muestran una correlacion evidente (Graficas 27, 28 y 29).

y = 2E-05x - 3.1318
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Gréfica 27. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de las proteasas totales de juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas. Experimento 4.
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Gréfica 28. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de la tripsina en juveniles de O. maya alimentados con diferentes

fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas. Experimento 4.
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Grafica 29. Relacion entre la tasa de crecimiento especifica (TCE % peso por dia) y la actividad
enzimatica (Ul/ mg de proteina) de la quimotripsina en juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas. Experimento 4.

d. Glucégeno. No se registraron diferencias significativas (P>0.05; Tabla 23) asociadas a
la dieta. Asi un valor promedio de 1.30 + 0.03 pudo ser calculado.

Tabla 23. Resultados del analisis de varianza y de diferenciacion de promedios de Tukey aplicado
a la concentracioén de glucégeno en musculo registrado en juveniles de O. maya alimentados con

diferentes fuentes de proteina desengrasadas y reengrasadas. Experimento 4.

SC GL MC F P

ANOVA
dieta 0.318 5 0.064 1.126 0.363

Parametros Estadisticos

Promedio 1.3045
Desv. Est. 0.2393
n 46
ES 0.0353
CV 2.7044
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Discusién

Crecimiento y sobrevivencia.

Fuentes de proteina para la elaboracién de piensos.

Es bien conocido que una de las mayores dificultades para la acuacultura de pulpos es
justamente la alimentacion de los organismos. A pesar de los intentos realizados, hasta el
momento, no ha sido posible elaborar una dieta que satisfaga del todo los requerimientos

nutricionales de estos organismos.

En este trabajo, en un esfuerzo por encontrar la formulacién correcta que permita tener
tasas de crecimiento y sobrevivencia éptimas, se probaron diferentes fuentes de alimento.
Dado que el metabolismo de los pulpos es principalmente proteico, dichas fuentes se
eligieron basandose principalmente en la dieta natural de los organismos y en su
composicion aminoacidica, poniendo especial cuidado en que fuesen fuentes de proteina
de alta calidad. Solos 0 mezclados, con los insumos probados los organismos en general

no mostraron buenos crecimientos.

En el primer experimento, las dietas disefiadas fueron elaboradas pensando en brindar a
los animales experimentales un alimento con una composicion aminoacidica balanceada.
Este balance se realiz6 tomando en consideracién tanto los perfiles de amino acidos (aa)
del pulpo como los de cangrejos que han provocado altas tasas de crecimiento, cuando
estos Ultimos han sido utilizados como alimento (Domingues et al., 2007; Aguila et al.,
2007, Rosas et al.,, 2007). Asi, con el alimento balanceado utilizado se preveia la
posibilidad de que los aa no fueran un factor limitante de la dieta. De hecho se utiliz6 un
hidrolizado (autolizado de pescado) que por su poder atrayente, al igual que el CPSP,
podria garantizar el consumo y por tanto el efecto positivo que se esperaba de este
alimento (Aguila et al., 2007). No obstante estas consideraciones, el alimento balanceado
no fue efectivo provocando pérdida de peso en los organismos experimentales. Aunque
Lee et al (1994) observaron, para O. vulgaris, que un balance en los niveles de
aminoacidos provee aquellos que son mejores para obtener energia para el metabolismo
(prolina, aspartato y arginina) y aminoacidos esenciales para la sintesis de proteinas, al
parecer no solo es el balance de aa el que determina la efectividad de un alimento, sino
otros factores asociados con el origen de la proteina que conforma el alimento.

Resultados similares han sido obtenidos en otros cefalépodos que han sido alimentados
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con diversas fuentes proteicas como surimi y filete de pescado, salchichas de pescado,
dietas para camaron etc., (Domingues, 1999; Domingues et al., 2002; Domingues et al.,
2005).

Con el fin de establecer los efectos de las diferentes fuentes proteicas en el crecimiento y
la fisiologia digestiva de los pulpos se realizaron una serie de experimentos disefiados
para probar cada fuente por separado. Los resultados de ese ensayo mostraron que el
CPSP promueve una sobrevivencia mayor del 80% mientras que los tentaculos de
calamar promovieron un crecimiento marginal positivo. El resto de las fuentes proteicas
utilizadas en la conformacién de la dieta (Harina de almeja, almeja liofilizada, y la harina
de pescado) produjeron importantes pérdidas de peso, por lo que no se consideraron
como nutrientes apropiados y por tanto fueron eliminados. Nuevamente los animales
alimentados con jaiba mostraron los mejores crecimientos. Estudios recientes llevados a
cabo en O. maya demostraron que el CPSP es un buen atrayente para los pulpos y que
posiblemente la forma en que se encuentran los péptidos y aa favorezca la asimilacién de
las proteinas (Aguila et al., 2007a). El papel atrayente del CPSP quedd nuevamente de
manifiesto en el presente estudio, poniendo en evidencia que aunque el principal sentido
utilizado en la alimentacion de los pulpos es la visidn, también las sefales quimicas y el
olfato juegan un papel muy importante. Asi es posible proponer el uso del CPSP como
parte de la composicién de los alimentos balanceados que si bien no proporciona un
contenido de proteinas importante, es un elemento bien aceptado por los pulpos y que
podria resultar como un buen instrumento atrayente en dietas artificiales. Asi mismo al
promover el consumo del alimento el CPSP podria ademas estar brindando elementos
nutricionales necesarios para el mantenimiento, hecho que se resalta de los elevados
valores de sobrevivencia que se observaron en el presente estudio. Estudios realizados
en otros cefalépodos han sugerido que el empleo de fuentes de proteina mas digerible en
la elaboracion de las dietas, que a su vez provean aminoacidos y péptidos favorece el
crecimiento. En paralarvas de O. vulgaris se observo que los aminoacidos, ademas de ser
necesarios para el metabolismo, juegan un papel importante dado que son ellos quienes
brindan el efecto atrayente o de rechazo que tiene dieta, el cual afecta el comportamiento
guimiotactil de los pulpos (Villanueva et al., 2004).
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De todas las fuentes proteicas probadas, la mayoria produjeron pérdida de peso en los
animales, y sélo en el caso de los tentaculos de calamar liofilizados, se registré un
crecimiento marginal. Asi, se ratifico a la jaiba como el mejor alimento para la engorda de
juveniles de O. maya, dado que en todos los experimentos fue la Gnica que produjo tasas
de crecimiento significativas, mismo fenbmeno ya antes observado en otras pruebas
realizadas con O. maya (Aguila et al., 2007a). El uso de tentaculos de calamar
(Dosidiscus gigas) en la alimentacién de pulpos ha estado limitado a los presentes
experimentos. El uso de calamar como ingrediente de alimentos para animales acuéticos
ha sido evaluado también en camarones peneidos (Cérdova-Murueta and Garcia-Carreno,
2002). Estos autores reportaron que este insumo tiene una alta calidad nutricional con una
composicion quimica correspondiente a 68% de proteina, 4.7% de lipidos, 6.2% de
cenizas y 0% de fibra cruda, con un perfil de AA similar al reportado para O. maya (Aguila
et al., 2007). No obstante las aparentemente buenas caracteristicas nutricionales del
calamar, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que, por alguna razén
aln no establecida, el calamar no promueve los mismos crecimientos que los que es
posible obtener cuando los juveniles de O. maya son alimentados con carne de jaiba. En
este sentido se ha propuesto que ademas de las cualidades quimicas del alimento deben
de considerarse otras propiedades como la textura, la dureza y la digestibilidad (Lee,
1994; Ezquerra et al., 1998; Cérdova-Murueta and Garcia-Carreno, 2002). Este podria ser

un punto a cuidar en futuros experimentos.

Acidos grasos
Es conocido que en general los cefalépodos presentan una baja digestibilidad de lipidos

(Solis, 1997; Aguado-Giménez and Garcia-Garcia, 2003; Navarro and Villanueva, 2003;
Petza et al., 2006; Pérez et al., 2006; Domingues et al., 2007). En esos estudios se ha
observado que si bien los lipidos en exceso pueden reducir la digestibilidad de la dieta,
también éstos tienen un papel importante en la sintesis de membranas. Estos diferentes
enfoques han provocado que en el caso particular de los lipidos las conclusiones hayan
sido controversiales. Diversos estudios han demostrado que las caracteristicas quimicas
de la dieta, en particular las proteinas, juegan un papel importante en el crecimiento de los
cefalépodos. El que las proteinas se presenten como principal fuente energética se debe
a la importancia del tejido muscular en la locomocion y la ventilacién de los cefalépodos,
asi como a su uso para el crecimiento somatico (Moltschaniwskyi y Johnston, 2006). Si

contrastamos lo anterior con los lipidos, lo primero que surge es el hecho de que éstos
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son boyantes. Asi, grandes y variables cantidades de ellos pueden afectar potencialmente
la flotabilidad de los animales, aunado a que son un recurso metabdlicamente caro de
distribuir (Moltschaniwskyi y Johnston, 2006).

Diferentes investigaciones han sido realizadas para definir la importancia que los lipidos
juegan en la alimentacion de los cefalépodos, aunque se ha visto que la capacidad de
asimilarlos puede variar de acuerdo a la especie. Moltschaniwskyi y Johnston (2006)
encontraron que el calamar Euprymna tasmanica es capaz de digerir lipidos en mayores
proporciones que otros cefalépodos, a pesar de que éstos no sean almacenados en la
glandula digestiva. La explicacion a este fendmeno fue asociada a los habitos sedentarios
del animal, los cuales conllevan menos restricciones de movilidad y flotabilidad asociadas
con el almacenamiento de los mismos. Por su parte O’ Dor y Wells (1987) encontraron
gue cuando los cefalépodos son alimentados con dietas que presentan un alto contenido
de grasas, como por ejemplo sardina y anchovetas, los organismos producen heces que
flotan, indicando una absorcion ineficiente de lipidos. Petza et al (2006) demostraron que
con este tipo de dietas también el crecimiento se ve reducido en comparacion con dietas

bajas en grasas y con un alto contenido proteico.

Basados en lo anterior, y dados los bajos valores de crecimiento obtenidos, una parte de
los experimentos fue disefiado para conocer el papel que los acidos grasos contenidos en
las dietas experimentales juega al alimentar a los juveniles de O. maya. Esta especie
presenta como base de su dieta natural mayoritariamente crustaceos. En diversas
experiencias de cultivo ha resultado claro que es con la carne de jaiba con la que estos
organismos alcanzan las mayores tasas de crecimiento y sobrevivencia, incluyendo el
presente estudio. De acuerdo con Silva y Chapul (2000), el contenido lipidico del cangrejo
es de 2.9 a 5.1%. Asi, las dietas experimentales fueron elaboradas basadas en este perfil,

tomando como bueno un porcentaje del 4% de lipidos en las dietas al re-engrasar.

Moltschaniwskyi y Johnston (2006) y (Navarro and Villanueva, 2003) sostienen que es
necesario tener en consideracion no solamente la cantidad sino también el tipo de acidos
grasos en la dieta. Los cefalopodos adultos se caracterizan por tener grandes
concentraciones de cadenas largas de PUFA (Nash et al., 1978) (13). Entre ellos, acidos
como el DHA, el EPA y el AA son de gran importancia por estar implicados en la
formacién del sistema nervioso, visual, reproductivo y desarrollo larvario, entre otros
(Sargent et al., 1995; Almansa et al., 1999; Arts et al., 2001). Asi, se ha observado que
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mientras la concentracion de lipidos totales y monoinsaturados tiende a aumentar durante
las primeras fases de vida, la de los lipidos polinsaturados (PUFA) tiende a disminuir
(Navarro y Villanueva, 2000, 2003). En adicion a ello, en sepias se ha visto que con
PUFAS se puede acelerar la aceptacion de dietas artificiales, observandose su efecto

mas importante durante los primeros 20 dias de vida (Boucaud-Camou et al., 1985).

En el presente estudio a pesar de cuidar tanto la cantidad como la calidad de los acidos
grasos utilizados se observdé que en ningun caso los valores de crecimiento se
modificaron positivamente. Aunque pudiese ser que los lipidos estuviesen ocasionando la
saturacion o taponamiento de los puntos de absorcion de las proteinas y asi explicar la
baja de peso, los resultados obtenidos en esa parte del estudio muestran que no parecen
ser los lipidos los primeros causantes de las bajas tasas de crecimiento, sino que hay otro
u otros factores interfiriendo en la digestibilidad de las proteinas y por ende en el
crecimiento. Por ejemplo, no es posible saber si la forma de desengrasar las fuentes
proteicas alteraron las proteinas afectando la disponibilidad de nutrientes para el pulpo, o
si en el proceso de desengrasado algun residuo organico no esperado pudiera haber

afectado la textura, el sabor o la absorcion de nutrientes del alimento.

A pesar del gran nimero de experimentos realizados en el presente estudio no es posible
asegurar si los lipidos en cantidad y/o calidad determinan la digestion de las proteinas.
Sin embargo lo que si queda claro es que no basta con brindar proteinas de buena
calidad en la dietas para obtener resultados exitosos en el cultivo de pulpo, sino que hay
gue considerar de que manera esa proteina es dispuesta para ser digerida y asimilada. El
tipo de proteina, el peso molecular de las proteinas usadas, su configuracién alostérica,
etc podrian estar involucrados en la nutricibn de los pulpos determinando el uso y

aprovechamiento de éstas y por ende sus efectos en el crecimiento.

Actividad de las enzimas digestivas.

Se ha demostrado que la actividad enzimatica es un buen indicador del modo en que una
dieta afecta el crecimiento y la sobrevivencia de los cefal6podos, asi como de la manera
en que los recursos proporcionados mediante esta son utilizados por los animales (Perrin
et al., 2004; Aguila et al., 2007; Moguel, 2008). Lo anterior gracias a que éstos tienen la
capacidad de ajustar su metabolismo modificando sus secreciones enzimaticas a modo

de lograr el aprovechamiento de los componentes de la dieta (Caruso et al., 1996;
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Zambonino-Infante y Cahu,1994). Dicha capacidad ha sido observada en sepias (Perrin et
al., 2004) asi como en larvas de pulpo (Villanueva et al., 2002). Es por ello que en el
presente estudio la actividad enzimatica fue utilizada para evaluar el efecto de diferentes

fuentes proteicas sobre el crecimiento de O. maya.

Dado que los cefalépodos son organismos carnivoros, con un metabolismo basicamente
proteico, la atencién de los estudios realizados, incluyendo este, se centra en la actividad
de enzimas proteoliticas. Se ha visto que la presencia de una enzima no se encuentra
s6lo en funcién del tipo de alimento sino que depende también del estado de desarrollo
del animal. Boucaud-Camou y Roper (1995) realizaron un estudio sobre enzimas
digestivas en paralarvas de cefalépodos. Ahi notaron que en todos los especimenes
estudiados el sistema digestivo se encontraba ya desarrollado y listo para digerir presas.
No obstante, en sepias se ha demostrado que al nacer estos animales cuentan todavia
con una reserva importante de vitelo y su sistema digestivo se encuentra aun inmaduro. El
desarrollo del sistema digestivo inicia después del 5° dia con la primera alimentacion.
Luego de la maduracién del sistema digestivo, la digestion pasa de ser intracelular a
extracelular, proceso durante el cual se diferencian las células encargadas de la secrecion
enzimatica. En este proceso, estas células desarrollan la capacidad de secretar enzimas
alcalinas las cuales haran el trabajo de digestion extracelular. Todos estos cambios estan
asociados con la transicion entre una digestion post embrionaria a una juvenil — adulta
(Perrin, 2002).

Dado que O. maya presenta desarrollo directo al igual que las sepias, resulta facil suponer
gue estos animales cuenten igualmente con adaptaciones digestivas similares. Moguel
(2008) encontré que durante los primeros 30 dias de vida en los pulpos no existen
cambios en la digestién, mostrandose en la misma magnitud la actividad de las enzimas
intracelulares y extracelulares. Esto significa que la madurez ocurre simultaneamente
tanto en células encargadas de la produccion de proteasas como en las dedicadas a la
absorcion intracelular de nutrientes. En este mismo estudio se observé que la actividad de
las fosfatasas acidas fue siempre menor que el resto de las enzimas, mostrando que es la
digestion extracelular la que juega el papel de mayor importancia en O. maya. No
obstante resulta interesante notar que, a pesar de lo anterior, durante los primeros quince
dias después de la eclosién se observé un patrén irregular de la actividad enziméatica, en

donde se apreciaban picos de actividad para todas las enzimas digestivas a los dias 3, 5,
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9 y 14, periodo después del cual la actividad se estabilizd. Ello sugiere que si bien la
maduracion de los tipos celulares se da simultdneamente, también existe un ajuste de
secrecién enzimatica durante los primeros 15 dias de vida de O. maya, hecho que resulta
definitivo en el aprovechamiento y desempefio de las dietas experimentales. Los
resultados negativos obtenidos en cuanto a crecimiento y sobrevivencia durante el primer
experimento de esta investigacion, podrian deberse entre otras cosas precisamente a la
forma en que el tipo de alimento se relaciona con los ajustes enzimaticos asociados con la
edad.

En un trabajo realizado con Sepia officinalis, se llevé a cabo una serie de andlisis en un
intento de definir la forma en que los distintos érganos participan en la secrecién de las
enzimas digestivas. La maxima actividad de las proteasas totales, tripsina y fosfatasas
acidas fue encontrada en la glandula digestiva. En el caso de la quimotripsina la mayor
actividad fue registrada en las glandulas salivares posteriores, seguidas de la glandula
digestiva (Perrin, 2002). En paralarvas de varias especies de cefalépodos asi como en O.
maya también se encontré la mayor actividad de las enzimas digestivas en la glandula
digestiva (Boucaud-Camou y Roper, 1995; Aguila et al., 2008). Esto permite establecer a
la glandula digestiva como el principal 6rgano de sintesis de enzimas digestivas, razén
por la cual todas las extracciones realizadas durante este estudio para observar la
actividad enzimética se realizaron a partir de ese tejido.

Las fosfatasas acidas se encuentran involucradas en la digestion intracelular (Yim y
Boucaud-Camou, 1980; Boucaud-Camou et al., 1985). Ellas agrupan varias isoenzimas
gue hidrolizan los monoésteres de fosfato y que estan implicadas en numerosos procesos
metabdlicos como la permeabilidad membranal, la diferenciacion celular, el metabolismo
0seo y la sintesis de esteroides (Perrin, 2002). Por su parte, la digestion extracelular la
realizan mayormente las proteasas. De éstas Ultimas las mas estudiadas han sido la
tripsina y la quimotripsina. Ambas son endoproteasas que cuentan con una estructura
préxima y cuya diferencia es el lugar de corte en las proteinas. Los sitios ocupados por la
tripsina son los correspondientes a la lisina y la arginina, mientras que para la
guimotripsina son el triptofano, la tirosina y la fenilalanina. Estas enzimas son sintetizadas

en el medio extracelular en forma de zimdgenos (Perrin, 2002).
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Se ha visto que la actividad de la tripsina y la quimotripsina baja en larvas de O. vulgaris
con una dieta pobre, e igualmente para el caso de las fosfatasas en sepias. Conforme a
lo observado por Yim (1978) y Boucher-Rodoni et al. (1987), las enzimas son secretadas
desde la toma de comida. La disminucién de la actividad enzimatica corresponde a la
degranulacién de células digestivas y a la secrecion de enzimas en la luz (Boucaud-
Camou, 1973). La actividad continla bajando junto con la secrecién y la utilizacién de las

enzimas.

Moguel (2008) al trabajar con juveniles de O.maya pudo notar que, en aquellos animales
que registraron pérdidas de peso durante sus experimentos subio la actividad de la
guimotripsina, lo cual fue interpretado como un indicador de induccién enzimatica cuando
se utilizan dietas deficientes. En cambio, cuando se observaron crecimientos positivos se
registré una induccion de la tripsina, hecho que permitié pensar en la existencia de una
relacién directa entre la actividad de esta enzima y el crecimiento de los pulpos. Aunque
en este estudio no se observd una relacién directa entre crecimiento y actividad de las
enzimas digestivas en todos los experimentos, se pudo observar que los alimentos
ensayados modulan de manera distinta la capacidad digestiva de los pulpos lo que al final
de cuentas afect6 al crecimiento. Aunque todas las fuentes proteicas utilizadas se podrian
considerar de alta calidad nutricional y digestiva no todas produjeron crecimientos
positivos y activacion enzimética que pudiera equipararse a lo observado cuando los
pulpos son alimentados con carne de jaiba. Esto pone en evidencia que otras
caracteristicas, distintas a la cantidad de proteina total contenida en el insumo o su
presentacion (fresca, congelada o liofilizada) interfieren en la digestibilidad de los
insumos, tal vez por la estructura misma de la proteina o la cantidad de proteina soluble
presente en cada uno de ellos. Otros estudios deberan realizarse con el fin de establecer
el origen del efecto aparentemente adverso que provocan los insumos utilizados para los

juveniles de O. maya cultivados.
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Conclusiones

1. De las fuentes de proteina probadas, es la jaiba la que continGia arrojando los mejores

resultados de crecimiento y sobrevivencia, ya sea fresca o liofilizada.

2. El que los pulpos alimentados con las fuentes de proteina experimentales no hayan
mostrado buenos resultados en su tasa de crecimiento y sobrevivencia podria deberse no
necesariamente a la calidad de la proteina brindada, sino a otras cuestiones como la
interaccién a nivel molecular entre los elementos proporcionados en el alimento y las
enzimas digestivas, aspectos de configuracién alostérica, etc. que resulta necesario

evaluar posteriormente.

3. De las fuentes de proteina probadas en este estudio son el tentaculo de calamar
liofilizado y el CPSP los que podrian mostrar atributos para mantener el crecimiento y la
sobrevivencia de los pulpos respectivamente. Son estos elementos los que deben
considerarse en estudios futuros para terminar de discernir su papel en la nutricién de los

cefalépodos.

4. Aunque se reconoce que los lipidos pueden ser de gran importancia para los pulpos, en
el presente estudio no se encontré un patrén definido sobre su efecto en el crecimiento de

O. maya.

5. O. maya acepta sin problemas dietas artificiales, elaboradas a base de fuentes frescas
o de harinas. Sin embargo, hasta el momento estas parecen no haber cumplido sus
requerimientos nutricionales. Dado que se hicieron con base en la composicién
aminoacidica de los pulpos las dietas probadas prometian cubrir las necesidades
nutricionales de O. maya, el que esto no haya sido asi indica que es necesario poner
atencion en la interaccion de las proteinas con los demés elementos en la dieta, asi como
en la interaccién de las mismas con las enzimas digestivas de los pulpos en sus

diferentes etapas de desarrollo.
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6. La edad de los pulpos es un punto crucial a ser considerado en la elaboracion de
futuras dietas tomando en cuenta que existe un periodo de maduracién del sistema
digestivo con la edad, de acuerdo con otros estudios y con lo observado al usar animales

de diferentes edades en los experimentos de esta investigacion.

7. Aunque se observan cambios en la actividad de las enzimas digestivas evaluadas y el
crecimiento de los animales segun el alimento brindado a los organismos, la forma en que

esta relacion es modulada es altamente variable y no siempre sigue patrones fijos.

9. Aun no son claros todos los elementos de la dieta que afectan la actividad enzimatica
de O. maya ni la manera en que éstos interactian durante la digestion. Se requiere una
mayor caracterizacion de las enzimas digestivas de O. maya, proteasas y lipasas, para
conocer mejor la interaccién que estas estan teniendo con la dieta y por consiguiente su

efecto en el crecimiento de los animales.
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ANEXO |

Generalidades de la especie Octopus maya (1)

TAXONOMIA
Phyllum: Molusca
Clase: Cephalopoda
Orden: Octopoda
Familia: Octopodidae
Género: Octopus

Especie: Octopus maya ( Voss y Solis, 1963)

DISTRIUBCION Y HABITAT. Octopus maya se distribuye en la Costa de la Peninsula de
Yucatan, México, desde Ciudad del Carmen hasta Isla Mujeres (Solis-Ramirez 1994,
1997). Se encuentra principalmente en aguas templadas y tropicales. Es una especie
litoral de aguas someras (se halla mayormente de 1 a 4 brazas de profundidad), cuyos
sustratos preferentes son de roca caliza y sedimento arena-limoso cubierto en parte por
Thalassia testudinum y diversas algas. Por su posicion en el medio es una especie

demersal (bentdnica) pero puede nadar activamente por la columna de agua.

DESCRIPCION. Estos organismos presentan cuerpo blando y ocho brazos con dos filas
de ventosas. Cuentan con un cerebro bien desarrollado ademas de ojos grandes y
complejos que les proporcionan una vision aguda. La textura de su piel puede ser lisa o

verrugosa y su color varia entre rojo, café y marrén segin la situacion.
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REPRODUCCION. O. maya presenta dimorfismo sexual marcado que incluye el
desarrollo de estructuras propias en machos (hectocotilo y 1 sélo testiculo) y en hembras
(1 ovario, 1 o 2 oviductos y glandula oviductal). La cOpula es a distancia y va precedida
por diferentes movimientos y cambios de coloracién caracteristicos. Son oviparos con
desarrollo embrionario directo (no hay fase larval). La fecundidad de estos pulpos varia
entre 500 y 1500 huevos por desove, mismos que presentan un desarrollo embrionario de
entre 50 y 65 dias en el medio natural y de 45 dias en cautiverio, a temperaturas entre 24
y 26°C (Van Heukelem, 1983).

Son animales solitarios, cuya longevidad va de 9 meses a 1 afio de vida. Se desplazan
con ayuda de sus tentaculos pero en caso de peligro pueden hacerlo mediante la

expulsién de un chorro de agua por la cavidad respiratoria.

ALIMENTACION. Son carnivoros activos de peces, crustaceos y otros moluscos
(bivalvos). Su saliva contiene una cefalotoxina que ayuda a inmovilizar a la presa.
Presentan una tasa de alimentacidén que varia entre el 30% de su peso humedo por dia en
las primeras fases de vida, hasta el 5% al acercarse a la etapa reproductiva. La tasa de
crecimiento en juveniles va de 4% de su peso corporal por dia a 20°C, hasta 7.8% por dia
a 30°C.
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ANEXO Il

Procedimiento para extraccion de grasas con el método “Soxhlet”

El primer paso para armar el sistema fue sellar las partes esmeriladas con grasa de
silicon. Posteriormente se introdujeron los dedales con las muestras previamente pesadas
dentro del vaso de extraccion (recolector). Se colocaron 150 ml de éter de petroleo de 30
a 60 °C de ebullicibn en cada uno de los matraces de ebullicion, mismos que se
ensamblaron con el recolector asegurando que hicieran buen contacto con las placas de
la estufa. El agua del reservorio fue enfriada previamente al encendido de la bomba y
cada una de las placas del sistema se ajusté a un nivel de calor de 4 0 4 . Se espero a
gue el éter de petréleo estuviera en ebullicion, verificando que este no se fugara por los

sellos de silicdn y que el agua que circulaba por el sistema se mantuviera fria.

Una vez pasadas 2 hrs con el sistema funcionando, se hizo una prueba para saber si ain
se estaban extrayendo grasas. Esto se hizo con una tira de papel filtro que se humedecio
con una gota de éter de las que caian del matraz, se dejé secar y después se observd si
presentaba alguna mancha de grasa. De no ser asi la muestra fue retirada. Para ello se
escurrié el dedal con la muestra lo mejor posible y se puso a secar en la campana de
extraccion. Una vez finalizado el proceso se desmonté el equipo, teniendo cuidado de
colocar el éter recuperado y la grasa en frascos destinados especificamente para cada

uno de ellos.
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