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Resumen

En el presente estudio se evalu6 el efecto que tiene en el crecimiento y en el
acondicionamiento reproductivo la inclusién de acidos grasos poliinsaturados a la
dieta de Octopus maya en condiciones de cultivo en colectivo e individual. Para
conocer la forma en que las condiciones de cultivo y la dieta alta en acidos grados
poliinsaturados modulan el crecimiento de juveniles tempranos y pre—adultos de
O. maya se realizaron tres experimentos dirigidos a probar la relacién entre ambas
variables: efecto de la individualizacion y el tipo de alimento en juveniles
tempranos, efecto de la individualizacion y el tipo de alimento en pre—adultos y
efecto del tipo de alimento en condiciones de cultivo en colectivo; realizandose
ademas un ensayo con hembras pre—adultas de O. maya para conocer si éstas
transfieren directamente los acidos grasos de mayor importancia contenidos en el
alimento al vitelo de los huevos a medida que se aproxima el evento reproductivo.
Se observo que el crecimiento de los juveniles de O. maya es afectado por la
forma de cultivo. Animales mantenidos individualmente tuvieron un crecimiento
mas lento (0.024 g por dia) que el registrado en animales mantenidos en
estanques y en forma colectiva (0.054 g por dia), reportandose un efecto
significativo de la dieta enriquecida con acidos grasos poliinsaturados sobre el
crecimiento de los pre—adultos de O. maya. Estos resultados sugieren que sin
limitaciones de espacio los animales pudieran aprovechar los efectos benéficos de
la dieta lo que produciria un mayor crecimiento. También se observd que las
hembras pre—adultas de O. maya transfieren directamente del alimento los acidos
grasos necesarios para la sintesis de vitelo, siendo los mas frecuentes C14:0,
C16:0, C17:0, C18:0, C18:1, C20:1, C20:2, C20:3n—-6, C20:4n—6 (AA), C20:5n-3
(EPA) y C22:6n-3 (DHA), constituyendo el 96 por ciento de los ésteres metilicos
de &cidos grasos, sugiriendo que su adicion a la dieta podria mejorar la calidad de

los huevos.

Palabras clave: Octopus maya, acidos grasos poliinsaturados, crecimiento,

acondicionamiento reproductivo, tipo de cultivo



Presentacion

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad evaluar y mostrar el
impacto que tiene la inclusion de acidos grasos poliinsaturados a la dieta de
Octopus maya en condiciones de cultivo a lo largo de su ciclo de vida,
especialmente durante los eventos de crecimiento y acondicionamiento

reproductivo.

Los objetivos de esta investigacion son los siguientes:

a. Evaluar si la inclusion de acidos grasos poliinsaturados en la dieta brindada
a O. maya en condiciones de cultivo en cautiverio provoca diferencias en su

crecimiento.

b. Conocer si la adicion de acidos grasos poliinsaturados en la dieta establece
diferencias en la composicion de los tejidos y desoves de las hembras pre—

adultas de O. maya.

Para cumplir con los objetivos propuestos, el presente trabajo se ha estructurado

en dos capitulos:

1. IMPACTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLINSATURADOS EN EL
CRECIMIENTO Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE JUVENILES Y PRE-
ADULTOS DE Octopus maya: EFECTO DEL TIPO DE CULTIVO.

2. PAPEL DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS EN EL
PROCESO REPRODUCTIVO DE LAS HEMBRAS DE Octopus maya DE
SEGUNDA GENERACION.

Al final del segundo capitulo se muestran las conclusiones de este trabajo de

investigacion.

xi



1 IMPACTO DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS EN
EL CRECIMIENTO Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE
JUVENILES Y PRE-ADULTOS DE Octopus maya: EFECTO DEL

TIPO DE CULTIVO



1.1 Antecedentes

1.1.1 Presentacion de la especie

Octopus maya es una especie de talla grande (longitud del manto en los
ejemplares examinados: 48—-116 mm en las hembras y 77-119 mm en los
machos) y huevos grandes (17 mm de longitud y 4.5 mm de ancho). El caracter
mas distintivo de esta especie es la presencia en todos los ejemplares de ambos
sexos de una mancha oscura u ocelo situado bajo los ojos, y entre estos y la base
del segundo y tercer brazo, haciéndose menos aparente en los adultos. El tercer
brazo derecho de los machos es hectocotilizado y contiene una ligula pequeia y

en forma de cuchara (ver Figura 1.1). Esta especie presenta 9—10 laminillas por
hemibranquia (Voss y Solis—Ramirez, 1966; Jereb et al., 2014).

AT I s A e R e
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Figura 1.1. Octopus maya. Vision dorsal (A), ocelo (B) y ligula (C). Adaptado de
Jereb et al., 2014.



O. maya habita aguas someras de la regién occidental del Océano Atlantico
(ver Figura 1.2) principalmente en las costas de Yucatan y Campeche, situadas en
el Golfo de México (Jereb et al., 2014).

Es una especie bentdnica que vive en aguas poco profundas hasta los 50 m
de profundidad, sobretodo en lugares donde abundan las algas, conchas vacias y
fisuras en las rocas. El numero total de huevos que pone una hembra varia entre
1,500 y 2,000, los cuales tienen un pedunculo corto y son fijados por las hembras
en cordones a las fisuras de las rocas o a conchas vacias de moluscos. Los
desoves ocurren a partir de septiembre y hasta enero. El desarrollo embrionario
tiene una duracion de entre 50 a 65 dias. Se ha estimado que O. maya tiene una
longevidad de entre 1 a 2 afios. En sus zonas de distribucion O. maya se alimenta

principalmente de crustaceos, moluscos y peces (Jereb et al., 2014).

100°W S0°W BO*W 70°W 60°W

30°N 30°N

20°N 20°N

10°N 10°N

100°W 0°W 80w 70°W &0°W
B 7ona de distribucién conocida

Figura 1.2. Distribucion geografica de Octopus maya. Adaptado de Jereb et al.,
2014.



De acuerdo con el Integrated Taxonomic Information System (2014) la

clasificacion actual de O. maya sitia a la especie en el siguiente orden

taxonémico:

Reino
Subreino

Infrareino
Superfilo

Filo

Clase
Subclase
Superorden
Orden
Suborden

Familia

Subfamilia
Género

Especie

Animalia

Bilateria

Protostomia

Lophozoa

Mollusca

Cephalopoda Cuvier, 1797
Coleoidea Bather, 1888
Octobrachia Fioroni, 1981
Octopoda Leach, 1818

Incirrina Grimpe, 1916

Octopodidae D'Orbigny, 1839-1842. En:

D'Orbigny, 1834-1848

Octopodinae Grimpe, 1921

Octopus Cuvier, 1797

Octopus maya Voss y Solis—Ramirez, 1966

1.1.2 Importancia pesquera

Férussac vy

El pulpo es uno de los recursos pesqueros mas importantes en la peninsula

de Yucatan (Cabrera y Defeo, 2001). Su captura (que incluye dos especies,

Octopus vulgaris y Octopus maya) ocupa el doceavo lugar a nivel nacional, y es la

cuarta pesqueria mas importante en el Golfo de México y el Caribe. El 95% de la

produccion nacional proviene de Yucatan, Campeche, Quintana Roo y una minima

proporcion de Veracruz (SAGARPA, 2002). Estudios previos han demostrado que

existe una mayor concentracion de O. maya en el estado de Campeche,

principalmente entre Champoton y la ciudad de Campeche. Esta zona tiene fondos



mixtos con abundante vegetacion y zonas de refugio para las poblaciones
(SAGARPA, 2002).

La pesqueria del pulpo rojo O. maya se desarrollé a partir de 1949 (Solis—
Ramirez et al., 1997) y su valor comercial ha motivado al incremento de flotas
pesqueras en toda la region donde se distribuye. En el periodo 1998-2006 se
registraron capturas a nivel nacional entre 16,000 y 24,000 t (SAGARPA, 2007).
La administracion de este recurso pesquero esta regulada por dos Normas
Oficiales Mexicanas en materia pesquera: NOM-008—PESC-1993 y NOM-009—
PESC-1993.

NOM-008-PESC-1993. Establece una talla minima de 110 mm de longitud
del manto para la captura de todas las especies de pulpo, en las aguas de
jurisdiccion federal del Golfo de México y mar Caribe (Diario Oficial de la
Federacion, 1993).

NOM-009-PESC-1993. Establece un periodo de veda para la captura que
abarca del 16 de diciembre al 31 de julio de cada afio en aguas de jurisdiccion
federal de los Estados Unidos Mexicanos, a efecto de garantizar la conservacion,
la preservacidon y el aprovechamiento racional del recurso pesquero que

representa O. maya (Diario Oficial de la Federacion, 1994).

Dentro de este instrumento de regulacion se establece la necesidad de que
el Gobierno Federal asigne anualmente una cuota de captura de este recurso por
region, para cada temporada de pesca. En Yucatan las capturas presentaban una
tendencia hacia el incremento hasta el ano de 1999, cuando alcanzd un récord de
19,000 t. En contraste, en Campeche la captura sostenida varia alrededor de las
2,000 t. Quintana Roo aumentd sus capturas de 95 t en 1990, a 307 t en 1996
(Hernandez et al., 2001). La estimacion para el 2007 indicé que la densidad de la
poblacién de O. maya es de 1,767 individuos por km?. El peso promedio individual

calculado fue de 0.607 kg, y la biomasa total estimada fue de 25,753 t.



(SAGARPA, 2007). ElI aumento de la captura del pulpo O. maya en los ultimos
anos ha incrementado los riesgos de la sobrepesca en el reclutamiento a corto
plazo y la consecuente baja en la produccién para los siguientes afios. Hernandez
et al. (2001), sefialan que la proteccion del reclutamiento a largo plazo de O. maya

es prioritario como parte de la estrategia de conservacion de la especie.

1.1.3 Crecimiento

Los cefalépodos presentan tipicamente un rapido crecimiento no asintético
en su ciclo de vida, que generalmente oscila entre 6 meses y 2 anos (Forsythe y
Van Heukelem, 1987; Jackson y O‘Dor, 2001; Leporati et al., 2008;
Moltschaniwskyj, 2004). La forma general de crecimiento en cefalépodos ha sido
descrita de mejor forma por curvas de crecimiento exponencial y potencial, sin
embargo, también son utilizadas las curvas lineales y logaritmicas (Alford vy
Jackson, 1993; Semmens et al., 2004; Lépez—Rocha et al., 2012). La forma de la
curva de crecimiento es una funcion de las demandas metabdlicas y energéticas
de los procesos bioldgicos que tipicamente cambian conforme el tamafo del
cuerpo aumenta (Pauly, 1998). Estudios de cultivo en laboratorio han descrito que
el crecimiento en cefalopodos ocurre en dos fases durante su ciclo de vida
(DeRusha et al., 1987; Forsythe y Hanlon, 1988; Segawa y Nomoto, 2002), que
por lo general consiste en una fase temprana de crecimiento exponencial, seguido
de una fase mas lenta de crecimiento potencial, mejor descrita por una ecuacion
de energia (Semmens et al., 2004). Sin embargo, existe un considerable debate
sobre si las dos fases de crecimiento ocurren en la naturaleza (André et al.,
2009a). Estas caracteristicas unicas de crecimiento tienen implicaciones
importantes para la dinamica poblacional de una especie (edad a la que madura,
expectativa de vida, tasa de mortalidad natural y desove), su productividad (tasa
de recuperacion con respecto a su explotacion pesquera) y como responden a la

variabilidad y al cambio ambiental.



El crecimiento es un proceso complejo que ocurre en muchos niveles
biologicos, que puede verse jerarquicamente e incluye cambios en el tamano
relativo de los 6rganos, la generacion y crecimiento de fibras musculares y el
proceso fisiologico de sintesis de proteina (Ho et al., 2004). EI mecanismo que
permite el continuo crecimiento en cefalépodos se relaciona con los procesos de
crecimiento del musculo, que constituye cerca del 90% de la masa del cuerpo
(Moltschaniwskyj, 1994). EI crecimiento muscular involucra dos procesos:
hiperplasia, que es la generacion de nuevas fibras musculares; y la hipertrofia, que
consiste en el aumento en el tamafo de las fibras existentes (Rowlerson et al.,
1995; Weatherley, 1990). Siendo el proceso de hiperplasia de gran importancia

para facilitar la tasa de crecimiento en cefalépodos (Semmens et al., 2011).

Semmens et al. (2011) sefalan que los procesos de crecimiento en
cefalépodos responden a una variedad de factores abidticos, siendo la
temperatura el principal factor que influye en la tasa de crecimiento y variabilidad
de crecimiento si el alimento no esta limitando (Forsythe y Van Heukelem, 1987;
Forsythe et al., 2001; Leporati et al., 2007; Villanueva, 2000). La fase de
crecimiento de juveniles se considera particularmente sensible a la temperatura
(Semmens et al., 2004). La temperatura también afecta marcadamente las tasas
de crecimiento en pulpos juveniles en cautiverio (Forsythe y Hanlon, 1988;
Leporati et al., 2007; Segawa y Nomoto, 2002), y proyecciones modeladas de
crecimiento del pulpo sugieren que aumentos de soélo 1°C pueden afectar la masa
corporal hasta 62.6% en 100 dias (André et al., 2009b). Promover la comprension
de estas caracteristicas de crecimiento es vital para la conservacion y el desarrollo

de la acuicultura de especies de cefalopodos.

La necesidad de diversificar los productos de la pesca via la acuicultura
marina, ha sido motivada porque la mayoria de los recursos marinos han
alcanzado su maxima explotaciéon. Aunque las tasas de produccion pesquera de
los cefalépodos han aumentado en los ultimos afos, se prevé que en el mediano

plazo esas poblaciones también alcancen la produccion maxima. Debido a su



rapido crecimiento, el alto precio del mercado y la gran demanda en los paises
europeos y orientales, O. vulgaris y O. maya han sido identificadas como especies
importantes para la diversificacién de la acuicultura (Iglesias et al., 2000; Navarro y
Villanueva, 2000; Vaz—Pires et al., 2004; Almansa et al., 2006; Rosas et al., 2014).

1.1.4 Los acidos grasos poliinsaturados en la alimentacion de los pulpos

Para el cultivo de O. vulgaris una de las principales limitantes es la falta de
sistemas de produccion masiva de crias asi como de un alimento apropiado para
alimentar a los animales en la fase de engorda hasta la talla de subadulto. Para
esa especie, las técnicas para la produccidn de subadultos en cautiverio tienen
todavia que ser perfeccionadas ya que no se han podido establecer los procesos
tecnolégicos que se requieren para el desarrollo de un cultivo estable. (Iglesias et
al., 1997, 2000; Navarro y Villanueva, 2000, 2003; Villanueva et al., 2002, 2004;
Carrasco et al., 2003; Chapela et al., 2006). Aunque diferentes dietas artificiales se
han intentado experimentalmente para alimentar subadultos de O. vulgaris, los
resultados siempre han sido inferiores a los obtenidos con dietas naturales (Rosas
et al.,, 2014). Esto puede deberse a la falta de palatabilidad de las dietas 0 a su
pobre composicion nutricional (Lee et al., 1991; Castro et al., 1993; Domingues,
1999; Domingues et al., 2005; Cerezo—Valverde et al., 2008; Quintana et al.,
2008). Por esa razon, el cultivo de O. vulgaris se ha limitado a engorde de
subadultos individuales capturados en el medio silvestre (Iglesias et al., 2000;
Estefanell et al.,, 2013). A diferencia de O. vulgaris, en O. maya, gracias a la
facilidad con que es posible obtener juveniles se han podido establecer las
condiciones para la produccién de crias y los sistemas de preengorda y engorda

que permiten la produccion de animales hasta un peso de entre 65y 200 g.

En general se ha observado que los cefalépodos pueden ser cultivados
alimentandolos con presas naturales vivas o muertas (Boletzky y Hanlon, 1983;
Peaje y Tensidon, 1988; DeRusha et al., 1989; Castro, 1991; Castro et al., 1993;
DiMarco et al., 1993; Castro y Lee, 1994; Domingues et al., 2002, 2005, 2006). Sin



embargo, durante la primera parte de su ciclo de vida es recomendable
alimentarlos con presas vivas ya que son las que promueven un mejor crecimiento
(Domingues et al., 1998, 1999, 2001, 2003). Recientemente Baeza—Rojano et al.
(2013) encontraron que un suministro por 15 dias de anfipodos marinos a
juveniles tempranos de O. maya tiene un efecto altamente positivo en el
crecimiento de estos organismos. Segun Pinczon du Sel et al. (2000), los
anfipodos son la principal presa de Sepia officinalis durante los tres primeros
meses puesto que son faciles de colectar y también son un alimento que puede
producirse a menor costo para el cultivo, ya que pueden alimentarse de materia

organica suspendida (Caine, 1974) y pueden ser cultivados en altas densidades.

Otra de las principales razones que ha frenado el cultivo de los pulpos es
que no habia alimentos disponibles que fueran aceptables con un balance
nutricional equilibrado para todas las etapas de su crecimiento (Vaz—Pires et al.,
2004; Cerezo—Valverde et al., 2008). Estudios recientes llevados a cabo en O.
maya revelaron que es posible alimentar a los pulpos utilizando una pasta
aglutinada con gelatina, la cual permite alimentar organismos desde las etapas

tempranas hasta la cosecha (Rosas et al., 2014; Martinez et al., 2014).

El cultivo de las primeras etapas de la vida de los cefalopodos (como pulpo,
calamar y sepia) ha dependido de una fuente de presas vivas para lograr un
crecimiento aceptable y supervivencia (Boletzky y Hanlon 1983; Baeza—Rojano et
al., 2010). Sin embargo, el cultivo de algunas especies de pulpo, como O. vulgaris,
es problematico y muestra altas tasas de mortalidad durante su etapa de vida
planctonica con presas vivas (Navarro y Villanueva, 2003; Iglesias et al., 2007) y
con dietas formuladas (Villanueva et al., 2002), enfatizando el escaso
conocimiento que se tiene de los requerimientos nutricionales de esa fase

plancténica.

Las tasas de alimentacion, crecimiento y conversion alimenticia son las

variables mas importantes para las empresas de acuicultura comercial. Una



comprension de las relaciones entre estos aspectos es fundamental para la
optimizacién de un programa de alimentacion, que podria mejorar el crecimiento y

el valor nutricional de cefalépodos.

Estudios anteriores han demostrado que O. maya tiene un alto potencial
para la acuicultura debido a su buena capacidad de adaptacion a condiciones de
cautiverio (Van Heukelem, 1977; Boletzky y Hanlon, 1983; Hanlon y Forsythe
1985; DeRusha et al., 1989). O. maya es capaz de aceptar presas muertas o
dietas formuladas incluso durante los primeros estadios de su ciclo de vida (Aguila
et al., 2007), lo que resulta en tasas de crecimiento elevadas (hasta 8% de peso
hamedo corporal por dia) como resultado de altas tasas de alimentacion y
eficiencia de conversion de alimento (Van Heukelem, 1983; Hanlon y Forsythe,
1985; Domingues et al., 2007; Rosas et al., 2007).

Como todos los cefalépodos, O. maya es una especie carnivora y la
proteina es uno de los nutrientes mas importantes para la acumulacion de tejido y
fuente de energia (Segawa y Hanlon, 1988; Rosas et al., 2007). Por esa razén los
cefalépodos requieren altas cantidades de proteina y aminoacidos para un 6ptimo
crecimiento (Lee, 1994; Domingues et al., 2005; Sol6rzano et al., 2009). La calidad
de la proteina o el balance de aminoacidos puede ser la mejor medida de valor
nutricional para dietas de cefalépodos. En los ultimos afos, los investigadores han
desarrollado formulas de alimentos que se han encontrado aceptables para pulpo
y han dado como resultado un crecimiento significativo (Cerezo—Valverde et al.,
2008; Quintana et al., 2008; Rosas et al., 2008; Estefanell et al., 2012). Sin
embargo, en la actualidad los requerimientos de proteina y aminoacidos no han

sido determinados para O. maya.

1.1.5 Los acidos grasos poliinsaturados en el crecimiento de los pulpos

Estudios realizados en ejemplares silvestres de O. vulgaris alimentados

durante treinta dias con calamar (Loligo vulgaris) mostraron un alto contenido de
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acidos grasos poliinsaturados omega—-3 (33-52.9%) y omega—6 (3.3-13.7%), pero
con wuna alta variacion para el C22:6n-3 (llamado también acido
docosahexaenoico o DHA, por sus siglas en inglés), C20:5n-3 (conocido como
acido eicosapentaenoico o EPA, por sus siglas en inglés) y el C20:4n—6 (acido
araquidénico o AA, por sus siglas en inglés), reportandose porcentajes similares
de acidos grasos en pulpos silvestres, lo cual sugiere que el DHA, EPA y AA
pueden ser utilizados como indicadores bioquimicos para predecir el crecimiento
de O. vulgaris (Miliou et al., 2007).

Por su parte, Prato et al. (2010) estudiaron la influencia que ejerce el tipo de
dieta natural en el crecimiento, cantidad de lipidos y perfil de acidos grasos en O.
vulgaris de origen silvestre y de cultivo, encontrando que ésta tiene un efecto
significativo en el crecimiento y composicion bioquimica de los pulpos. En el
estudio se observo que los pulpos procedentes de cultivo exhibian niveles mas
bajos de lipidos que sus contrapartes silvestres. En general, los perfiles de acidos
grasos de los pulpos reflejaban la composicion de los acidos grasos presentes en
las dietas. Los acidos grasos saturados fueron los mas abundantes en todos los
ejemplares estudiados, destacando la presencia del C16:0 (Ilamado también acido
palmitico) el cual es generalmente alto en los pulpos independientemente de la
dieta consumida. También se observé que el contenido de &cidos grasos
poliinsaturados cambid significativamente entre los pulpos alimentados con las
diferentes dietas. En todos los ejemplares los acidos grasos poliinsaturados
predominantes fueron el DHA y el EPA, mostrando que los pulpos tienen un mejor
crecimiento cuando el alimento suministrado posee una gran cantidad de estos

nutrientes.

Fuentes et al. (2011) encontraron que paralarvas de O. vulgaris
alimentadas durante un mes con Artemia sp. cultivada con Isochrysis galbana y
posteriormente enriquecida con la microalga Nannochloropsis sp. exhiben un peso
seco mas alto (1.62+0.39 mg), supervivencia moderadamente alta y desarrollo

hasta el estadio adulto, efectos causados posiblemente por la combinacion de
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DHA proporcionada por Isochrysis galbana y el alto contenido en EPA presente en
Nannochloropsis sp. Todo lo anterior sugiere que los acidos grasos
poliinsaturados DHA, EPA y AA son nutrientes clave para el crecimiento y
desarrollo de O. vulgaris (Monroig et al., 2012).

Estudios en otras especies de cefalépodos muestran resultados similares
en cuanto a los requerimientos de acidos grasos poliinsaturados. Koueta et al.
(2002) reportaron que dietas naturales enriquecidas en acidos grasos
poliinsaturados omega—3 (DHA y EPA) inducen un crecimiento mas rapido en

juveniles de Sepia officinalis, efecto evidente durante la etapa juvenil temprana.

1.1.6 Efecto de laindividualizacion en el crecimiento

Otro factor que afecta el crecimiento es la forma en que los animales son
cultivados. Existen evidencias que indican que animales mantenidos en grupos (25
animales/mz) suelen crecer mas rapido que los animales mantenidos en forma
individual (Bricefio et al., 2010b). Aunque la individualizacion de animales ha sido
una estrategia experimental para evitar el canibalismo, los resultados obtenidos
hasta ahora muestran que esta estrategia arroja resultados que no son aplicables

a las condiciones de cultivo en grupos.

Como ya se menciond, el crecimiento en cefaldpodos se comporta
exponencialmente al inicio y luego en forma potencial debido, principalmente a los
procesos de hiperplasia e hipertrofia. Cuando los animales son mantenidos en
forma individual solamente se alimentan del alimento que les es ofrecido mientras
que cuando estan en grupos podrian recurrir al canibalismo cuando el alimento
ofrecido no satisface los requerimientos nutricionales que ellos demandan. Si a la
fecha se ha observado que los animales individualizados crecen menos que los
animales mantenidos en grupos es posible que el alimento suministrado no esté
cubriendo los requerimientos, motivando mayores crecimientos cuando se

mantienen en grupo no porque en el grupo las condiciones favorezcan el
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crecimiento, sino porque, al recurrir al canibalismo los animales cubren sus

requerimientos nutricionales.

1.2 Problemade investigacion

Dado el contexto anterior existen varias preguntas relativas al crecimiento
de los pulpos juveniles al cultivarlos individual y colectivamente y su relacion con

las dietas altas en acidos grados poliinsaturados.

1.2.1 Preguntas de investigacion

a. ¢En qué magnitud se afecta el crecimiento cuando los juveniles tempranos son
cultivados en forma individual o en colectivo?

b. ¢Es posible mejorar el crecimiento exponencial de juveniles tempranos
individualizados  utilizando dietas enriquecidas con acidos grasos
poliinsaturados?

c. ¢Es posible mejorar el crecimiento potencial de pre—adultos individualizados

utilizando dietas enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados?

1.2.2 Hipotesis

a. Se sabe que cuando los pulpos son mantenidos individualizados suelen
presentar crecimientos menores a los registrados en animales que se
encuentran libremente en estanques o acuarios. Estudios previos han
propuesto que esto se debe a que existe un minimo de espacio vital para el
crecimiento de estos animales. Asimismo, se ha especulado que el crecimiento
en colectivos es mayor debido a los efectos benéficos que tiene el canibalismo
sobre el crecimiento de estos animales, ya que ellos en si mismos constituyen
una fuente de proteina y de energia. Si esta respuesta es comun a todos los
cefalopodos es de esperar que en los juveniles de O. maya el crecimiento en
organismos individualizados sea menor que el que se puede obtener cuando

los pulpos son mantenidos en colectivo.
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b. El crecimiento de juveniles de pulpo es altamente acelerado debido a los
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia que caracteriza a ese proceso durante
la fase de crecimiento exponencial. Si los acidos grasos poliinsaturados son
importantes para el crecimiento de las diversas especies de pulpos, debido al
papel que juegan en la sintesis de las membranas celulares durante la
hiperplasia, entonces es de esperar que el crecimiento de los juveniles
tempranos de O. maya cultivados en forma individual responda favorablemente
a la inclusién de acidos grasos poliinsaturados creciendo éstos a mayores
tasas que las que normalmente se registran cuando son alimentados con
dietas convencionales.

c. El crecimiento de los pre—adultos y adultos es menos acelerado que el
observado en juveniles debido a que los mecanismos de hiperplasia e
hipertrofia que caracterizan a ese proceso funcionan de manera diferente a esa
edad. Se sabe que durante la maduracién sexual, se favorece la hipertrofia
sobre la hiperplasia o que provoca que el crecimiento sea potencial en esa
fase del ciclo de vida. Si los acidos grasos poliinsaturados son importantes
para los procesos reproductivos de las diversas especies de pulpos, debido al
papel que juegan en la sintesis de vitelo para los huevos y embriones,
entonces es de esperar que el crecimiento de los pre—adultos de O. maya
individualizados responda favorablemente a la inclusion de acidos grasos
poliinsaturados creciendo a mayores tasas que las que normalmente se

registran cuando son alimentados con dietas convencionales.

1.2.3 Objetivos

1.2.3.1 Objetivo general

Conocer la forma en que las condiciones de cultivo y el tipo de alimento

modulan el crecimiento de juveniles tempranos y pre—adultos de O. maya.
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1.2.3.2 Objetivos especificos

a. Conocer los efectos que puede ejercer la individualizacion en el crecimiento de
juveniles de O. maya.

b. Conocer los efectos que tiene la inclusion de acidos grasos poliinsaturados en
el alimento brindado a juveniles de O. maya durante su fase de crecimiento
exponencial.

c. Conocer los efectos de la inclusibn de &acidos grasos poliinsaturados al

alimento de pre—adultos de O. maya durante su crecimiento.

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Disefio experimental

El presente estudio fue dividido en tres experimentos, cada uno de los

cuales fue dirigido a probar cada uno de los objetivos planteados.

1.3.1.1 Experimento No. 1: Efecto de la individualizacion y el tipo de
alimento en juveniles tempranos de O. maya

Se utilizaron juveniles tempranos de O. maya del area de incubacién de
cefalopodos del Laboratorio de Biologia Marina Experimental de la Unidad
Académica Sisal, Yucatan. Se tomaron 40 individuos (peso promedio de 0.23+0.11
g) y se mantuvieron individualizados durante todo el periodo experimental, en
salinidad de 38—40 UPS, temperatura de 26-27°C y oxigeno disuelto de 5.70-6.30
mg/L.

Los pulpos se mantuvieron en camaras de 6” especialmente disefadas vy
elaboradas como prototipo para este experimento (ver Figura 1.3). Las camaras
tenian una altura de 20 cm y un diametro de 15 cm, asignando una camara por
pulpo. Veinte organismos fueron destinados a cada una de las dietas

experimentales (pasta control, pasta enriquecida). Los animales permanecieron en
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esta etapa aproximadamente 8 meses, en donde alcanzaron un peso promedio de
9.6614.79 g. Las camaras fueron alimentadas con agua de mar en recirculacion a
través de un filtro compuesto por arena para ayudar a eliminar todos los

compuestos nitrogenados presentes en el agua.

Figura 1.3. Camara de 6” empleada para la individualizacion de juveniles

tempranos de O. maya.

1.3.1.2 Experimento No. 2: Efecto de la individualizacion y el tipo de
alimento en pre-adultos de O. maya

Semanas después de haber concluido el ensayo anterior, se tomaron 15
hembras, las cuales correspondieron a los individuos que mostraron el mayor
crecimiento de cada tratamiento (peso promedio de 26.97+£12.05 g), seleccionando
ademas otras 15 hembras (peso promedio de 67.38+28.27 g) provenientes del
area de engorda de cefalépodos del Laboratorio de Biologia Marina Experimental,
todas ellas alimentadas con la pasta control. Las hembras juveniles de O. maya
fueron mantenidas individualmente en tanques de 80 L (ver Figura 1.4). Los
tanques tenian una altura de 55 cm y un diametro de 56.2 cm. Quince organismos
fueron destinados a cada una de las dietas experimentales (pasta control, pasta
enriquecida). Los animales permanecieron en los tanques 4 meses
aproximadamente, alcanzando un peso promedio de 151.22+84.77 g. Al igual que
en el ensayo anterior, los tanques fueron alimentados con agua de mar en

recirculacion pasando ésta por un filtro compuesto por arena.
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Figura 1.4. Tanques experimentales de 80 L en donde se mantuvieron a los

organismos durante la segunda etapa experimental.

1.3.1.3 Experimento No. 3: Efecto del tipo de alimento en condiciones de
cultivo en colectivo

Para el ultimo experimento de crecimiento, se emplearon estanques
externos de 6 m de diametro y 0.8 m de altura (ver Figura 1.5). Un total de 490
pulpos colocados a una densidad de 25 animales/m? fueron repartidos en dos
estanques (uno para la pasta control y otro para la pasta enriquecida) por dos
meses. Los estanques fueron alimentados con agua de mar en sistema de
recirculacion parcial, la cual fue filtrada utilizando espumadores. Los estanques
fueron cubiertos con malla sombra (70%) con el fin de evitar el crecimiento de las
algas. A los pulpos se les ofrecieron tubos de PVC de 4” de diametro como
refugios. En tales condiciones los pulpos fueron alimentados a saciedad dos veces
al dia con las dietas experimentales.

17



Figura 1.5. Estanque externo utilizado para el mantenimiento de juveniles tardios y

pre—adultos de O. maya mantenidos con los diferentes alimentos experimentales.

1.3.2 Dietas experimentales

En los 3 ensayos realizados se utilizaron dos tipos de dietas (el tratamiento
con la pasta control y el tratamiento con la pasta enriquecida) con el propdsito de
evaluar su impacto en el crecimiento de los juveniles tempranos, juveniles y pre—
adultos de O. maya. Para la preparacion de las dietas se utilizaron ingredientes
frescos procedentes de la misma fuente. La elaboracion de la pasta control se
bas6 en calamar (72%), camarén (24%), grenetina (2.5%), vitamina C (0.2%) y
vitaminas adicionales a la dieta (0.1%). Mientras que la pasta enriquecida estuvo
compuesta por calamar (71%), camaron (23%), grenetina (2.5%), emulsion
enriquecida de acidos grasos poliinsaturados (DC DHA Selco, 2%), vitamina C

(0.2%) y vitaminas adicionales (0.1%).

1.3.3 Alimentacion de los organismos

En las tres etapas que duré el experimento de crecimiento, la alimentacién
de los organismos se realizé dos veces al dia (09:00 h y 18:00 h). El tamafio de
las raciones ofrecidas a los individuos en cada experimento fue del 50, 20 y 5% de

su peso corporal.
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1.3.4 Registro del crecimiento de los organismos

El crecimiento fue evaluado mediante el peso de los animales cada mes a
lo largo de cada uno de los periodos experimentales antes mencionados. El peso
de los individuos fue registrado al colocarlos en una balanza granataria digital con
capacidad de 400 g, con sensibilidad de 0.005 g. Antes de ser colocados en la
balanza, los pulpos fueron colocados sobre una superficie absorbente con el fin de
eliminar el agua superficial. Los datos del peso fueron registrados y los pulpos

colocados nuevamente en la condicion experimental correspondiente.

1.3.5 Tratamiento estadistico

Los efectos del tipo de cultivo en el crecimiento de juveniles de O. maya y
de la inclusién de acidos grasos poliinsaturados a la dieta en el crecimiento
exponencial de juveniles de O. maya fueron analizados utilizando analisis de
regresion lineal entre el tiempo de cultivo y el peso alcanzado por los organismos
alimentados con las diferentes dietas experimentales en las condiciones de cultivo
antes expuestas. Por medio de este analisis, se pudo establecer si las pendientes
de las rectas obtenidas en cada experimento eran estadisticamente diferentes a
un nivel de significancia de p < 0.05 (Zar, 2010). Para realizar el analisis, las
curvas de crecimiento fueron linealizadas (Ln Peso, g = Ln a + bT), de tal forma
que fuera posible la aplicacion del analisis de regresion lineal que permite la
comparacion de las pendientes y por ende la tasa de crecimiento. Las curvas de
crecimiento de los pulpos siguen la forma exponencial:

Peso, g = ae®’

donde ay b son constantes y T es el tiempo en dias.

Para conocer los efectos de la inclusion de acidos grasos poliinsaturados
en el crecimiento de pre—adultos de O. maya mantenidos en estanque y en
colectivo los resultados obtenidos se analizaron utilizando un analisis de varianza,
en donde el tipo de alimento, el tiempo experimental y su interaccion fueron las

tres fuentes de variacion a analizar en el modelo. La hipétesis nula fue rechazada
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cuando la probabilidad asociada al valor de F en cada caso fue p < 0.05. Las
diferencias entre los promedios obtenidos fueron analizadas utilizando la prueba
de Diferencia Honestamente Significativa (HSD, por sus siglas en inglés) de Tukey
(Zar, 2010).

1.4 Resultados

1.4.1 Efecto de laindividualizacion en el crecimiento

De los 40 organismos individualizados, el 95% de los pulpos sobrevivieron
durante los 267 dias que durd el experimento. En el caso de los animales
mantenidos en estanques, la sobrevivencia resulté ser de 39%. La tasa de
crecimiento fue fuertemente afectada por el tipo de cultivo. Los animales
mantenidos individualmente crecieron significativamente menos que los animales
mantenidos en un estanque y en colectivo (ver Figura 1.6; F = 298.7; grados de
libertad = 82; p < 0.0001). Los valores resultantes del analisis estadistico y la

caracterizacion de cada curva de crecimiento se muestran en la Tabla 1.1.

=6— Colectivo

=& Individualizados

Ln Peso vivo, g

Tiempo, dias

Figura 1.6. Crecimiento en peso a través del tiempo de juveniles de O. maya por

tipo de cultivo.
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Tabla 1.1. Valores derivados del analisis de las curvas de crecimiento de los

juveniles de O. maya mantenidos individualizados y en colectivo en estanques

exteriores.
Colectivo Individualizados
Valores ajustados
Pendiente 0.05341 £ 0.001471 0.02400 = 0.0005607
Intercepto en Y cuando X=0.0 -2.016 £ 0.09610 -1.840 £ 0.09622
Intervalos de confianza al 95%
Pendiente 0.05040 a2 0.05642 0.02288 a 0.02513
Intercepto en Y cuando X=0.0 -2.213 a-1.820 -2.033 a -1.647
Bondad del ajuste
2 0.9792 0.9714
Desviacion estandar de los residuales 0.3408 0.3901
¢Es la pendiente distinta de cero?
F 1319 1833
Grados de libertad en el numerador,
Grados de libertad en el denominador 1.000, 28.00 1.000, 54.00
p <0.0001 <0.0001
¢ Desviacién de cero? Significativa Significativa
Datos
Numero de valores de X 30 56
Numero maximo de réplicas de Y 1 1
Numero total de valores 30 56
Numero de valores perdidos 52 26

Como se puede apreciar, la tasa de crecimiento (pendiente de la relacién)
de los animales mantenidos en el estanque en colectivo (0.054 g dia™) resulté ser
de casi el doble de la de los animales mantenidos individualmente (0.024 g dia™; p
< 0.05; Tabla 1.1). Asi, las ecuaciones propuestas para animales individualizados
y para animales en colectivo son:

Animales en colectivo, Peso, g = 0.13e0:053T

Animales individualizados, Peso, g = 0.16e%0%4T

donde T es el tiempo en dias.
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1.4.2 Efectos de la inclusiéon de acidos grasos poliinsaturados en la dieta
sobre la sobrevivencia y crecimiento exponencial de juveniles de O.
maya mantenidos en un sistema de cultivo individualizado

La sobrevivencia no fue afectada por el tipo de alimento. Del total de
animales mantenidos con la pasta control (N = 20) sobrevivieron 62.5%, mientras

que de los mantenidos con la pasta enriquecida (N =20) sobrevivieron 57%.

La tasa de crecimiento no fue afectada por el tipo de alimento. El analisis de
regresion lineal mostré que las pendientes de la relacion entre el peso y el tiempo
de cultivo fueron iguales (ver Figura 1.7; F = 0.798; grados de libertad = 106; p =
0.37). Los valores resultantes del analisis estadistico y la caracterizacion de cada

curva de crecimiento se muestran en la Tabla 1.2.

== Pasta Enriquecida

—=- Pasta Control

Ln Peso vivo, g

Tiempo, dias

Figura 1.7. Crecimiento en peso a través del tiempo de juveniles de O. maya

mantenidos en un sistema de cultivo individualizado.
De acuerdo con los resultados obtenidos, un rango de pendientes se logré

calcular para ambos grupos experimentales (ver Tabla 1.2). Este rango incluyd

valores de crecimiento de entre 0.022 a 0.025 g dia™.
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Tabla 1.2. Valores derivados del analisis de las curvas de crecimiento de los

juveniles de O. maya mantenidos con diferentes dietas en un sistema de cultivo

individualizado.

Pasta Enriquecida

Pasta Control

Valores ajustados

Pendiente

Intercepto en'Y cuando X=0.0
Intervalos de confianza al 95%

Pendiente

Intercepto en Y cuando X=0.0
Bondad del ajuste

r2

Desviacion estandar de los residuales
¢Es lapendiente distinta de cero?
F
Grados de libertad en el numerador,
Grados de libertad en el denominador
p
¢, Desviacion de cero?
Datos
Numero de valores de X
Numero maximo de réplicas de Y
Numero total de valores
Numero de valores perdidos

0.02231 a 0.02427

0.02329 + 0.0004891 0.02396 + 0.0005742
-1.923 + 0.09354

-1.837 £ 0.09726

0.02281 a 0.02511

-2.111a-1.736 -2.032 a-1.642
0.9772 0.9705
0.3627 0.3931

2267 1741
1.000, 53.00 1.000, 53.00
< 0.0001 <0.0001
Significativa Significativa
55 55
1 1
55 55
8 8

Tomando en cuenta lo anterior, es posible proponer una sola ecuacion que

describa el crecimiento de los juveniles de O. maya alimentados con las diferentes

dietas:

Peso, g = 0.15e

0.023T

1.4.3 Efectos de la inclusion de acidos grasos poliinsaturados en la dieta
sobre el crecimiento de pre-adultos de O. maya mantenidos en

estanques y en colectivo

El tipo de alimento afectd significativamente el crecimiento de los pre—

adultos de O. maya, mostrando una mayor ganancia en peso en los pulpos
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alimentados con la pasta enriquecida en comparacion con los que fueron

alimentados con la pasta control (ver Figura 1.8).

Peso, g

500

400

300

200

100

. @ Pasta Control
Pasta Enriquecida

100 150 200 250

Tiempo, dias

Figura 1.8. Crecimiento en peso a través del tiempo de pre—adultos de O. maya

mantenidos en estanques y en colectivo.

El andlisis de varianza efectuado indicé que a lo largo del ensayo el peso

fue afectado tanto por el tipo de alimento como por el tiempo, sin interaccion entre

éstos (ver Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Andlisis de varianza efectuado a los valores del peso obtenidos en pre—

adultos de O. maya a lo largo de 103 dias de cultivo. Valores con asterisco indican

diferencia significativa (p < 0.0005).

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado

de variacion cuadrados libertad medio F p
Dietas 6.73E+04 1 6.73E+04 16.64 .000*
Dias 1.30E+05 3 3.90E+05 32.13 .000*
Dietas*Dias 7749 3 2.32E+04 1.92 0.153

El analisis HSD de Tukey aplicado para establecer las diferencias entre los

promedios obtenidos mostré que los valores de peso de los animales mantenidos
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con la pasta enriquecida a los 192 y 226 dias de cultivo fueron significativamente

mayores a los obtenidos en el resto de los animales (ver Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Resultados de la comparacion de medias mediante la prueba HSD de
Tukey. Los asteriscos indican a los grupos que se formaron a partir de la prueba

considerando una p < 0.05.

Dieta Dias Peso, g 1 2 3
Pasta control 123 81.10 i

Pasta enriquecida 123 104.82 i

Pasta control 162 195.70 hl hl

Pasta enriquecida 162 262.12 b

Pasta control 226 266.05 bl

Pasta control 192 306.04 el

Pasta enriquecida 226 431.65 i
Pasta enriquecida 192 454 .95 i

1.5 Discusion

1.5.1 Efecto del método de cultivo (individual contra colectivo) sobre el
crecimiento

En el presente estudio se observé que efectivamente los juveniles de O.
maya individualizados crecen a la mitad de la velocidad que lo que se registré en
animales mantenidos en estanques externos y en colectivo. Con estos resultados
es posible afirmar que existen factores en la forma de cultivar a los organismos
que determinan la tasa de crecimiento. Aunque en el presente estudio no se
determinaron los factores de influencia, resultados obtenidos en otros estudios han
sefalado que el canibalismo podria jugar un papel importante para potenciar el
crecimiento de los animales en cultivo debido al aporte de materia y energia que
los congéneres aportan a la poblacion cultivada. En este sentido Ibafiez y Keyl
(2010) han senalado que el canibalismo es una forma en que las poblaciones
regulan la densidad y por ende el uso de los recursos disponibles en el
ecosistema. Es interesante hacer notar que, aunque en condiciones de cultivo este

factor esta supuestamente resuelto a través de la tasa de alimentacion y del
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manejo de una densidad apropiada, los resultados obtenidos ahora indican que
posiblemente alguno de estos factores podria no estar operando apropiadamente,
dando lugar a la necesidad poblacional de ajustar a los individuos que conforman

la comunidad de un estanque de cultivo.

La densidad de siembra en el cultivo de cefalopodos y en particular de
pulpos es un topico de estudios recientes. Barord et al. (2010) reportaron que una
densidad de 200 juveniles m? de Sepia pharaonis expuestos a alta temperatura
(28°C) provocaron una sobrevivencia de 0.5%, en comparacion con la obtenida en
animales mantenidos en altas y bajas densidades pero en temperaturas menores
(23°C). Estos autores concluyeron que la baja sobrevivencia observada estuvo
relacionada con el exacerbado canibalismo provocado por el aumento en la
voracidad que provoco la alta temperatura. Por su parte, Domingues et al. (2010)
encontraron en O. vulgaris que la densidad de siembra no afectd el crecimiento de
los subadultos aunque si la sobrevivencia, obteniendo menos organismos al final

del periodo experimental en el tratamiento con la mayor densidad.

En el presente estudio los juveniles de O. maya se sembraron a una
densidad de 25 pulpos m? En esa densidad la sobrevivencia esperada es
cercana al 60% lo que implica que siempre existe una mortalidad asociada a las
condiciones de cultivo (Rosas et al., 2014). Uno de los factores que posiblemente
este asociado con esa mortalidad es el tipo de alimento utilizado. Existen
evidencias de que la pasta utilizada para alimentar a O. maya es una mezcla que
cubre los requerimientos nutricionales de la especie (Rosas et al., 2014). Sin
embargo, aun cuando la pasta ha sido utilizada con éxito en cultivos piloto (Rosas
et al., 2008), como se desconocen los requerimientos de la especie, es posible
que aun hoy existan nutrientes faltantes en la mezcla que Uunicamente puedan ser
obtenidos por los pulpos a traveés del canibalismo. En contraste, los organismos
individualizados, ademas de no contar con un espacio vital amplio, estan sujetos a
la alimentacion restringida de la pasta, hecho que sin duda afecta el crecimiento.

Estudios realizados en ésta y otras especies de pulpos han demostrado que
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animales individualizados también tienen tasas de crecimiento menores que
aquellos que se encuentran en colectivo. Bricefio et al. (2010 a y b) encontraron
que los juveniles de O. maya mantenidos individualmente tienen tasas de
crecimiento con exponentes de 0.03, el cual contrasta con los valores de entre
0.05 y 0.06 que se han registrado en organismos cultivados en estanques. Van
Heukelem (1976), Leporati et al. (2007) reportaron tasas exponentes de la relacién
peso versus tiempo entre 0.014 y 0.018 en animales individualizados. Aunque
estos autores no encontraron una explicacion a tan bajas tasas de crecimiento,
sugirieron que éstas se debieron a la falta de espacio vital que los organismos

tuvieron durante el experimento.

1.5.2 Crecimiento exponencial de organismos individualizados utilizando
dietas enriquecidas con acidos grasos poliinsaturados

En el presente estudio se observd que el crecimiento de juveniles de O.
maya no fue promovido por una dieta enriquecida con acidos grasos
poliinsaturados en los animales individualizados a pesar de que es bien sabido
que la participacion de estos acidos grasos tiene un papel importante en los
procesos de hiperplasia (Rowlerson et al.,, 1995; Weatherley, 1990). Estos
resultados podrian ser interpretados tanto en el sentido de los requerimientos
nutricionales de la especie como en los efectos que el espacio vital ejerce sobre el
crecimiento de organismos individualizados. Estudios realizados en otras especies
como O. vulgaris mostraron que los acidos grasos poliinsaturados son movilizados
de manera importante cuando los organismos han sido expuestos a periodos de
ayuno prolongado indicando que estos acidos grasos son una importante fuente
de energia para el mantenimiento de las funciones basicas en los pulpos (Garcia—
Garrido et al., 2010). En otro estudio en donde se alimenté a pre—adultos de O.
vulgaris con diferentes especies de peces frescos y congelados con diferentes
niveles de lipidos se observd que, independientemente de los niveles de lipidos
fue el origen de los peces utilizados lo que determiné el crecimiento de los
animales sugiriendo que existen otros factores, ademas de los acidos grasos, que

determinan el requerimiento nutricional de estos organismos (Estefanell et al.,
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2012). Estos resultados evidenciaron que si bien los acidos grasos poliinsaturados
son importantes en muchos procesos metabdlicos y para el crecimiento, pudieran
no ser del todo determinantes de este proceso. Esto explica, al menos en parte,
las razones por las cuales en el presente estudio no se observaron diferencias
estadisticas en animales individualizados y alimentados con dietas ricas o0 no en

acidos grasos poliinsaturados.

Entonces, si en los organismos individualizados el tipo de dieta no ayuda a
que éstos crezcan mejor, ¢ por qué el crecimiento en estas condiciones es mas
bajo que el observado en animales mantenidos en estanques? Una posible
respuesta esta relacionada con el papel que juega el espacio vital. Aunque los
pulpos son en general animales solitarios que habitan en cuevas y pequefios
orificios en el piso del océano, por su caracter de depredadores requieren de
espacios en donde realizar sus actividades de caceria (Ibafiez y Chong, 2008).
Aunque los juveniles utilizados en el presente estudio provenian de condiciones de
cultivo es posible que aun en estos organismos se mantenga la informacion
genética que determina que un espacio limitado no es suficiente para que los
animales crezcan apropiadamente. Aunque a la fecha no se sabe cuales son las
consecuencias del espacio vital en el crecimiento de los pulpos, existen evidencias
en peces de que el ejercicio del nado aumenta el crecimiento de animales
mantenidos en estanques con un flujo de agua que los obliga a nadar a
contracorriente en comparaciéon con los que se mantienen en aguas estaticas
(Jobling et al., 1993). Este tipo de estudios aun no se han hecho en pulpos y abren
una vertiente de investigacion que plantea la hipdtesis en la que se podria
establecer que, animales individualizados podrian crecer en forma similar a la de
los animales mantenidos en estanques si tuvieran la oportunidad de desplazarse

mas en el dispositivo de individualizacion.
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1.5.3 Efectos en el crecimiento con la inclusiobn de &acidos grasos
poliinsaturados en la dieta en pre—adultos de O. maya mantenidos en
estanque y en colectivo

A diferencia del experimento anterior, en esta parte del estudio se observo
que las dietas con diferentes niveles de acidos grasos poliinsaturados si afectaron
el crecimiento de los animales mantenidos en estanques y en colectivo. Aunque a
la fecha no se tiene suficiente informacion de los mecanismos involucrados en
esta respuesta, es posible proponer que los espacios abiertos ofrecen a los
animales condiciones propicias para el mejor aprovechamiento de dietas que
contienen componentes que, como los acidos grasos poliinsaturados ayudan al
crecimiento. Asi, con estas evidencias es posible suponer también que el espacio
vital participa de manera importante para el desarrollo 6ptimo de los juveniles y
pre—adultos de O. maya ya que, cuando los organismos estan en espacios
abiertos como en los estanques de cultivo, el efecto benéfico de la dieta se hace

presente.

Estudios previos realizados en O. vulgaris y con diferentes ingredientes
potenciales para formular dietas, han demostrado que si bien los lipidos y en
particular los acidos grasos poliinsaturados son moléculas importantes para la
nutricion de los animales ninguno de ellos cubre por si mismo los posibles
requerimientos de esta especie. Asi, el uso de dietas enriquecidas como la
utilizada en esta parte del estudio podria ser una estrategia favorable para mejorar
el crecimiento de pulpos cultivados. Entre los acidos grasos poliinsaturados que se
han propuesto como los mas importantes para el crecimiento de los pulpos se
encuentran el C20:4n-3; C20:3n—6 y el C20:4n—6 ya que éstos son esenciales
para los pulpos (Monroig et al., 2012). Esto explica, al menos en parte por qué el
crecimiento de los pulpos se ve favorecido cuando las presas utilizadas contienen
estos acidos grasos (Domingues et al., 2010; Garcia—Garrido et al., 2010; Uriarte
et al., 2011).
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Un aspecto interesante en los resultados obtenidos ahora es el hecho de
que los animales experimentales alimentados con las diferentes dietas fueron pre—
adultos de O. maya. Es muy probable que por estar cerca del periodo reproductivo
la demanda de acidos grasos para la sintesis de vitelo (en el caso de las hembras)
o la sintesis gonadica (en general en machos) haya también influido en la
respuesta de los organismos a las dietas enriquecidas. Estudios realizados en
reproductores de diversas especies de pulpo han demostrado que dietas ricas en
acidos grasos como las proporcionadas por la carne de mejillones (Mytilus edulis;
M. galloprovinsialis; M. chilensis) favorecen el crecimiento del ovario, de los
ovocitos y la calidad de los desoves (Farias et al., 2011). Segun el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos de América (USDA, por sus siglas en inglés)
los mejillones contienen 3% de acidos grasos poliinsaturados en base seca, lo que
indica que si se utilizan niveles cercanos a éstos, el crecimiento de los organismos
se vera favorecido, posiblemente por via del aprovechamiento de los acidos
grasos poliinsaturados hacia el aparato digestivo y por ende al crecimiento. Un
estudio reciente efectuado en juveniles tempranos de pulpo mostré que niveles de
entre 3 y 5% de acidos grasos poliinsaturados en la dieta promueven el
crecimiento de O. maya, demostrando que estos ingredientes aunque se requieran
en poca cantidad pueden ser muy importantes para los animales en cultivo

(Villegas—Barcenas, 2013).
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2 PAPEL DE LOS ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS EN EL
PROCESO REPRODUCTIVO DE LAS HEMBRAS DE Octopus
maya DE SEGUNDA GENERACION
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2.1 Antecedentes

2.1.1 Reproduccion

La reproduccion constituye un periodo estacional clave en el incremento de
la demanda de energia para los individuos adultos de la mayoria de las especies,
pero no para los animales inmaduros de los cuales no se espera que exhiban las
tendencias estacionales de condicion corporal asociadas con la reproduccion (Ryg
et al., 1990; Beck et al., 2003). En general, los costos reproductivos muestran
patrones sexo—especificos debido a las altas diferencias en las inversiones
energéticas entre machos y hembras. Mientras que los costos para los machos
estan generalmente asociados casi exclusivamente con los limites de
apareamiento, las hembras también tienen que hacer frente a los costos
adicionales de gestacion y cria de la descendencia (Ryg et al., 1990; Beck et al.,
2003).

Los cefalopodos representan un ejemplo tipico de los organismos que
hacen grandes inversiones de energia en el desarrollo de las gdnadas,
especialmente las hembras. Con la excepcion de los nautilos, se cree que la gran
mayoria de los cefalépodos modernos conocidos son criadores de una sola
temporada, o semélparos en el sentido estricto, que mueren poco después de que
la reproduccién se lleva a cabo (Boyle y Rodhouse, 2005). El crecimiento y la
maduracién son muy rapidos y, mientras que el crecimiento somatico excede el
crecimiento de las génadas durante la vida temprana, el desarrollo de gametos
domina la produccion de tejidos en las etapas posteriores (Semmens et al., 2004).
Aunque el peso de las gonadas en los machos rara vez excede el 5% de su peso
corporal, el sistema reproductivo de las hembras, el cual representa menos del 1%
del peso corporal cuando esta inmaduro, aumenta de manera dramatica de 20 a
30% (e incluso hasta el 50%) en un corto periodo de tiempo justo antes del desove
(Forsythe y Van Heukelem, 1987).
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Por otra parte, en la mayoria de especies de pulpos las hembras maduras
migran a sustratos rocosos para establecer y cuidar de los huevos y, una vez en el
abrigo rocoso, ellas reducen considerablemente o incluso cesan su consumo de
alimentos hasta el punto de que mueren poco después de que los huevos
eclosionan (Boyle y Rodhouse, 2005). Como consecuencia de este gran gasto de
energia en la reproduccion, los tejidos del manto sufren importantes cambios en
su composicién y estructura que implica una pérdida concomitante de la condicion
somatica, como una tendencia general del aumento de la concentracion de agua y
una disminucion en el contenido de proteinas (Jackson et al., 2004). Por lo tanto,
los cefalépodos son, en principio, los estudios de caso especialmente adecuados
para el analisis de las compensaciones entre la condicion individual y los procesos

reproductivos (Quetglas et al., 2011).

2.1.2 Reproduccion de O. maya en cautiverio

En la actualidad, el sistema de produccion de O. maya en el Laboratorio de
Biologia Marina Experimental de la Unidad Académica Sisal se basa en dos tipos
de reproductores: los reproductores de generacion F1 y los reproductores

silvestres.

Después de varios afios de operacion utilizando hembras silvestres se ha
podido establecer que por arriba de los 500 g de peso no existe una relacion entre
el numero de crias producidas y el peso de las hembras. Un valor promedio de
5871244 crias por desove fue obtenido de 191 desoves analizados cuyas hembras

presentaron pesos de 815+225 g (ver Figura 2.1).

Existen algunos datos que sugieren que las hembras que desovan en el
mar pudieran producir mas crias que las que se han obtenido en condiciones de
cultivo. Un promedio de 12091273 crias por desove fue obtenido de 12 desoves
recuperados en el mar. Estas hembras reportaron un peso de 778187 g lo que

sugiere que la diferencia en el desove no se debe a diferencias en el tamafo de
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las hembras sino a las condiciones que éstas experimentan durante el
acondicionamiento reproductivo, ya sea en el laboratorio o en el ambiente marino.
Se ha observado que los reproductores de generacion F1 desovan antes de
alcanzar los 500 g de peso. Aunque aun hay pocos datos los resultados obtenidos
hasta ahora sugieren que las hembras menores de 500 g producen una menor
cantidad de crias (alrededor de 400 crias por desove) que las que se han obtenido

de hembras de mayor peso.
2500
2000 -
1500 -
1000 -

500 -

Numero de crias por desove

Peso de las hembras al desove, g

Figura 2.1. Crias por desoves obtenidos de hembras silvestres acondicionadas en
el laboratorio (puntos sin relleno) y las obtenidas de desoves de hembras que se
acondicionaron en forma natural en el mar y cuyos desoves fueron recuperados a
partir del muestreo de nidos artificiales colocados en las zonas naturales del

desove de O. maya (puntos negros).

Durante toda su vida los pulpos son alimentados con una pasta elaborada
en el Laboratorio de Biologia Marina Experimental de la Unidad Académica Sisal y

que esta sujeta a solicitud de patente.
Aunque esta pasta ha demostrado que produce mejores crecimientos que

los obtenidos cuando los pulpos son alimentados con crustaceos congelados

(Martinez et al., 2014) no existen evidencias que indiquen que la pasta tiene las
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propiedades adecuadas para ser utilizada también como dieta durante el

acondicionamiento reproductivo.

2.1.3 Lipidos: Descripcion e importancia

Los lipidos son un grupo de compuestos heterogéneo, que incluye grasas,
aceites, esteroides, ceras y compuestos relacionados mas por sus propiedades
fisicas que por sus propiedades quimicas. Tienen la propiedad comun de ser
relativamente insolubles en agua (hidrofébicos) y solubles en solventes no polares,
como éter y cloroformo. Son importantes constituyentes de la dieta no sélo debido
a su alto valor energético, sino también debido a las vitaminas liposolubles y los
acidos grasos esenciales contenidos en la grasa de alimentos naturales (Botham y
Mayes, 2009).

Los lipidos de los tejidos biolégicos se clasifican como lipidos simples,

lipidos complejos y lipidos precursores y derivados.

1. Lipidos simples: ésteres de acidos grasos con diversos alcoholes.

a. Grasas: ésteres de acidos grasos con glicerol. Los aceites son grasas
en el estado liquido.

b. Ceras: ésteres de acidos grasos con alcoholes monohidricos de masa
molecular relativa (peso molecular) mas alta.

2. Lipidos complejos: ésteres de acidos grasos que contienen grupos ademas de
un alcohol y un acido graso.

a. Fosfolipidos: lipidos que contienen, ademas de acidos grasos y un
alcohol, un residuo acido fosférico. A menudo poseen bases que
contienen nitrdgeno y otros sustituyentes; por ejemplo, en los
glicerofosfolipidos el alcohol es glicerol, y en los esfingofosfolipidos el
alcohol es la esfingosina.

b. Glucolipidos (glucoesfingolipidos): lipidos que contienen un acido graso,

esfingosina y carbohidrato.
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c. Otros lipidos complejos: lipidos como sulfolipidos y aminolipidos. Las
lipoproteinas también pueden colocarse en esta categoria.

3. Lipidos precursores y derivados: comprenden acidos grasos, dlicerol,

esteroides, otros alcoholes, aldehidos grasos, cuerpos cetonicos,

hidrocarburos, vitaminas liposolubles y hormonas.

Dado que no tienen carga, los acilgliceroles (glicéridos), el colesterol y los

ésteres de colesterol se llaman lipidos neutrales (Botham y Mayes, 2009).

Los lipidos de gran importancia fisioldgica son los acidos grasos y sus
esteres, junto con el colesterol y otros esteroides (Fahy et al., 2005). Los acidos
grasos son lipidos anfipaticos, es decir, parte de la molécula es hidrofébica, o
insoluble en agua, y parte hidrofilica, o soluble en agua (Scrimgeour y Harwood,
2007). Los acidos grasos han sido subdivididos en dos grupos segun el grado de
insaturacion: los acidos grasos saturados (no poseen dobles enlaces) y los acidos
grasos insaturados (poseen uno o mas dobles enlaces). Estos acidos grasos
poseen por regla general un numero par de atomos de carbono y estructuras no
ramificadas. Los dobles enlaces se etiquetan con Z o E segun corresponda, si bien
suelen sustituirse estas etiquetas por los términos cis y trans, respectivamente.
Por ejemplo, el nombre sistematico del acido linoleico (LA, por sus siglas en
inglés) es Z-9, Z-12-4cido octadecadienoico o cis—9, cis—12-&acido
octadecadienoico (Fahy et al., 2005). Una configuracion cis significa que los
atomos de hidrégeno unidos a los dobles enlaces se encuentran en el mismo
plano. Si los atomos de hidrogeno se encuentran en los planos opuestos, la
configuracion se denomina trans (ver Figura 2.2). Los dobles enlaces de los acidos
grasos insaturados que existen en la naturaleza son muy a menudo de orientacion
cis. (Fahy et al.,, 2005; Gunstone et al., 2007). Sin embargo, una reciente
propuesta de nombramiento sistematico para su uso en bases de datos

lipiddmicas y bioinformaticas requiere el uso de Z o E (Fahy et al., 2005).
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Figura 2.2. Formas cis y trans del acido graso C18:1. Adaptado de Botham y
Mayes, 20009.

Existen varias notaciones abreviadas para referirse a los acidos grasos,
pero todas ellas adoptan la forma C:D, en la que la C representa el numero de
atomos de carbono y la D el numero de dobles enlaces en la cadena de carbono.
Los bioquimicos usan muy a menudo el llamado sistema de notacién n—x para los
acidos grasos insaturados cis naturales. El término n—x hace referencia a la
posiciéon del doble enlace del acido graso que se encuentra mas cercano al
extremo metilo de la molécula. Este sistema define con facilidad las diferentes
series metabdlicas, tales como n-9, n—6 y n—3. Este sistema soélo se puede aplicar
a los acidos grasos insaturados cis y a los acidos grasos poliinsaturados cis cuyos
dobles enlaces estén separados por un metileno. El acido linoleico (LA, por sus
siglas en inglés) que tiene su segundo doble enlace en el sexto carbono si
partimos del extremo metilo, suele abreviarse como C18:2n—6. Al sistema n—x se

le conoce también como sistema omega, por lo que es frecuente el uso de los
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términos omega-3 y omega—6 (IUPAC-IUB Comision de Nomenclatura

Bioquimica, 1978). En la Tabla 2.1 se presentan algunos de los acidos grasos

saturados e insaturados de importancia fisioldgica y nutricional.

Tabla 2.1. Nombres y abreviaturas de algunos acidos grasos importantes.

Nombre sistematico

Nombre comun

Abreviatura

Butanoico

Hexanoico

Octanoico

Decanoico

Dodecanoico

Tetradecanoico

Hexadecanoico

Octadecanoico

Eicosanoico

cis—9—hexadeceénoico
cis—9—-octadecenoico
trans—9—octadecenoico
cis—11—octadecenoico

Acido cis—9, cis—12—octadecadienoico
Acido cis—9, cis—12, cis—15—
octadecatrienoico

Acido cis—86, cis—9, cis—12—octadecatrienoico

Acido cis—8, cis—11, cis—14—eicosatrienoico

Acido cis-5, cis—8, cis—11, cis—14—
eicosatetraenoico

Acido cis-5, cis—8, cis—11, cis—14, cis—17—
eicosapentaenoico

Acido cis-7, cis—10, cis—13, cis—16, cis—19—
docosapentaenoico

Acido cis—4, cis—7, cis—10, cis—13, cis—186,

cis—19—docosahexaenoico

Butirico

Caproico

Caprilico

Caprico

Laurico

Miristico

Palmitico

Estearico
Araquidico
Palmitoleico

Oleico (OA)
Elaidico
cis—Vaccénico
Acido linoleico (LA)
Acido a-linolénico (ALA)

Acido y-linolénico (GLA)
Acido dihomo—y—linolénico
(DHGLA)

Acido araquidénico (AA)

Acido eicosapentaenoico
(EPA)

Acido docosapentaenoico
(n—3 DPA)

Acido docosahexaenoico
(DHA)

C4:0
C6:0
C8:0
C10:0
C12:0
C14:0
Cc16:0
c18:0
C20:0
C16:1n-7
C18:1n-9

C18:1n-7

C18:2n-6

C18:3n-3

C18:3n—6
C20:3n—6

C20:4n-6

C20:5n-3

C22:5n-3

C22:6n-3

Adaptado de Christie y Han, 2012.
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Los acidos grasos saturados pueden imaginarse como basados en acido
acético (CH3—COOH) como el primer miembro de la serie en la cual se agrega de
manera progresiva —CH2— entre los grupos CH3— y —COOH terminales. Los
acidos grasos insaturados se subdividen en acidos grasos monoinsaturados (que
contienen un doble enlace), acidos grasos poliinsaturados (que contienen dos o
mas dobles enlaces) y eicosanoides. Estos compuestos se forman a partir de
acidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos (eicosanoicos), y constituyen un
importante grupo de compuestos que tienen actividad fisioldgica, conocidos como
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) y lipoxinas (LX)
(Botham y Mayes, 2009).

Los acidos grasos poliinsaturados naturales, con dobles enlaces separados
por un metileno y de configuracion cis pueden dividirse en 12 familias diferentes:
pueden comprender entre dobles enlaces situados en la posicion n—1 hasta la n—
12 (Gunstone et al., 2007). Las familias mas importantes son la n—6 y la n-3. El
acido linoleico (LA, por sus siglas en inglés) es el acido graso esencial primario o
generador de la familia n—6. Posee 18 atomos de carbono y dos dobles enlaces.
Ademas, el primer doble enlace se encuentra a 6 atomos de carbono del extremo
metilo de la cadena de acidos grasos, y este es el motivo de que se denomine n—
6. El acido a-linolénico (ALA, por sus siglas en inglés) es el acido graso esencial
primario o generador de la familia n—-3. Cuenta igualmente con 18 atomos de
carbono, pero posee tres dobles enlaces. A diferencia del LA, el primer doble
enlace del ALA se encuentra en el tercer atomo de carbono partiendo del extremo
metilo de la cadena de acidos grasos, y de ahi el nombre de n-3 (Fahy et al,,
2005).

El acido araquiddnico (AA, por sus siglas en inglés) es el acido graso n—6
mas importante de todos los acidos grasos n—6 porque es el precursor principal de
los eicosanoides derivados de la familia n—6. El acido eicosapentaenoico (EPA,
por sus siglas en inglés) y el acido docosahexaenoico (DHA, por sus siglas en

inglés), ambos acidos grasos n-3, son componentes de los lipidos marinos. La
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caballa, el salmén, la sardina, el arenque y el eperlano son fuentes muy ricas en
EPA y DHA (Ackman, 2008).

2.1.4 Obtencién y uso de energia para la reproduccion en cefalopodos

De acuerdo con Calow (1973), las especies con desove tipo terminal
(estrategia de reproduccion semélpara) invierten mucho mas energia en su unico
evento de desove que aquellas especies que tienen multiples desoves (estrategia
reproductiva iteropara). La estrategia reproductiva exhibida por una especie esta
vinculada a su fuente de energia reproductiva, ya sea que ésta provenga del

alimento o de las reservas almacenadas en el organismo (Jackson et al., 2004).

Los cefalopodos tienen un metabolismo a base de proteinas (Lee, 1994), y
el uso directo de éstas como reserva de energia podria explicar la carencia de las
principales reservas de glucogeno y lipidos en los tejidos de los cefaldpodos
(O’Dor et al.,, 1984; Storey y Storey, 1983). Los lipidos en el hepatopancreas
también han sido planteados como posibles sustratos y un sitio para el
almacenamiento de energia en los cefalépodos (O’'Dor y Webber, 1986; O’'Dor y
Wells, 1978; Moltschaniwskyj y Semmens, 2000).

Sin embargo, de acuerdo con Moltschaniwskyj y Semmens (2000), algunas
especies de cefalépodos pueden utilizar el tejido del manto como fuente de
energia inmediatamente antes del desove. Estudios en el calamar Moroteuthis
ingens realizados por Jackson et al. (2004) mostraron que el contenido de agua
tendié a incrementar en el manto, mientras que las proteinas, los lipidos y los
carbohidratos disminuyeron con la madurez, sugiriendo una transferencia de
energia desde el musculo durante la maduracion reproductiva. En algunos
calamares del género gonatus, las proporciones del cuerpo y la integridad del
manto no cambian en los machos durante la maduracién, pero si en las hembras.
Durante la incubacién de los huevos algunos de los tejidos musculares de las

hembras se degeneran (gelatinizan) (Arkhipkin y Bjorke, 1999). Segun Seibel et al.
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(2000), el alto contenido de lipidos en el hepatopancreas de las hembras de
gonatus les provee la energia necesaria para tolerar el periodo extendido de

incubacion.

Estudios realizados por Rosa et al. (2005) sobre los cambios en la
composicion bioquimica de los tejidos (gonada, hepatopancreas y musculo) y las
reservas de energia asociados con la madurez sexual en lllex coindetii y
Todaropsis eblanae mostraron un claro aumento en el indice gonadosomatico,
pero no hubo una disminucion concomitante en el indice del hepatopancreas,
indicando que los recursos de éste no se agotan, pero en caso de ser movilizados
de este drgano luego son compensados a través de la ingesta de alimento.
También se observo una tendencia al aumento significativo en el contenido de
lipidos y acidos grasos en la gbnada y el hepatopancreas, sobre todo durante la
ovogénesis, demostrando que las hembras requieren altas fuentes energéticas
para el desarrollo de la gonada. Tanto lllex coindetii como Todaropsis eblanae
parecen utilizar directamente la energia del alimento para la produccion de huevos
en lugar de la que se encuentra almacenada en los tejidos. Esta adquisicidon
directa también ha sido propuesta para calamares de clima templado (Guerra y
Castro, 1994; Collins et al., 1995) y calamares tropicales (Moltschaniwskyj y
Semmens, 2000). Los acidos grasos dominantes en la gonada, hepatopancreas y

musculo fueron los acidos grasos poliinsaturados AA, EPA y DHA.

Otros estudios han demostrado que los cefalopodos pertenecientes a la
familia Ommastrephidae mantienen su condicidn, continuan creciendo, y para la
reproduccién emplean la energia proveniente del alimento en lugar de la
almacenada (Harman et al., 1989; Rodhouse y Hatfield, 1990; Clarke et al., 1994;
Gabr et al., 1999; McGrath y Jackson, 2002).

En O. vulgaris y O. defilippi también se ha reportado la utilizacién directa de
la energia en el alimento para la produccién de huevos (Rosa et al., 2004). De

todos los acidos grasos se ha identificado que el EPA y el DHA estan presentes en
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la génada y en el hepatopancreas (EPA, DHA) mientras que el AA esta mas bien

asociado al crecimiento muscular.

2.2 Problemade investigacion

Conocer si las hembras de O. maya al igual que las especies de

cefalépodos anteriormente mencionadas, transfieren directamente los acidos

grasos de mayor importancia contenidos en el alimento al vitelo de los huevos a

medida que se aproxima el evento reproductivo.

2.2.1 Preguntas de investigacion

De los acidos grasos presentes en la dieta, s cuales y en qué proporcion son
transferidos directamente al vitelo de los huevos de las hembras pre—adultas
de O. maya?

¢ Cual es la posible ruta que los pulpos utilizan para la transferencia de los
acidos grasos importantes tanto para el crecimiento como para la

reproduccion?

2.2.2 Hipotesis

a.

Si los acidos grasos poliinsaturados son importantes para los procesos
reproductivos de las diversas especies de pulpos debido al papel que juegan
en la sintesis de vitelo que estara disponible para los embriones, entonces es
de esperar que éstos sean transferidos desde la dieta hasta el vitelo en los
huevos producidos por las hembras de O. maya.

Si los acidos grasos poliinsaturados son importantes para el crecimiento y la
reproduccién, entonces es de esperar que las hembras de O. maya a partir del
alimento ingerido generen una ruta para la sintesis de las membranas celulares

y otra posible via para la produccién de vitelo.
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2.2.3 Objetivos

2.2.3.1 Objetivo general

Establecer el tipo de dieta mas apropiada para el crecimiento y
acondicionamiento reproductivo de hembras pre—adultas de O. maya mantenidas

en condiciones de cultivo.

2.2.3.2 Objetivos especificos

a. Conocer cuales de los acidos grasos presentes en la dieta son transferidos
directamente al vitelo de los huevos de las hembras de O. maya.

b. Sugerir una posible ruta empleada por los pulpos para la distribucién de los
acidos grasos presentes en la dieta de acuerdo al papel que éstos jueguen en

los eventos de crecimiento y reproduccion.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Diseio experimental

Para la realizacidén de este ensayo se utilizaron 30 organismos procedentes
de cultivo del Laboratorio de Biologia Marina Experimental de la Unidad
Académica Sisal. En el laboratorio, las hembras pre—adultas de O. maya se
mantuvieron individualizadas en acuarios de fibra de vidrio con capacidad de 80 L,
con agua de mar en recirculacion, a condiciones ideales y constantes de salinidad,
temperatura y oxigeno disuelto. Se alimentaron dos veces al dia y el tamafo de
las raciones correspondié al 5% de su peso corporal (ver Capitulo 1, Disefio
experimental, Experimento No. 2: Efecto de la individualizacion y el tipo de

alimento en pre—adultos de O. maya).
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2.3.2 Evaluaciones bioquimicas

Se tomaron muestras de hepatopancreas (peso promedio de 0.611£0.21 g),
musculo (procedente del segundo brazo derecho, peso promedio de 0.46+0.20 g)
y huevos (peso promedio de 0.53+0.37 g) de las hembras pre—adultas de O. maya
que sobrevivieron y a su vez alcanzaron el evento de desove a lo largo del periodo
experimental (2 correspondientes al tratamiento con la pasta enriquecida y 5
pertenecientes al tratamiento de la pasta control) para obtener las cantidades de
lipidos totales y su respectivo perfil de acidos grasos con el fin de evaluar el
impacto de los dos tipos de alimento brindado a los organismos en la composicion
de sus tejidos y desoves. Las muestras tomadas se almacenaron en tubos
Eppendorf esterilizados de 2 mL y se conservaron en un congelador a —80°C.
Posteriormente, éstas fueron liofilizadas a —50°C a una presién de 0.110 mbar
durante 24 horas en una liofilizadora Labconco. Las muestras liofilizadas fueron
maceradas y almacenadas en tubos Eppendorf esterilizados de 2 mL

conservandose en refrigeracion a —20°C.

2.3.2.1 Lipidos totales

Se tom6é una submuestra (peso promedio de 0.066+0.025 g) de cada
muestra liofilizada. Los lipidos totales de cada submuestra fueron extraidos
homogeneizando la submuestra en una mezcla de diclorometano/metanol (2:1)
conteniendo 0.01% de Butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante, de acuerdo
con Christie y Han (2012). El solvente organico se evapord utilizando una corriente
de gas nitrogeno. Una vez eliminado el solvente, el lipido total se determind
gravimétricamente. Los lipidos extraidos se guardaron diluidos en
diclorometano/metanol (2:1) conteniendo 0.01% de BHT, en una atmoésfera de
nitrdgeno, en viales sellados a —20°C para la posterior determinacion del perfil de

acidos grasos presente en las muestras.
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2.3.2.2 Anélisis cromatografico para la determinacion del perfil de acidos
grasos en tejidos bioldgicos

En general, el analisis de acidos grasos procedentes de muestras
biolégicas implica la consecucidén de tres pasos: extraccion de lipidos
(correspondiente al analisis de lipidos totales), conversion de los lipidos extraidos
a ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, por sus siglas en inglés) y analisis de
eéstos mediante un cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama
(GC—FID, por sus siglas en inglés) para la determinacion del perfil de los acidos
grasos (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2010). Para
llevar a cabo la recuperaciéon cuantitativa de la compleja mezcla lipidica contenida
en las muestras se empled el procedimiento cloroformo—metanol de Folch et al.
(1957). En el anexo de este documento se presenta el esquema seguido para

realizar este procedimiento.

Cabe destacar que en el procedimiento original se emplea cloroformo para
realizar la extraccion de los lipidos, mientras que en la Unidad de Quimica de la
Unidad Académica Sisal su uso ha sido reemplazado por el diclorometano, debido
a que el cloroformo es considerado un agente cancerigeno (United States
Environmental Protection Agency, 2001). De acuerdo con Norefa, Coordinadora
del Laboratorio de Biogeoquimica y Calidad de Agua de la Unidad de Quimica en
la Unidad Académica Sisal, el cambio no genera repercusiones en el contenido de

las extracciones.

Una vez concluido el tratamiento previo de las muestras para obtener los
FAME presentes en las mismas, los acidos grasos individuales se identificaron por
cromatografia de gases capilar. Las muestras reconstituidas con hexano se
inyectaron en un GC-FID Perkin Elmer modelo Clarus 500 equipado con un
inyector automatico. Las muestras se inyectaron en las condiciones

cromatograficas descritas en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Condiciones de analisis por cromatografia de gases con detector de

ionizacion de llama (GC-FID).

Parametro

Valor

Columna

Temperatura inicial del horno
Rampa 1

Acarreador

Temperatura de inyector

Modo de inyeccion

Volumen de inyeccion
Detector
Temperatura del detector

Llama del detector

Zebron ZB-WAX de Phenomenex, 20
m de longitud, 0.18 mm de diametro
interno y 0.18 um de grosor de pelicula
(Num. Cat. 7FD-G007-08).

100°C, 0 min

10°C/min hasta 250°C durante 5 min
Hidrogeno, flujo de 0.68 mL/min
250°C

Split, Razén 30:1

Inyeccion automatica

2 uL

FID

250°C

Con una mezcla de H; (45 mL/min) y
aire (450 mL/min)

Los compuestos individuales se identificaron de acuerdo con su tiempo de

retencién, tomando como referencia un estandar (acido nonadecanoico, C19:0)
con una mezcla de los compuestos de interés (Supelco® 37 Component FAME
Mix, Num. Cat. 47885-U). El perfil de acidos grasos de cada muestra se genero
calculando el porcentaje de area de cada compuesto en relacion al area total de

acidos identificados.

2.3.3 Tratamiento estadistico

Los efectos de la inclusibn de acidos grasos poliinsaturados en el
crecimiento y acondicionamiento reproductivo de hembras pre—adultas de O. maya

fueron analizados utilizando un analisis de varianza en conjunto con el método de
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componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés), el cual permite la
estructuraciéon de un conjunto de datos multivariados obtenidos de una poblacion,
cuya distribucion de probabilidades no necesita ser conocida (Pla, 1986). Los

objetivos mas importantes de todo analisis por componentes principales son:

1. Generar nuevas variables que puedan expresar la informacion contenida en el
conjunto original de datos.

2. Reducir la dimensionalidad del problema que se esta estudiando, como paso
previo para futuros analisis.

3. Eliminar, cuando sea posible, algunas de las variables originales si ellas

aportan poca informacion.

Dicho analisis se realiz6é con el paquete estadistico FactoMineR (Husson et
al., 2013) en el lenguaje y entorno de programacién para analisis estadistico y

grafico R version 2.15.3.

Todos los acidos grasos encontrados en las muestras de hepatopancreas,
musculo y huevos se analizaron por el método de componentes principales. En el
PCA se calcularon e interpretaron tanto los valores propios generados como los

cosenos cuadrados de las variables.

Para reducir la dimension original de las variables, se siguid el criterio de
Kaiser, el cual consiste en incluir solo aquellos componentes cuyos valores
propios sean mayores que 1 (Greenacre, 2010). Sin embargo, para los resultados
de este estudio so6lo se consideraron el 1° y 2° componente, ya que ambos

sintetizan la mayor variacion total del conjunto de datos (ver Tabla 2.5).

La calidad de proyeccion de las variables para el 1° y 2° componente se
asoci6 al valor de los cosenos cuadrados que éstas presentaron en dichos ejes.
Un valor igual o superior a 0.7 indica lo bien representada que esta una variable

en determinado componente (Jiménez et al., 2010).
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2.4 Resultados

2.4.1 Efecto de la dieta en la concentracion de lipidos en los tejidos de
hembras pre—adultas de O. maya

El tipo de alimento afectd significativamente la concentracion de lipidos en
el hepatopancreas y en el musculo de las hembras pre—adultas de O. maya (ver
Tabla 2.3). Los animales alimentados con la pasta enriquecida presentaron una
mayor cantidad de lipidos en el hepatopancreas, mientras que en los animales
alimentados con la pasta control se obtuvieron concentraciones similares de

lipidos en ambos tejidos analizados (ver Figura 2.3).
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Figura 2.3. Concentracion de lipidos en el tejido dependiendo de la dieta en

hembras pre—adultas de O. maya. Valores dados como promedio + DS.

Tabla 2.3. Analisis de varianza efectuado a los valores de lipidos obtenidos en
hembras pre—adultas de O. maya. Valores con asterisco muestran interaccion

significativa (p < 0.05).

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado

de variacion cuadrados libertad medio F p
Tejidos por dieta 341 1 341 0.19 0.672
Tipo de tejido 2.54E+04 1 2.54E+04 14.13 .003*
Tejidos por dieta*Tipo de tejido  2.29E+04 1 2.29E+04 12.73 .004*
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2.4.2 Concentracion de acidos grasos en los tejidos y desoves de hembras
pre—adultas de O. maya

Se encontraron un total de 32 acidos grasos (14 saturados, 7
monoinsaturados y 11 poliinsaturados, ver Tabla 2.4) en las muestras de

hepatopancreas, musculo y huevos de hembras pre—adultas de O. maya.
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Tabla 2.4. Perfil de acidos grasos en las muestras de hepatopancreas, musculo y

huevos de hembras pre—adultas de O. maya.

Acido graso Hepatopancreas Musculo Huevos

Cc8:0 0.001+0.002 0.004+0.009 nd

C10:0 0.004+0.004 0.005+0.011 nd

C11:0 0.003+0.004 0.008+0.018 0.007+0.012
C12:0 0.04040.027 0.125+0.137 0.116+0.022
C13:0 0.017+£0.016 0.009+0.013 0.007+0.008
C14:0 2.206+0.951 1.691+0.917 4.626+0.398
C14:1 0.014+0.008 nd 0.054+0.035
C15:0 0.480+0.167 0.367+0.081 0.570+0.136
C15:1 0.008+0.017 0.002+0.005 nd

C16:0 22.928+5.460 25.163+2.854 42.389+2.569
C16:1 0.687+0.258 0.202+0.035 0.218+0.078
C17:0 1.734+0.352 2.026+0.136 1.711+£0.213
C17:1 0.551+0.283 0.598+0.665 0.282+0.149
C18:0 22.239+3.490 23.300+1.096 11.355+1.290
C18:1n-9 cis /trans 2.750+1.200 2.366+0.542 3.842+0.980
C18:2n-6 cis 1.278+0.668 0.762+0.157 0.706+0.263
C18:2n-6 trans 0.052+0.116 nd

C18:3n-6 0.052+0.113 nd nd

C18:3n-3 0.197+0.283 0.024+0.017 0.071+0.046
C20:0 1.369+0.563 0.355+0.076 0.105+0.059
C20:1n-9 5.873+2.099 4.092+0.242 4.229+0.462
C20:2 2.144+0.768 1.535+0.278 1.842+0.383
C20:3n-6 4.761+2.550 2.545+0.495 1.663+0.199
C20:3n-3 0.148+0.059 0.056+0.009 0.020+0.024
C20:4n-6 0.120+0.070 0.358+0.213 0.181+0.034
C20:5n-3 11.032+3.033 11.797+1.213 8.630+0.776
C22:0 0.97240.242 0.35040.065 0.045+0.029
C22:1n-9 3.482+1.011 1.735+0.154 0.649+0.063
C22:2 0.812+0.120 0.456+0.039 0.223+0.068
C22:6n-3 13.348+3.133 19.115+£1.576 15.826+1.541
C23:0 0.462+0.277 0.369+0.112 0.116+0.094
C24:0 0.287+0.171 0.532+0.421 0.517+0.093
SFA 52.742+6.849 54.305+3.794 61.56413.464
MUFA 13.365+3.573 8.995+0.761 9.274+1.120
PUFA 33.893+7.536 36.700+3.105 29.161+2.713
PUFA n-3 24.725+5.956 30.992+2.577 24 547+2.165
PUFA n-6 6.21242.209 3.717+0.585 2.549+0.313
HUFA n-3 24.528+5.804 30.967+2.587 24 .476+2.168
HUFA n-6 4.881+2.518 2.903+0.611 1.844+0.228
DHA/EPA 1.234+0.189 1.626+0.112 1.836+0.123

SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos

poliinsaturados; PUFA n-3: acidos grasos poliinsaturados omega—-3; PUFA n-6: &cidos grasos

poliinsaturados omega—6; HUFA n-3: 4cidos grasos altamente insaturados omega-3; HUFA n-6:

acidos grasos altamente insaturados omega—6; DHA/EPA: razon DHA EPA; nd: no detectado.

Valores dados como promedio + DS de 5 muestras expresados en unidades porcentuales.
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El PCA mostré que el primer componente resume el 37.06% de la varianza
absoluta, mientras que el segundo componente explica el 22.20% (ver Tabla 2.5).
Al considerar ambos componentes se sintetiza el 59.26% de la variacién total del
conjunto de datos, lo cual significa que pueden reemplazarse las treinta y dos

variables originales solo por el 1° y 2° componente.

Tabla 2.5. Valores propios y proporcién de la variacién de los acidos grasos en el
hepatopancreas, musculo y huevos de hembras pre—adultas de O. maya explicada

por cada uno de los componentes.

Proporcién de la Varianza

Componentes Valor Propio Total Explicada
Absoluta (%) Acumulada (%)
1° 10.01 37.06 37.06
2° 5.99 22.20 59.26
3° 3.09 11.43 70.69
4° 2.35 8.70 79.39
5° 1.80 6.65 86.04
6° 1.45 5.37 91.40
7° 0.93 3.43 94.83
8° 0.54 1.99 96.83
9° 0.40 1.50 98.32
10° 0.21 0.77 99.10
11° 0.12 0.46 99.56
12° 0.06 0.21 99.77
13° 0.04 0.16 99.93
14 ° 0.02 0.07 100.00

De acuerdo con el PCA los acidos grasos identificados como C22:2,
C20:3n-3, C20:3n-6 resultaron bien representados en el 1° componente, mientras
que el C22:6n-3 (DHA) result6 bien representado en el 2° componente (ver Tabla

2.6). Estos resultados permiten explicar las razones por las cuales se separaron
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los grupos (ver Figura 2.4). Como se puede apreciar en el componente 1 se
separaron los grupos de acidos grasos presentes en el vitelo de los huevos y del

hepatopancreas, mientras que en el componente 2 se separaron los acidos grasos

relativos al musculo.

Tabla 2.6. Calidad de proyeccion de los acidos grasos destacados del
hepatopancreas, musculo y huevos de hembras pre—adultas de O. mayaen el 1°y

2° componente y su respectiva contribucién a la construccién de los mismos.

o Proyeccion Proyeccion
Acido graso

Componente1 Componente 2
C22:2 0.73 0.06
C20:3n-3 0.75 0.10
C20:3n—-6 0.78 0.08
C22:6n-3 0.02 0.95

Dim 2 (22.20%)

Figura 2.4. Resultado del andlisis de componentes principales de los &acidos
grasos del hepatopancreas (HP), musculo (M) y huevos (H) de las hembras pre—

adultas de O. maya.
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2.5 Discusion

2.5.1 Transferencia de los acidos grasos presentes en la dieta al vitelo de
los huevos

En el presente estudio se observé que los acidos grasos mas frecuentes en
el vitelo de los huevos fueron C14:0, C16:0, C17:0, C18:0, C18:1, C20:1, C20:2,
C20:3n—-6, AA, EPA y DHA, constituyendo el 96% de los FAME. El acido graso
saturado C16:0 represent6 alrededor del 43% de los FAME, mientras que los
acidos grasos altamente insaturados omega—3 (EPA y DHA) se hicieron presentes
en un 24%; siendo estos resultados similares a los encontrados en otras especies
de cefalopodos (ver Tabla 2.4). Estudios realizados por Rosa et al. (2004) en
ejemplares de O. vulgaris y O. defilippi reportan que el contenido de lipidos en la
gonada tendié a aumentar significativamente durante la maduracion sexual en
ambas especies. Los acidos grasos presentes en las gonadas maduras de todos
los animales estudiados fueron C16:0, C18:0, C18:1, C20:1, AA, EPA y DHA. En
otro estudio Rosa et al. (2005) mostraron que tanto lllex coindetii como Todaropsis
eblanae también tienden a incrementar su contenido de lipidos en la gbénada al
madurar sexualmente, en donde los acidos grasos C16:0, C18:0, C18:1, C20:1,
AA, EPA y DHA se encontraron en mayor cantidad. Recientemente, en estudios
realizados sobre la composicion bioquimica de los huevos del pulpo rojo
patagonico (Enteroctopus megalocyathus) por Farias et al. (2011) se observé que
los acidos grasos mas frecuentes en los vitelos de los huevos fueron C16:0,
C17:0, C17:1, C18:0, C20:1, AA, C23:0, EPA, C22:5n-3 y DHA, constituyendo de
74 a 95% de los FAME. Los acidos grasos saturados C16:0 y C18:0 representaron
entre el 20 y 37% de los FAME, mientras que los acidos grasos altamente

insaturados de la serie omega—3 variaron de 19 a 43% del total de los FAME.

El valor de la razon DHA/EPA de los huevos de O. maya (1.8, ver Tabla
2.4) fue similar a los reportados para paralarvas recién eclosionadas de O. vulgaris
(1.7 y 1.5 por Navarro y Villanueva, 2000 y Seixas et al., 2010, respectivamente)

encontrandose en el mismo intervalo de variacion reportado en gonadas maduras
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de O. vulgaris y O. defilippi (2.1 y 2.0, respectivamente, Rosa et al. 2004) y dentro
de lo observado en E. megalocyathus (1.6 a 2.7 por Farias et al., 2011). De
acuerdo con Sykes (2007), se puede encontrar una correlacion entre los valores
de DHA/EPA vy la calidad de los huevos. En Sepia officinalis los valores de
DHA/EPA superiores a 1.5, en huevos recién puestos, llevan a un desarrollo
normal y los valores cercanos a 1.0 estan asociados a malformaciones o ausencia
de desarrollo; sin embargo, los resultados de Sykes (2007) no fueron concluyentes
(Farias et al., 2011).

Es interesante hacer notar que en todas las especies de cefalépodos
anteriormente mencionadas (incluida O. maya) los acidos grasos C16:0, C18:0,
C20:1, AA, EPA y DHA (poliinsaturados en su mayoria) son comunes tanto en la
composicién de sus gonadas como en el vitelo de sus huevos, lo cual sugiere que
la presencia de estos nutrientes tiene un papel importante como fuente de energia

durante y después del evento reproductivo.

2.5.2 Destino de los acidos grasos poliinsaturados para el crecimiento y la
reproduccion en O. maya

En el presente estudio se observd la manera en que los pulpos destinan los
acidos grasos presentes en la dieta hacia el hepatopancreas, musculo y vitelo de
los huevos, brindando un panorama de las posibles rutas que éstos siguen para
los eventos de crecimiento y reproduccidon. Se encontré que los acidos grasos
poliinsaturados, (principalmente el C20:3n-6), permiten una separacion entre
tejidos con respecto al componente 1 del PCA, sugiriendo la acumulacion de
precursores para la sintesis de acido araquidonico, el cual es un acido graso
fundamental para el crecimiento de los cefalépodos (Navarro y Villanueva, 2000).
En contraste, la separacion en el componente 2, en la que principalmente se
destaca el DHA, permite proponer la hipétesis de que el uso de este acido graso
en el musculo es diferente a la forma en que éste es utilizado para la sintesis de
vitelo. En este sentido, es posible sugerir que del alimento ingerido, los acidos

grasos son aprovechados en parte para la formacion de los tejidos reproductivos y
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el vitelo, mientras que algunos de ellos de importancia para la generacion de
nuevos tejidos son canalizados hacia la sintesis de musculo. A este respecto Rosa
et al. (2004) mostraron que en O. vulgaris el crecimiento y la reproduccion son dos
eventos simultaneos los cuales dependen directamente de la dieta. Asi, las
propiedades nutricionales de ésta son un factor determinante de la capacidad
reproductiva de los pulpos. Los resultados obtenidos en el presente estudio han
puesto de manifiesto que efectivamente, la dieta es un factor preponderante del
desarrollo de los organismos y de ésta destacan los acidos grasos. Sieiro et al.
(2006) reportaron altos valores de acidos grasos saturados y poliinsaturados en

muestras de ovario y musculo de O. vulgaris, reforzando esta hipétesis.

Los resultados de este estudio y otros realizados en distintas especies de
cefalépodos hasta la fecha, ponen en evidencia que los lipidos obtenidos del
alimento son inmediatamente digeridos y utilizados para el crecimiento y la
reproduccion, en lugar de ser almacenados en el hepatopancreas para su
posterior utilizacion (Harman et al., 1989; Rodhouse y Hatfield, 1990; Clarke et al.,
1994; Guerra y Castro, 1994; Collins et al., 1995; Gabr et al., 1999;
Moltschaniwskyj y Semmens, 2000; McGrath y Jackson, 2002; Rosa et al., 2004,
2005; Moltschaniwskyj y Johnston, 2006). Estos apoyan el modelo de adquisicién
directa de energia para O. vulgaris propuesto por O’'Dor y Wells (1978).

Aunque, la ruta especifica que explique las vias metabdlicas que los pulpos
utilizan para la movilizacion de los acidos grasos obtenidos del alimento y
canalizados a los diferentes tejidos aun no han sido reveladas, es evidente que
este es un tema que se abre con posibilidades para el desarrollo de otros estudios

que profundicen en estos mecanismos.
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3

CONCLUSIONES

El crecimiento de los juveniles de O. maya es afectado por la forma de cultivo.
Animales mantenidos individualmente tuvieron un crecimiento mas lento que el
registrado en animales mantenidos en estanques y en forma colectiva.

Dado que el crecimiento de los juveniles y pre—adultos de O. maya no fue
afectado por la inclusion de acidos grasos poliinsaturados en la dieta en
animales mantenidos individualmente es posible concluir que fue la falta de
espacio vital lo que limité el crecimiento de estos animales cuando fueron
individualizados.

Existe un efecto significativo de la dieta enriquecida con acidos grasos
poliinsaturados sobre el crecimiento de los pre—adultos de O. maya mantenidos
en estanques y en colectivo. Estos resultados sugieren que sin limitaciones de
espacio los animales pudieron aprovechar los efectos benéficos de la dieta lo
que quedd de manifiesto en un mayor crecimiento.

Las hembras pre—adultas de O. maya transfieren directamente del alimento los
acidos grasos poliinsaturados para la sintesis de vitelo, sugiriendo que su
adicion a la dieta podria mejorar la calidad de los huevos.

De manera directa, los acidos grasos poliinsaturados junto con los saturados
presentes en el alimento, pasan del hepatopancreas al musculo y al ovario,
contribuyendo al desarrollo del primero y a la acumulacion de fuentes de

energia para los futuros desoves en el segundo.
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5 ANEXO: PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE ACIDOS
GRASOS

Analisis de acidos grasos: Procedimiento cloroformo—metanol de Folch et al. (1957) y
cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID)

Proceso 1. Liofilizacion y pulverizacién de la muestra ‘

;\L

Proceso 2. Extraccion de los lipidos de la muestra ‘

—

’ Proceso 3. Saponificacidondel extracto lipidico ‘

\—\L

’ Proceso4. Obtencién de los acidos grasos libres ‘

;\L

’ Proceso5. Metilacién de los acidos grasos ‘

’ Proceso6. Analisis por GC-FID ‘

Proceso 1. Liofilizacion y pulverizacion de la muestra

— Continuar
Liofilizarla analisis

muestraa 0.110
mbary -50 C

¢ Consistencia
quebradiza?

Si
Conservaren

Qin uar? No
atmoésferade N, y

Homogeneizar refrigeracion

¢Interésen los
acidos grasos
de<10 C?

Moler en mortero hasta
obtenerun polvo fino

Congelaren N,
liquido
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Recuperary

Proceso 2. Extraccion de los lipidos de la muestra °°mb‘”arj"”a°t°s

Lavarcon 1 mL de
@ NaClal 0.9% (w/v)

Anadir 4 mL de la mezclade \1/
extraccion de CH,Cl,:MeOH
(2:1) Fase gcuosa
. (superior)
Enun vial de 15 mL pesar 100 Centrifugara

mg de muestra liofilizada ig?g ';g:]‘

Extraer en bafio . o
ultrasénico a -ase organica
60 C por 30 min \f/ (inferior)

Anadir 200 pL de la solucién
del &cido C19:0 en MeOH de
concentracion 1.0 mg mL-" (El)

Secar con
Na,SO,

Centrifugar
a 5000

rpm por 10 Solucion Evaporar sin llegar a

min sequedad con corriente de N,

y calentando a 50 C

v

Incorporar homogéneamente
ala muestra el El con vortex

Sdlido

Conservar en atmésfera
Si de N, y refrigeracion

¢Maximizar
rendimiento?

| Continuar procedimiento |

]
©)

| Descartar residuo sélido

Proceso 3. Saponificacién del extracto lipidico

Afadir 5 mL
de hexano
Al extracto lipidico
afiadir 1 mL de una
solucion KOH/MeOH
(20% wiv)
Agitar en vortex
1 min

Llevar a cabo

la reaccion ¢ Continuar? No
calentando a

80 C por 60
min en estufa Si

Centrifugar
r;rfgg? 5 Conservar en atmésfera
EnfriaraT min Er?fscaeriif;msa de N,y refrigeracién
ambiente
Fase hexano | Continuar procedimiento |
Afadir 5 mL de (superior)
solucion de NaCl
(20% wiv) Descartar

(conservar si interesa el analisis
de la fraccion neutra) 4
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Proceso 4. Obtencion de los acidos grasos libres

Afadir HCI (35%) a la
solucién acuosa de la
saponificacion hasta reducir
elpHa1-2

Anadir 2 mL
de hexano

Agitar en vortex
1 min

Centrifugar
a2000 rpm
por 5 min

Fase acuosa
(inferior)

Descartar

Solucion

Secar con
Na,SO,

Evaporar sin llegar a
sequedad con corriente de
N,y calentando a 50 C

Descartar

Fase hexano
(superior)

Proceso 5. Metilacion de los acidos grasos

Afadir 1 mLdel

Anadir 2 mL

reactivo de metilacion
BF3/MeOH (10% w/v)

Llevar a cabo la
reacciéona 80 C
por 60 min en
estufa

EnfriaraT
ambiente

Afadir2 mL de
solucion de NaCl
(20% wiv)

de hexano

No

Si

Conservar en atmosfera
de N, y refrigeracion

| Continuar procedimiento |

®

Secar con Solido

Descartar

Na,SO,
Solucié
Agitar en vortex eeton
1min
Si
Centrifugar Conservar en atmésfera
a2000 de N, y refrigeracion
rpm por 5 Fase hexano
min (superior)
| Ajustar el volumen |

Fase acuosa
(inferior)

| Continuar procedimiento |

Descartar

©)
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Proceso 6. Analisis por GC-FID

Verificar que la
columna instalada es
laindicada en la
seccion
correspondiente del
procedimiento
(Omewax o
equivalente)

Encender el equipo
siguiendo el
procedimiento
sefalado en el
manual

¢ Concentracién
de la muestra?

¢Inyeccion
manual?

Cargar el método
EMAA_Elite_Manual.mth

Cargar el método
EMAA_Elite_Auto.mth

¢Inyeccion
manual?

Cargar el método
EMAA_Elite_Manual_split.mth

Cargar el método
EMAA_Elite_Auto_split.mth

Inyectar
mezclade
estandares y
muestras
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