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CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL



I ANTECEDENTES

Los moluscos, ademas de ser uno de los grupos de mayor diversidad, se encuentran
entre los mas antiguos. Se postula que en los inicios de su evolucién los moluscos
fueron animales marinos pequefios (menos de un centimetro de longitud) que con el
tiempo y producto de la radiaciéon adaptativa se dio origen a una gran diversidad de
grupos, los cuales cuentan en la actualidad con aproximadamente 100 000 especies ya
descritas (Rocha, 2003). Entre los grupos descritos se encuentran los cefal6podos, los
cuales se piensa que evolucionaron de los Monoplacoforos de concha tabicada y
probablemente, planctonicos Posteriormente, durante el proceso evolutivo, el cuerpo
de los cefalépodos se alargé notablemente en direccion del eje dorsoventral, que se
transformo en el eje anteroposterior funcional, lo que les permitié6 adoptar la forma

hidrodinamica que presentan la mayoria de las especies actuales (Rocha, 2003).

En los udltimos afnos se ha incrementado el interés por diversas especies de
cefalépodos; particularmente en ciencias bioldgicas y médicas, siendo estos usados
como modelos bioldgicos (Boletzky y Hanlon, 1983). El pulpo Octopus vulgaris ha sido
modelo de investigacion en estudios de neurobiologia, fisiologia animal y bioquimica,

y también de comportamiento animal (Young, 1951; Wells, 1978).

Por otro lado, en los ultimos 15 afios se ha enfatizado el estudio de su biologia y ciclo
de vida en cautiverio, con el objetivo de aplicar estos conocimientos a su cultivo
integral (Iglesias et al; 2007) en un intento por cubrir la demanda de productos de la
pesca asociado con el incremento de la poblaciéon mundial. La FAO menciona que esta
demanda no puede ser abastecida y satisfecha inicamente con las pesquerias debido a
la situacion de estancamiento de las capturas desde 1985, ocasionada por la
explotacion plena, sobreexplotacion o agotamiento de muchos de los sitios de captura

que es alrededor del 80%.

En los tultimos trece afios, los registros oficiales de captura de los pulpos (Octopus
maya y O. vulgaris) en la peninsula de Yucatan han oscilado entre 9,500 y 26,000

toneladas (t) (SAGARPA, 2011). La captura de 0. maya genera un total de 15,000



empleos directos y una derrama econémica anual de aproximadamente 360 millones
de pesos, lo que indica que los pulpos de esta especie son objeto de una presion
pesquera importante, la cual sostienen buena parte de las actividades pesqueras de la

peninsula de Yucatan (Cabrera y Defeo, 2001; SAGARPA, 2011).

La captura de 0. maya en los Ultimos afios ha aumentado los riesgos de la sobrepescay
la consecuente baja de la produccion para los afios siguientes. Entre las estrategias de
manejo de la pesqueria de esta especie, se podrian implementar el mantenimiento o

reduccion del esfuerzo de pesca, asi como su cultivo.

Entre los aspectos que se deben conocer de la biologia de una especie cultivada estan
los parametros ambientales y biol6gicos que determinan el éxito de la reproduccion
en cautiverio. Diversos estudios han demostrado que la reproduccion en la mayoria de
los cefalépodos depende fundamentalmente del tipo y calidad de la alimentacién de
los reproductores (Montoya et al., 2002 y Olivares, 1996). En este sentido Montoya et
al., (2002), reportaron que la sintesis del vitelo depende del alimento que ingiere la
hembra directamente y no de las reservas de ésta. Olivares, (1996), menciona que al
parecer durante la pre-puesta, requieren mayor cantidad de alimento para cubrir con
los requerimientos energéticos del desove y mantener las reservas suficientes para el
periodo de incubacién, por lo que es fundamental la calidad de la nutricién durante
estos procesos. Entre los pardmetros ambientales se mencionan la intensidad de luz,

temperatura y la calidad del agua.

Asimismo, se ha observado que la fisiologia del reproductor y su estado hormonal
afectan la incorporaciéon de compuestos en los huevos. Existen diversos factores que
pueden afectar la calidad de la puesta, pero sin embargo solo algunos han demostrado
una clara influencia en la calidad de la progenie (Tabla 1) (Fernandez-Palacios, et al.,

2005, Carrillo et al., 1995).



Tabla 1. Factores que afectan la reproducciéon en peces segin Fernandez-Palacios, et al.,
(2005).

FACTORES QUE AFECTAN FACTORES QUE AFECTAN LOS
A LOS REPRODUCTORES HUEVOS
Alimentacion Propiedades fisicas y biol6gicas
Induccién a la puesta Aberraciones cromosémicas
Estrés Colonizacién bacteriana
Edad Propiedades fisico-quimicas del
agua de la puesta e incubacién
Sobremaduracién

En peces, se ha mencionado que el sistema endocrino de la hembra durante el
crecimiento del oocito en el ovario puede afectar la calidad de la puesta, ya que
existen evidencias de que los nutrientes asimilados por el oocito, y su procesamiento
durante el crecimiento y maduracién del mismo son unos de los principales factores
que afectan la viabilidad del huevo. Aunque los peces se encuentren evolutivamente
lejanos de los cefalépodos, es muy probable que los factores nutricionales que
modulan la calidad de los huevos y la progenie operen en forma similar en ambos

grupos.
1.1 Reproduccion

En los cefaléopodos la reproducciéon es sexual; para la evaluaciéon del estado de
desarrollo sexual se utilizan escalas de madurez (macroscépicas o microscépicas) y/o
indices gonadosomaticos (Tirado et al, 2003). La mayoria de los cefalépodos se
reproducen una sola vez en su vida (Mangold, 1983; Giménez y Garcia 2002) y se
caracterizan por tener ciclos de vida cortos. El periodo de vida de los cefalépodos esta
directamente asociado a la temperatura del agua, siendo mas larga la vida de las
especies que habitan los ambientes frios en comparacién con el de aquellas que
habitan las regiones tropicales del mundo (Dominguez et al., (2002) y Mangold,

(1983).



La conducta reproductiva de los cefalépodos y en particular de los pulpos es un
proceso complejo. Se inicia con el cortejo también denominado comportamiento
precopulatorio el cual consiste en cambios de coloraciéon que presenta el macho (Van
Heukelem, 1983). La eyaculacion ocurre cuando los espermatoforos son transferidos
hacia el canal del hectocotilo o brazo modificado y luego mediante movimientos
musculares introduce el brazo modificado en la cavidad del manto de la hembra para
llevar a cabo la transferencia de los espermatéforos. Los espermatoforos son
depositados en la apertura del oviducto distal. La fecundacién se lleva a cabo en la
glandula del oviducto una vez que los huevos estan maduros y son enviados al

exterior para ser colocados en el nido (Van Heukelem, 1983).

Entre las especies de pulpos el nimero de huevos es muy variable, por ejemplo
Octopus briareus produce de 200 a 500 huevos/desove, 0. maya de 1000 a 1500
huevos/desove, mientras que O. vulgaris de 100,000 a 500,000 huevos/desove.
Estudios previos han determinado que aunque la fecundidad no se encuentra
directamente relacionada con la talla de las hembras de 0. maya, la frecuencia de
alimentacién y la temperatura desempefian un papel importante en la capacidad
reproductiva de la especie, vista a través del nimero de huevos/desove y el nimero
de crias eclosionadas y posteriormente en la sobrevivencia (Caamal-Monsreal, 2007;

Quintana, 2009).

Los intentos de cultivo de O. maya se remontan a los trabajos desarrollados por
diversos investigadores desde la década de 1960. Entre ellos se encuentran los
reportes de Solis (1967), Van Heukelem (1976, 1977) y DeRusha et al. (1989), quienes
desarrollaron el cultivo de esta especie a escala de laboratorio, con el principal
objetivo de obtener informacién para el mantenimiento de organismos con fines de
investigacion. En ese mismo periodo el cultivo de 0. maya se llevé a cabo por cuatro
(Hanlon y Forsythe, 1985) o cinco generaciones consecutivas (Van Heukelem, 1983),
lo que demostr6é que la especie podria ser adecuada para el desarrollo de cultivos
masivos. Recientemente, se han logrado conocer diversas caracteristicas biolégicas y

fisioldgicas que garantizan la reproduccién en cautiverio de la especie 0. maya



manteniendo una produccién constante de aproximadamente 5000 crias al mes

(Rosas, et al. 2014).

1.2 Nutricion y Crecimiento

Diversos estudios han demostrado que O. maya presenta un crecimiento acelerado,
debido a sus elevadas tasas de ingestion y de conversidon de alimento que van desde
30 al 60% por dia (Hanlon y Forsythe, 1985). Por otro lado, Van Heukelem (1983)
estimo tasas de conversion de alimento de O. maya cercanas al 40% por dia, con las
cuales pudo alcanzar 1 Kg en 4 meses, y llegar a pesos superiores a los 3 Kg en 9

meses a 25°C.

Hanlon y Forsythe (1985) encontraron que las especies de pulpo con huevos de
desarrollo directo como O. maya llegaron a los 5.7 Kg, con tasas de crecimiento del
4.1% al dia durante su ciclo de vida completo en sistemas de cultivos. Por esta y otras
razones, estos mismos autores, indicaron que 0. maya es una de las especies mas
apropiadas para el cultivo a gran escala y en densidades elevadas, después de O.

bimaculoides y O. digueti.

Aunque a la fecha no se cuenta con una tecnologia completa para el cultivo de 0. maya,
algunos reportes son alentadores. En algunos ensayos de engorda se ha encontrado
que la mortalidad en los tanques de cultivo es baja. Por ejemplo, Van Heukelem
(1983) y Hanlon y Forsythe (1985) reportan mortalidades de entre 20 y 30% para la
totalidad del ciclo de vida. Segun Van Heukelem (1983), los ejemplares de 0. maya
cultivados en el laboratorio crecen mas que los capturados en el medio natural, lo que

al parecer se relaciona con la calidad y cantidad del alimento disponible.

Segun Cagnetta y Sublimi, (2000) el régimen de alimentacién de O. vulgaris, asi como
en la mayor parte de pulpos cultivados, esta basado en uso de alimentos frescos y
vivos, y hasta esa fecha el uso de alimentos secos parecia poco factible. Inclusive en la
actualidad no hay reportes que indiquen el uso de alimentos secos que puedan

sustituir completamente el uso de los alimentos frescos o vivos. Consecuentemente la



mayor parte de los experimentos relacionados con dietas se basan en el uso de dietas

naturales, particularmente crustaceos, moluscos y peces.

En la naturaleza los crusticeos constituyen una parte importante en la dieta de los
cefalépodos; sin embargo, en un sistema de cultivo la disponibilidad de crustaceos y
su precio pueden ser un problema para el cultivo (Garcia y Cerezo, 2006). Garcia y
Cerezo (2006) utilizaron pescado fresco como alimento Unico o complementario para
evaluar el crecimiento de O. vulgaris y encontraron que el mejor crecimiento fue con la
dieta que contenia cangrejo-pescado la cual se administraba en dias alternados. En
esos experimentos el crecimiento fue de casi el 2% por dia y una eficiencia de

alimentacién de casi el 40% por dia.

En estudios realizados con el pulpo 0. maya en condiciones de laboratorio, Rodriguez
(2006) recomienda el uso de crustaceos de bajo valor comercial como cangrejos del
genero Carcinus y un tipo de sardina en relaciéon 3:1. También propusieron utilizar
una racion equivalente al 15% de la biomasa del pulpo al inicio del cultivo para
después disminuirla hasta el 5% a la cosecha, con reduccién de 1% por semana. En
otro estudio realizado con juveniles de 0. maya que fueron alimentados con presas
vivas (palemdnidos) se obtuvo una sobrevivencia del 60% en 30 dias de experimento.
Trabajando con la misma especie, Aguila et al, (2008) probaron seis tipos de dietas
con diferente porcentaje de inclusiéon de concentrado proteico de pescado (0, 5, 10, 15
y 20%) y encontraron que con la inclusion del 15% de ese concentrado en el total de
la dieta se obtuvieron los mejores resultados para la estimulaciéon de las enzimas
digestivas con reduccion del costo energético asociado a la digestiéon, mejorando asi la
produccién de biomasa. Estudios mas recientes han demostrado que los juveniles de
0. maya tienen altas tasas de crecimiento cuando se les ofrece gamaridos marinos en
combinacion con una pasta elaborada a base de harina de calamar y jaiba (Callinectes
spp), hecho que sin duda demuestra que, con alimentos complementarios, esta especie
acepta bien dietas elaboradas (Baesa-Rojano et al., 2012). En un estudio mas completo
llevado a cabo sobre la fisiologia digestiva de O. maya se reporté que uno de los
factores que limitan la digestibilidad de las dietas elaboradas posiblemente este
asociada con el tipo de proteina que conforma el alimento (Martinez et al., 2011a). La
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posible participacion de enzimas acidas del tipo de las catepsinas y un ritmo digestivo
que incluye dos etapas, ha hecho pensar que es el contenido de la proteina soluble el
que determina la adecuada digestion del alimento (Martinez et al., 2011a; Martinez et
al., 2011b; Martinez et al., 2011c). Si los alimentos son elaborados principalmente con
harinas obtenidas en altas temperaturas y la alta temperatura elimina las proteinas
solubles y desnaturaliza las proteinas reduciendo la digestibilidad (Santé-Lhoutellier
et al., 2008) es posible que ese mismo mecanismo se encuentre operando en los
pulpos y que sea, precisamente la falta de proteina soluble de las dietas elaboradas las
que limiten la digestibilidad y por ende el crecimiento de animales alimentados con
ese tipo de dietas. En ese sentido, Rosas et al. (2013) demostraron que la
digestibilidad y el crecimiento de O. maya es afectado directamente por el tipo de
proteina con que es elaborado el alimento, sugiriendo que esto es producto de la
imposibilidad de los animales de digerir proteinas desnaturalizadas utilizadas en la
elaboracién de alimentos balanceados. En ese trabajo se concluy6 que esa limitacion
esta ligada con la presencia de catepsinas en el jugo gastrico, las cuales, al igual que la
pepsina son fuertemente afectadas por la carbonilacién de la proteina procesada con
calor, reduciendo su capacidad hidrolitica (Santé-Lhoutellier et al. 2008). Con eso en
mente, Martinez (2010) disefi6 un alimento balanceado elaborado con harinas
liofilizadas de calamar (50%; Dosidicus gigas), y jaiba (50%; Callinectes sapidus), y
adicionada con una mezcla de vitaminas y minerales. Esa dieta fue aglutinada
utilizando gelatina natural (Rosas et al., 2008) y suministrada a los animales en forma
de pasta semi-himeda. Esta dieta fue comparada con carne de cangrejo fresca, tal y
como se venia utilizando en animales en otros estudios. Los resultados obtenidos por
Martinez (2010) mostraron que cuando a los juveniles se les alimenta con harinas
liofilizadas éstos crecen mas y sobreviven en mayor proporcion que cuando se les
alimenta con carne fresca de cangrejo. Esos resultados permitieron comprobar la
hipotesis que sefialaba que el tipo de proteina es el principal factor limitante en la
digestibilidad de los pulpos, debido principalmente a la forma que estos animales

tienen de digerir el alimento.



1.3 Alimentacién en reproductores de Cefalépodos

Desafortunadamente, a la fecha se sabe mucho menos de la nutricién de los
reproductores de lo que actualmente se sabe de la nutriciéon de los juveniles. La
nutriciéon en los reproductores es una de las areas importantes ya que de estos

depende el inicio de la cadena de cultivo (Books et al., 1997; Izquierdo et al., 2001).

En la actualidad existe una dieta que se utiliza para la alimentacién de reproductores
de pulpo 0. maya que es producto de investigaciones realizadas con anterioridad. Esta
dieta esta conformada por una combinacién de jaiba y mejillon (70-30%), la cual
mostro la mayor produccién de huevos por desove cuando fue comparada con otras
mezclas. Aunque el uso de mejillon (Mytilus spp.) es apropiado para esto, los costos
que actualmente tiene este insumo podrian hacer inviable el escalamiento productivo
de una unidad de cultivo de esta naturaleza. Por esa razon se ha visto la necesidad de
sustituir el mejillén o la carne de jaiba (o ambas) en la alimentaciéon de los
reproductores de 0. maya. Entre las especies que pueden ser utilizadas para alimentar
a los reproductores de 0. maya se encuentra el mero (Epinephelus morio). En Yucatan
la captura promedio de mero es de 6,791 t anuales (INP/SAGARPA, 2004). Como sub
producto de esta pesqueria, existe una amplia disponibilidad de cabezas que son
descartadas por la industria pesquera local produciendo un desecho de alto impacto
en la costa. Estudios de crecimiento y engorda de pulpo (0. maya) realizados por
Rodriguez, (2007) demostraron que la carne de pescado y en particular la contenida
en las cabezas resulta un buen complemento en la dieta de los pulpos. En ese estudio
se registraron tasas de crecimiento entre 11 y 19 g/dia por animal, dependiendo de la
temperatura del agua. Estudios realizados en reproductores de O. vulgaris han
recomendado el uso de pescado hasta en un 15% combinado con crustaceos (80%) y

bivalvos (5%) con el fin de obtener puestas viables (Iglesias et al., 2000).

En pulpos se ha observado que la composicién quimica del vitelo es la que tiene una
mayor influencia sobre la calidad de los huevos y larvas (Watanabe y Vasallo-Argius,
2003; Quintana, 2009; Bell et al. 1997; Almanza et al. 1999; Watanabe y Vasallo-
Argius, 2003; Quintana, 2009). Diversos autores como Sargent et al., (1995), Sargent



(1999a) e Izquierdo et al., (2001) han manifestado la importancia de los lipidos en la
nutricion y reproduccion de diversas especies marinas, sin embargo hasta la fecha no
se ha podido identificar y establecer los requerimientos nutricionales de los pulpos y
sobre todo en la etapa reproductiva, la cual se considera fundamental para garantizar

la viabilidad de las crias.
1.4 Desarrollo embrionario

Una descripcion detallada del desarrollo embrionario de O. vulgaris la realizo Naef,
(1928), quién clasifico este proceso en 20 estadios los cuales comienzan
inmediatamente después de la puesta. El tiempo de desarrollo embrionario en los
pulpos es muy variado dependiendo de la especie y es inversamente proporcional a la
temperatura. En O. maya (Rosas, et al., 2007, 2012) sefialan un desarrollo embrionario

de 45-50 dias.

En la actualidad el uso de alimentos frescos como las jaibas y la mezcla de jaiba-
mejillones (Mytilus spp.) ha dado buenos resultados durante la etapa reproductiva de
0. maya bajo condiciones de cultivo. Esto hace pensar que existen componentes
quimicos en estos ingredientes que favorecen la sintesis del vitelo que constituye los
huevos de esta especie. De acuerdo con su composicion, se sabe que la carne de jaiba
aporta principalmente proteina (mas del 60% de su composicién) y una baja
proporcién de lipidos (4 a 5%) de éstos, el 50% son acidos grasos poliinsaturados
(AGPI). La composicion nutricional de los mejillones es ligeramente diferente a la de
las jaibas reportando una proporcién mayor de lipidos (14%), de los cuales también el
50% suelen ser AGPI. Aunque en la actualidad se desconocen completamente los
requerimientos nutricionales para la reproducciéon de los pulpos los estudios hasta
ahora realizados sugieren que los AGPI podrian estar jugando un papel importante en
la sintesis del vitelo. lo cual es un aspecto comtn a otros grupos de invertebrados
marinos (Quintana et al. 2008). En este sentido, O. maya parece no ser la excepcion
pues, como ya se mencion0, existen evidencias que indican que los animales
alimentados con ingredientes que contienen AGPI tienen buenas respuestas

reproductivas (Caamal, 2007; Rosas et al., 2014). Uno de los principales problemas
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que hay que resolver para poder escalar el cultivo de 0. maya a nivel piloto comercial
es el de contar con una dieta que sea facil de manejar y cuyos componentes puedan
ser facilmente encontrados en el mercado de los insumos para la elaboraciéon de
alimentos. Existen en Yucatan diversas fuentes de AGPI que pueden ser utilizadas para
la elaboracién de dietas para pulpo entre las que destacan las cabezas de E. morio, las
cuales, a pesar de ser un desecho de la industria pesquera local, son una fuente rica de
aceites, principalmente por el contenido de éstos en los o0jos y en la masa cerebral. A la
fecha no existe un analisis quimico proximal que permita establecer con precision el
valor nutricional de estos ingredientes y sus posibles efectos en la inclusion de dietas
para 0. maya. Por esa razdn, el presente estudio ha sido dirigido para contestar la

siguiente pregunta de investigacion

Es posible que insumos diferentes al mejillon (como las cabezas de pescado o el manto
del calamar) y mezclados con la jaiba en una dieta para las hembras de 0. maya
provoquen el mismo efecto positivo en los desoves y en la calidad de las crias que se

ha venido observando cuando se utiliza la mezcla jaiba-mejillon?

Ala fecha y después de mas de 200 desoves obtenidos en condiciones controladas, los
desoves obtenidos han permitido la obtenciéon de crias con un peso promedio de
0.14g, tasas de eclosion cercanas al 90% y sobrevivencias mayores al 80% después de
un periodo de ayuno de 10 dias. Estos elementos (tamafio y sobrevivencia) han sido

considerados indicadores de calidad de las crias.
I HIPOTESIS

Al igual que en otras especies marinas los acidos grasos son los nutrientes cruciales
para la reproduccién de Octopus maya. Entre estos los AGPI (de la serie omega 3) son
los que se postula que determinan el éxito del proceso reproductivo mediante la
obtencion de crias viables. Por esa razon es posible pensar que si las hembras de O.
maya consumen alimentos ricos en AGPI de la serie omega 3, tendran la posibilidad de
producir una mayor cantidad de huevos por desove, huevos mas grandes, el vitelo con

caracteristicas quimicas que favoreceran la sobrevivencia de las crias producidas bajo
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condiciones de cultivo. Asimismo, es de esperar que la combinacién de insumos en las
dietas para la reproducciéon aporten mezclas de AA que junto con los acidos grasos
promuevan la formacién de embriones de alta calidad. Por su aporte, se espera que las
cabezas de pescado junto con la jaiba sean una alternativa adecuada para la
sustitucion del mejillon en la dieta. No obstante, por su composicion amino acidica, el
manto de calamar podria también ser un insumo candidato para esta sustitucion ya
que este insumo cuenta con elevadas concentraciones de His, AA esencial en la

formacidn del sistema nervioso de los embriones de cefalépodos.

III OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Encontrar insumos para una dieta adecuada de hembras reproductoras de 0. maya
que aporten mezclas de aminoacidos y que junto con los acidos grasos promuevan la

formacion de embriones de alta calidad.
3.2 Objetivos especificos

e Conocer las caracteristicas quimico proximales y los perfiles de acidos grasos y
aminodacidos de insumos alternativos al mejillon para ser utilizados en dietas

para los hembras de 0. maya.

e Conocer la influencia de mezclas de dietas en las caracteristicas zootécnicas en

los desoves producidos por las hembras de 0. maya.

e Conocer la relacion entre la composicién bioquimica de las dietas y las
caracteristicas morfoldgicas de los huevos y embriones y bioquimicas del vitelo
de 0. maya con el fin de establecer las bases para establecer los requerimientos

nutricionales para la reproduccién de esta especie.
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CAPITULO II

CARACTERIZACION QUIMICA DE CUATRO POSIBLES INSUMOS EN LA
DIETA DE REPRODUCTORES DE Octopus maya
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I INTRODUCCION

En la actualidad existe poca informaciéon relacionada a la alimentacion de los
reproductores de cefalopodos y la informacion que ha sido generada ha surgido de los
conocimientos que se tienen principalmente acerca de la reproduccion de peces
principalmente. Estudios realizados en el pargo japonés (Pagrus major) y otros
estudios posteriores han mostrado evidencias de que la composicion de las dietas
para reproductores durante la etapa de pre-puesta es el factor que mayor influencia
tiene en la calidad de los huevos y crias. Se ha detectado que los principales
componentes son los lipidos, los AGPI, las proteinas, la vitamina A y E y los
carbohidratos (Watanabe et al., 1984, Harel et al., 1994, Carrillo et al., 1995, Emata et
al., 2000, Furuita et al., 2003).

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes en las células y constituyen
casi la mitad del peso seco de la mayor parte de los organismos, desempefian muchos
papeles bioldgicos y fisiologicos diferentes, por lo que se considera que las proteinas
ejecutan practicamente todas las actividades de la célula. Quimicamente son
polimeros constituidos por aminoacidos de los cuales existen 20 que se encuentran en
todos los organismos. Entre otras funciones, en cefalépodos se ha demostrado que las
proteinas son la principal fuente de energia (Lee, 1994; Aguila et al, 2007; Rosas et al.,

2007; Rosas et al., 2012).

Los lipidos son considerados de suma importancia ya que juegan un papel importante
de forma estructural y funcional regulando diversos procesos fisiolégicos. De acuerdo

con Quintana, (2009) las principales funciones de los lipidos en los cefalépodos son:

1) Componentes de membranas celulares

2) Reserva energética

3) Transportadores de nutrientes (lipoproteinas)

4) Precursores de hormonas esteroideas y de sustancias bioldgicas activas

conocidas como eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos).
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Los acidos grasos son dacidos carboxilicos alifaticos de cadena larga y es raro
encontrarlos libres en la naturaleza ya que mas bien se encuentran en forma
esterificada como componentes mayoritarios de los diferentes lipidos, al igual son
componentes de los glicéridos y se clasifican en funcién del nimero de enlaces en:
saturados los cuales no tienen doble enlace carbono-carbono, insaturados o
monoinsaturados (AGMI) al menos con un doble enlace carbono-carbono y como
poliinsaturados (AGPI) aquellos con dos o mas doble enlace (Melo y Tapia, 2004).
Quintana (2009) mencion6 que en peces, asi como en cefalépodos abundan los acidos
grasos saturados 16:0 y 18:0, los monoinsaturados 18:1n-9 y 16:1n-7 y de los
poliinsaturados el docosahexaenoico 22:6n-3 (DHA) y el eicosapentaenoico 20:5n-3
(EPA). Sin embargo, de estos acidos grasos los DHA y EPA no pueden ser sintetizados
por los organismos y por lo tanto tienen que ser incorporados en la dieta y por esa

razon a estos se les considera como esenciales.

En peces, se ha demostrado la importancia y la funcién que desempefian los acidos
grasos en la etapa reproductiva. Por ejemplo, se ha reportado que cuando los
reproductores fueron alimentados con altos niveles de acido araquiddénico (AA) se
producen huevos de mayor calidad y en las larvas de dorada se pudo mejorar el
crecimiento y la supervivencia, asi como también la resistencia al estrés por manejo

cada vez que se incorporo el AA en la dieta de los reproductores (Bruce et al., 1999).

Por todo lo descrito anteriormente, conocer la composicién quimica de los pulpos asi
como la composicién quimica de la dieta a suministrar es de gran importancia para la
valoracién del cambio y/o efecto que esta pudiera tener sobre la etapa reproductiva
de los pulpos. De esta forma, los resultados obtenidos podran ser utilizados como base
para establecer el requerimiento nutricional en los reproductores de O. maya. Asi el
objetivo de esta parte de la investigacion se dirigié6 a conocer las caracteristicas
quimico proximales, los perfiles de acidos grasos y aminoacidos de ingredientes
alternativos al mejillon para ser utilizados en dietas para las hembras reproductoras

de 0. maya.
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II MATERIALES Y METODOS

Previo al analisis se hizo una selecciéon de dietas que poseen altos contenidos de
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) para la conformacién de la dieta para las
hembras en etapa reproductiva. Entre las que se encuentran disponibles en el estado
de Yucatan se escogieron las cabezas completas de E. morio tanto por su abundancia
como por su potencial utilidad por el contenido de AGPI que la cabeza de los peces
marinos contienen. Asimismo se eligi6 el manto de calamar (D. gigas) considerando
las altas tasas de crecimiento de los juveniles de 0. maya (Martinez 2010) y el mejillon
(Perna canalicus) por haber dado resultados satisfactorios en estudios anteriores
durante la reproduccion de 0. maya. En base a las caracteristicas mencionadas de cada
uno de los insumos en el presente estudio se plantearon dietas mixtas a razén de 70%

jaiba y 30% de complemento (manto de calamar, cabezas de pescado y mejillon).

2.1 Caracterizacion quimica de los insumos experimentales: jaiba (Callinectes
sapidus), manto de calamar (Dosidicus gigas), mejillon (Perna canalicus) y

cabezas de pescado (Epinephelus morio).

La caracterizacion quimica de los insumos consistié en el analisis quimico proximal
(proteina total, lipidos totales, cenizas, humedad y carbohidratos), perfil de
aminodcidos y el perfil de 4cidos grasos en cada uno de los insumos experimentales
(jaiba (Callinectes sp), manto de calamar (Dosidicus gigas), mejillon (Perna canalicus) y

de cabezas de pescado (Epinephelus morio).
2.2 Determinacion quimico proximal en insumos experimentales

Se determind el analisis quimico proximal de cuatro dietas frescas, jaiba (Callinectes
sp), manto de calamar (Dosidicus gigas), mejillon (Perna canalicus) y de cabezas de
pescado (Epinephelus morio.). El analisis se efectué en un pool compuesto por tres
organismos por insumo. Todas las muestras se analizaron por triplicado. Previo al
analisis, las muestras fueron liofilizadas y homogenizadas. La humedad se determin6
en sub muestras de cada pool. El analisis quimico proximal se realizé en el laboratorio

de Quimica de la UMDI-UNAM Sisal, siguiendo los métodos recomendados por la
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Sociedad Oficial de Quimica Analitica (AOAC, 2000). El contenido de proteina total fue
determinado por el método de Kjeldahl (N x 6.25), el contenido de lipidos totales se
determin6 empleando la técnica del Goldfish (Figura 1), las cenizas por la incineracion
de la materia organica utilizando una mufla a 550°C y la humedad se obtuvo

utilizando una balanza de la marca OHAUS.

Figura 1. Instrumento utilizado para la extraccién de lipidos totales en las dietas

experimentales

2.2.1 Determinacion del perfil de aminodcidos en dietas experimentales

El perfil de aminoacidos se determiné empleando el método de HPLC (High
Performance Liquid Cromatography) siguiendo el protocolo recomendado por Waters

AccQ tag system. El cudl consta de cuatro etapas:

a). Preparacién de la muestra (liofilizacion y desengrasado de la muestra)
b). Hidrdlisis acida (por el método Pico Tag)
c). Analisis (diluciones y derivatizacion)

d). Cuantificacion (aminograma).

El analisis se realiz6 por triplicado por cada muestra, las cuales fueron hidrolizadas

con acido clorhidrico 6 N, reconstituidas, filtradas y preparadas para el analisis.
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Posteriormente fueron analizadas con una columna 4 um Nova Pack TMC-18, de 3.9 x
150 mm de Waters, con un volumen de inyeccién de 10 pl por un tiempo de deteccion

de 40 min a una temperatura de 38°C (Figura 2).

Figura 2. Equipo de HPLC utilizado en el analisis de aminoacidos de los insumos que
conformaron las dietas para los reproductores de 0. maya y luego en las muestras de
vitelo de los huevos producidos por las hembras alimentadas con las diferentes dietas

experimentales.

2.2.2 Determinacion del perfil de dcidos grasos en dietas experimentales

Los acidos grasos fueron determinados en cada una de las dietas utilizando los lipidos
extraidos en el analisis quimico proximal. El andlisis se realizé6 por triplicado
utilizando 50 mg de grasa por muestra. Los lipidos fueron saponificados con
KOH/MeOH (20% w/v). De la muestra se obtuvieron los acidos grasos libres
afladiendo HCL (35%) y posteriormente los acidos grasos fueron metilados con 1 mL
del reactivo de metilaciéon Trifloruro de boro (BF3/MeOH (10% w/v). Posteriormente
los acidos grasos fueron detectados con un cromatdgrafo de gases con detector de
ionizacion en llama (CG-FID) CLARUS 500 de Perkin Elmer, mediante una columna
Omegawax de Perkin Elmer de 30 m, capilar de 0.25 mm de didmetro interno, con
pelicula de 25 um. Se utilizé Hz como gas transportador y la inyeccion fue por el

meétodo Splitlees a una temperatura de 280°C y con el detector a 250°C.
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2.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante los andlisis quimicos se analizaron estadisticamente
mediante un andlisis de varianzas (ANOVA) de una via (Zar, 1999). Posteriormente, se
realizé un Test a posteriori de Newman-Keuls para las comparaciones multiples. Con
los datos porcentuales (%) como la humedad se aplic6 la transformacion arcoseno. De
manera complementaria en los perfiles de acidos grasos y aminoacidos se realizé un
analisis multivariado de componentes principales (ACP). En el analisis de
componentes principales se us6 un modelo matematico que transforma un conjunto
de variables correlacionadas en un nuevo conjunto de variables no correlacionadas.
En este sentido es utilizado como una herramienta para analizar los datos de variables

multiples.

III RESULTADOS
3.1 Analisis bromatologico de los alimentos experimentales

Los resultados del analisis proximal realizado a cada uno de los insumos utilizados en
este estudio mostraron que el manto de calamar y la jaiba presentan un mayor
porcentaje de humedad y proteina que el resto de los insumos (Tabla 2). Sin embargo,
estos dos insumos presentaron una menor cantidad de lipidos en comparacion con el
mejillon y las cabezas de pescado. Para el caso de cenizas el insumo que presento
mayor cantidad fueron las cabezas de pescado con el 26.24%, seguido de la jaiba con
10.69% (P < 0.05; Tabla 2). Los carbohidratos fueron determinados por diferencia. Al
conformar la dieta se presenté una mayor cantidad de proteina en la dieta jaiba-
calamar (84.62%) y menor en la dieta jaiba-cabezas de pescado (70.21%), en los
lipidos se observd lo contrario un mayor porcentaje en la dieta jaiba-cabezas de
pescado (12.93%) y menor en la dieta jaiba-calamar (4.28%), algo similar fue
observado con la cantidad de cenizas, presentando una mayor cantidad la dieta jaiba-

cabezas de pescado (15.36%) y menor en la dieta jaiba-mejillon (6.42) (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicidon quimico proximal en base seca (BS) de los insumos y las dietas elaboradas para la alimentacién de las

hembras reproductoras de 0. maya. Valores como promedio + desviaciéon estandar. Diferentes letras indican diferencias

significativas entre tratamientos a P < 0.05

INSUMO Humedad Proteina Lipidos Cenizas Carbohidratos TOTAL
PORCENTAJE (%) BS
Manto de calamar 84.05 90.07 d 4.13 a 6.91 0 101.11
(Dosidicus gigas) +0.42 £0.07 £0.03 £0.02
Mejillon (Perna canalicus) 77.44 59.49 b 11.26 C 6.99 22.26 77 74
+0.22 +0.57 +0.20 +0.09
Cabezas de pescado 69.49 42.01 a 32.94 d 26.24 0 101.19
(Epinephelus morio.) +0.19 +2.24 +0.03 +0.74
+0.65 +1.37 +0.12 +0.03
DIETAS
JAIBA-CALAMAR 84.62 4.28 9.56 1.87
JAIBA-PESCADO 70.21 12.93 15.36 1.87
JAIBA-MEJILLON 75.45 6.42 9.58 8.55

Carbohidratos calculados por diferencia
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3.2 Perfil de aminoacidos

La concentraciéon observada de aminoacidos esenciales (AAE) expresados en g/100
mg de proteina tales como treonina, lisina y leucina, y los aminoacidos no esenciales
(ANE) como la asparagina y glutamina, es similar en todos los insumos analizados y
también en los niveles observados en Octopus maya (Tabla 3; Aguila, et al. 2007). Por
otra parte, se observo que la jaiba (Callinectes sapidus), fue el alimento que presento
los mayores niveles de contenido de AA, seguidos por el calamar y en una menor

concentracion por las cabezas de pescado (Ephinephelus morio).

El analisis de componentes principales (ACP), permitié representar la forma en que
los AA se agrupan de acuerdo al tipo de insumo analizado (Fig. 3). Este analisis explica
el 89 % de la variabilidad. El eje uno explico el 72.6 % de la variabilidad y se relacion6
negativamente con Asparagina, Glutamina, Treonina, Arginina; Alanina, Valina, Lisina,
[soleucina, Leucina, Penilalanina y positivamente con Histidina. Este eje permitié
separar al insumo jaiba respecto a calamar, mejillon y cabezas de pescado. El eje dos
explico un 15.3 % de variabilidad y se relacion6 positivamente con Glicina y Prolina; y
negativamente con Glutamina, Histidina, Treonina, Tirosina, Lisina, Isoleucina y

Leucina; este eje permitié separar al calamar de la jaiba, mejillén y cabezas depescado.

21



2as K€ pescado

i

ot > Cabezas de pgécado
P
\\M
2t Calamar
LR ]

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12
Factor 1: 72.63%

Factor 2: 15.33%

Figura 3. Distribuciéon de los aminodacidos en los insumos utilizados en las dietas

experimentales mediante el analisis de componentes principales (ACP).
3.3 Perfil de acidos grasos

En la tabla 4, se indica la cantidad (% 4area) de acidos grasos contenidos en los
insumos y en las dietas experimentales. Como se puede apreciar los acidos grasos
saturados fueron los mas abundantes en todos los insumos, aunque entre insumos la
carne de jaiba fue la que present6 la menor concentracion de estos AG. Del grupo de
los acidos grasos insaturados (AGI) se encontré que las cabezas de pescado fueron las
que presentaron las mayores concentraciones, mientras que el calamar mostré los
menores valores. De los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), se observd que el
calamar presenta una mayor concentracion, mientras que el pescado presento la
menor concentracion. En los acidos grasos de la familia n-3 el calamar presento la
mayor concentracidn, seguido de la jaiba y las cabezas de pescado. Este ultimo insumo
fue el que presentd la concentracién mas baja. Para el caso del acido eicosapentanoico
(EPA) y acido docosahexanoico (DHA), se obtuvo que el calamar presento la mayor
concentracion en ambos casos, seguidos por la jaiba y el mejillon, mientras que en el

pescado se encontro la menor concentracion (Tabla 4).
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Para evaluar la variabilidad en los insumos y en las dietas se realizé6 un analisis de
componentes principales, el cual permitié representar las concentraciones (% area)
de los acidos grasos mediante la extraccion de dos ejes que representaron el 64 % de
la variabilidad obtenida (Figura 4). El eje uno que explica un 32.6 % de la variabilidad,
permitié separar al insumo jaiba respecto a cabezas de pescado y mejillon. El eje dos
explico un 30.5% de variabilidad y permitié separar a la jaiba y cabezas de pescado de
calamar y mejillon para el caso de los AG en los insumos y en los grupos de AG en las
dietas fue del 85% de la variabilidad teniendo en el eje uno el 67.7 % y en el dos el

27.4 %.
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Tabla 3. Contenido total de aminoacidos en los insumos y en las dietas ofrecidas a las hembras en reproduccion de 0. maya.
Valores como g/100g proteina. Promedios + desviacidon estandar. Datos para las dietas calculados tomando en consideracion
una proporcién de 70% para la carne de jaiba y 30% para el complemento de las diferentes dietas. AAE =Amino Acidos

Esenciales, ANE = Amino Acidos no Esenciales

INSUMOS DIETAS
Jaiba Calamar Mejillon Cabezas de . . . Jaiba-
i . pescado . jaiba - Jaiba- cabezas
(Callinectes (Dosidiscus (Perna . Jaiba N
sapidus) gigas) canalicus) (Epmep'helus calamar mejillon de
morio) pescado
AAE His 1.59 + 0.04 1.25 + 0.12 1.09 =+ 0.10 340 + 3.18 1.59 1.48 1.44 2.13
Thr 822 + 048 719 + 0.11 629 + 0.09 320 + 290 8.22 7.91 7.64 6.72
Arg 350 + 0.05 3.02 + 0.02 3.03 + 0.23 216 + 0.65 3.50 3.36 3.36 3.10
Val 3.09 + 0.06 231 + 0.06 237 + 0.13 1.50 + 0.94 3.09 2.86 2.88 2.62
Lys 638 + 0.17 524 + 0.27 456 + 0.75 316 + 1.95 6.38 6.04 5.84 5.42
Ile 280 + 0.03 236 + 0.06 218 + 0.24 1.23 + 0.59 2.80 2.67 2.61 2.33
Leu 562 + 0.14 511 + 0.28 450 + 0.61 3.09 + 1.13 5.62 5.47 5.28 4.86
Phe 333 + 0.01 251 + 0.08 254 + 0.19 1.69 + 1.04 3.33 3.08 3.09 2.84
ANE Asp 718 + 0.02 6.27 + 049 6.56 + 0.48 413 + 2.27 7.18 6.91 6.99 6.27
Ser 356 + 0.85 276 + 0.19 297 + 0.08 240 + 0.15 3.56 3.32 3.39 3.21
Glu 11.62 + 043 10.02 + 0.99 10.06 + 0.27 277 + 0.33 1162 11.14 11.16 8.97
Gly 565 + 0.23 282 + 0.24 612 + 224 622 + 031 5.65 4.80 5.79 5.82
Ala 515 + 0.05 388 + 0.29 391 + 0.14 352 + 1.79 5.15 4.77 4.78 4.67
Pro 293 + 0.10 1.61 + 0.09 287 + 0.88 225 + 1.83 2.93 2.53 291 2.73
Tyr 264 + 0.02 445 + 0.25 1.18 + 0.20 1.79 + 141 2.64 3.19 2.20 2.39
TOTALES
AAE 34.53 28.99 26.57 19.43 3453 32.87 32.14 30.00
ANE 38.75 31.80 33.67 18.94 38.75 36.66 37.22 34.04
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Figura 4. Distribucion de los acidos grasos en los insumos utilizados en las dietas
experimentales mediante el analisis de componentes principales (ACP).
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Figura 5. Distribuciéon de los grupos de acidos grasos en las dietas experimentales
mediante el analisis de componentes principales.
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Tabla 4. Composicion de acidos grasos (% area) de los insumos y las dietas elaboradas para las hembras en reproduccion de O.
maya. Valores como promedio + desviacién estdndar, muestras por triplicado.

INSUMOS DIETAS

Jaiba-

Acidos grasos Fglamar. . Jaiba . Mejill(’)n. Cak?eza de pescadlo Jaiba Jaiba - ]ai.k.)al- Cabezas
(Dosidiscus gigas) (Callinectes sapidus) (Perna canalicus) (Epinephelus morio) Calamar Mejillon de
pescado

C14:0 142 + 0.04 231 £ 0.06 9.69 + 041 880 + 0.3 2.31 2.05 4,53 426
C15:0 044 £ 0.01 132 = 0.03 091 + 0.00 1.70 + 0.14 1.32 1.06 1.20 1.43
C16:0 3673 + 049 2549 = 0.80 3592 =+ 1.07 3447 + 292 25.49 28.86 28.62 28.18
C17:0 1.75 + 0.02 249 £ 0.03 039 + 0.01 133 + 0.73 2.49 2.27 1.86 2.14
C18:0 15.03 = 0.29 1196 =+ 0.56 990 + 0.57 1089 =+ 1.25 11.96 12.88 11.34 11.64
C20:0 063 + 0.08 065 + 0.02 029 + 0.03 058 + 0.04 0.65 0.65 0.55 0.63
C21:0 203 £ 0.09 7.02 + 0.13 124 =+ 1.14 125 + 1.25 7.02 5.52 5.28 5.29
C22:0 039 £ 0.03 040 £ 0.01 025 + 0.03 026 + 0.14 0.40 0.40 0.36 0.36
C23:0 038 + 0.25 070 + 0.07 063 + 0.02 0.00 + 0.00 0.70 0.60 0.68 0.49
C24:0 015 £ 0.01 010 + 0.01 0.09 + 0.07 020 + 0.03 0.10 0.12 0.10 0.13
C14:1 0.05 + 0.03 0.08 + 0.00 0.07 + 0.03 0.17 £ 0.02 0.08 0.07 0.08 0.10
C15:1 0.08 + 0.03 0.06 + 0.02 008 + 0.01 0.03 £ 0.01 0.06 0.06 0.06 0.05
Cl6:1 085 £ 0.03 6.56 + 0.13 16.60 =+ 0.28 1236 = 117 6.56 4.84 9.57 8.30
C17:1 022 £ 0.12 0.18 + 0.07 039 + 0.01 066 + 0.52 0.18 0.19 0.24 0.32
C18:1n9¢/t 185 + 0.17 1538 =+ 0.23 263 + 0.16 1684 + 285 15.38 11.32 11.56 15.82
C20:1n9 10.58 + 0.73 135 = 0.09 334 + 036 1.21  + 037 1.35 412 1.95 1.31
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Tabla 4 (Continuacion)

C22:1n9 0.43 + 031 014 + 0.00 024 = 0.04 0.49 + 0.26 0.14 0.23 0.17 0.24
C24:1n9 014 + 0.11 0.04 =+ 0.03 0.03 + 0.03 0.04 =+ 0.04 0.04 0.07 0.04 0.04
C18:2n6¢ 0.12 + 0.01 568 + 0.24 157 + 0.08 0.75 + 0.55 5.68 4.01 4.44 4.20
C18:2n6t 0.13 + 0.03 018 + 0.06 0.09 = 0.07 0.17 + 0.00 0.18 0.16 0.15 0.17
C18:3n6 0.00 + 0.00 024 + 0.03 0.14 = 0.00 0.18 £ 0.03 0.24 0.17 0.21 0.22
C18:3n3 016 + 0.01 1.16 = 0.04 0.12 + 0.00 0.60 + 047 1.16 0.86 0.85 0.99
C20:2 0.22 + 0.03 097 + 0.15 0.52 + 0.00 0.30 £+ 0.05 0.97 0.75 0.83 0.77
C20:3n6 0.04 =+ 0.01 037 + 0.02 025 + 023 0.17 + 010 0.37 0.27 0.34 0.31
C20:3n3 0.00 + 0.00 0.03 + 0.01 0.00 = 0.00 0.01 + 0.01 0.03 0.02 0.02 0.02
C20:4n6 0.15 + 0.00 0.11 + 0.00 0.00 = 0.00 0.05 + 0.04 0.11 0.12 0.08 0.09
C20:5n3 9.53 + 029 9.18 + 0.16 829 + 0.57 4.57 + 0.58 9.18 9.28 8.91 7.80
C22:2 0.11 + 0.04 0.04 + 0.03 0.42 + 0.03 0.25 + 0.00 0.04 0.06 0.16 0.11
C22:6n3 1598 =+ 0.37 528 + 0.04 5.63 + 037 1.26 + 1.26 5.28 8.49 5.38 4.07
Saturados 5935 = 071 5299 = 1.07 5957 + 013 5989 + 2380 52.99 54.90 54.96 55.06
Monoinsaturados 1421 = 0.06 2378 + 0.36 2339 = 0.76 31.80 + 1.87 23.78 2091 23.66 26.19
Poliinsaturados 2643 = 0.77 2323 =+ 071 17.04 = 0.89 8.30 + 093 23.23 24.19 21.37 18.75
n-3 25.66 * 0.66 15.64 =+ 0.24 14.05 =+ 094 644 + 0.22 15.64 18.65 15.16 12.88
n-6 044 + 0.04 6.57 = 0.35 205 + 0.08 1.31 + 0.65 6.57 4.73 5.22 4.99
EPA 9.53 + 0.29 9.18 + 0.16 829 + 0.57 4.57 + 0.58 9.18 9.28 8.91 7.80
DHA 1598 =+ 0.37 528 = 0.04 5.63 + 037 1.26 + 1.26 5.28 8.49 5.38 4.07
DHA/EPA 1.68 = 0.01 057 + 0.01 0.68 + 0.00 0.30 + 032 0.57 0.91 0.60 0.52
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IV DISCUSION

El tipo de alimento y su composiciéon son considerados los factores principales en la
fisiologia de los organismos. Los valores nutricionales de los alimentos que se
consideran como principales son el contenido de proteina, los niveles de aminodacidos
esenciales y el perfil de acidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3. Estudios
realizados de la composicién quimica proximal en el manto de Dosidicus gigas
realizado por Abugoch, (1999) y Rosas, (2007) reportaron el 82.23 % *0.98 de
humedad, 86.21 % £5.23 de proteina, 7.37 % *0.67 de cenizas y 4.89 % *1.01 de
grasas en base humeda. En el calamar Illex illecebrosus estos mismos autores
reportaron un contenido de 80.25 % de proteina, mientras que para las especies del
género Loligoidae y Ommastrepidae se reportaron niveles de proteina de 77.90%. La
composicion de calamares y sepias como la de otros moluscos, se caracterizan por el
alto contenido proteico y por tener un bajo porcentaje de grasa, caracteristica muy
habitual en musculo de organismos marinos. En el caso particular de los cefalépodos,
como las sepias, el calamar y el pulpo, las caracteristicas en comin ademas de las ya
mencionadas son el alto contenido de humedad y el bajo contenido de extracto no
nitrogenado. Para el caso del pescado, Castro-Gonzales (2004) reportd en la carne de
mero (Epinephelus morio.), un porcentaje de humedad de 70.9 £0.01% y un nivel de
proteina de 70.69%. Por otro lado, Izquierdo (2000) Epinephelus striatus encontré
una humedad en musculo del mero de 78.64%, y niveles de proteina de 92.37% y de
grasa 13.95% y 7.86% de cenizas, respectivamente. La grasa del pescado tiene
elevados niveles de acidos grasos poliinsaturados de la serie w3 y w6, destacando el
acido eicosapentanoico, 20:5 w3 y el acido docosahexaenoico 22:6 w3 ademas son

importantes ya que son constituyentes de las membranas celulares (Izquierdo, 2000).

Los valores obtenidos en el mejillon coinciden con los reportados por Fraga, (1956);
aunque también se encuentran variaciones de humedad, grasa y cenizas; pero estas
sugieren que pueden estar relacionadas con diversas variaciones estacionales,

profundidad, peso y talla del espécimen.
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Por otro lado, Garcia et al., (2002) encontraron que la composicién quimica del boga
(Boops, boops) y la sardina (Sardina pilchardus) utilizadas en la alimentacién de
Octopus vulgaris no afectaron en el crecimiento de los animales cultivados. Otros
autores como Mangold (1983); Forsythe y Van Heukelem (1987) han observado que
los machos alcanzan un mayor peso que las hembras, lo cual puede estar relacionado
a que las hembras experimentan cambios metabolicos asociados con la reproduccion
(O 'Dor y Wells, 1978; Mangold y Von Boletzky, 1973). Garcia y Aguado (2002)
demostraron que en Octopus vulgaris la dieta tiene una clara influencia sobre el
crecimiento, la ingestion y eficiencia energética obteniendo los mejores resultados
cuando son alimentados con boga y no con sardina. Estas diferencias pueden estar
relacionadas con los niveles de lipidos y proteinas; el boga presenta una menor
cantidad de lipidos y mayor de proteinas en comparaciéon con la sardina, ya que la
boga presento un 5.94 % de lipidos y un 18.48 % de proteina, mientras que la sardina
un 19.64 % de lipidos y un 17.77 % de proteina. En relacién con esto O'Dor et al.,
(1984) sugirieron que la digestion de lipidos en el pulpo era baja e ineficiente,
probablemente debido a la escasez de emulsionante en su tracto digestivo. Sin
embargo, algunos cefalépodos son capaces de almacenar cantidades significativas de
lipidos en la glandula digestiva, que se reducen durante la inaniciéon que los animales

experimentan durante el cuidado parental que realizan las hembras.

En relacion al perfil de aminoacidos de los alimentos estudiados, se encontré que
entre los aminoacidos esenciales la treonina, lisina y leucina, se encuentran en una
mayor concentracion en los insumos y dietas analizadas y de los aminoacidos no
esenciales la asparagina y glutamina. Las concentraciones observadas en los
aminoacidos se encuentran entre los reportados por Aguila et al, (2007) en el pulpo
Octopus maya. En el presente estudio, se observo que la jaiba (Callinectes sapidus), fue
el alimento que presento una mayor concentracion de aminoacidos esenciales y no
esenciales, seguidos por el calamar y en una menor concentracién en la cabeza de
pescado (Ephinephelus morio). Por otra parte, Aguila, et. al., (2007), reportaron entre
los esenciales con mayor concentracién en jaiba (Callinectes sapidus) a treonina, lisina

y leucina, los no esenciales asparagina y glutamina. Por otra parte, Solorzano et. al.,
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(2009) y Villanueva et. al, (2004), sugieren que la lisina, arginina, e isoleucina
podrian desempefiar un papel protagonista en el metabolismo de las proteinas de los
cefaléopodos. Por ejemplo, se sabe que la arginina es fuertemente metabolizada por los
cefalépodos (Hochachka et al. 1983; Solorzano et. al. 2009). Durante el trabajo
anaerdbico, el fosfato de arginina se hidroliza, lo que conducen a una mayor
disponibilidad de arginina para la condensacion con piruvato derivado de la glucosa
para formar octopina. La octopina es el principal producto final anaerébico que se
acumula en los cefalépodos adultos durante periodos de ejercicio y el estrés
(Hochachka et al., 1976; Storey y Storey, 1978). Por otra parte, la lisina se ha
identificado como un precursor del crecimiento en sub adultos de S. officinalis
(Domingues, 1999), y esto concuerda con los resultados obtenidos en el estudio
realizado con juveniles de O. bimaculoides por Solorzano et. al., (2009) quienes
observaron que los juveniles conservan la lisina y los niveles de arginina a pesar de

que el alimento fue deficiente.

En las especies marinas dominan los acidos grasos de la serie linolénica y se hallan
mayores porciones de acidos grasos de 20 y 22 carbonos, por lo que se puede inferir
que requeririan en su dieta eicosapentaenoico y docosahexaenoico. Los niveles de
acidos grasos de la familia n-6 son menores en relacion con los de la serie n-3 debido a
su alimentacion (Sargent, 1976). En los resultados obtenidos en el presente trabajo se
observo una mayor cantidad de acidos grasos n-3 en todos los insumos (manto de
calamar, jaiba, mejillon y cabezas de mero), en comparaciéon con los de la serie n-6.
Entre las concentraciones en el manto de calamar 25.66%, jaiba 15.64%, mejillon con
14.05%, no presentaron diferencias significativas entre si; las cabezas de pescado
contienen el 6.44% de la serie n-3. También se pudo observar un porcentaje mayor al
50% de acidos grasos saturados, el manto de calamar con el 59.33%, la jaiba 52.99%,
el mejilléon 59.57% y las cabezas de mero con 59.89%. Izquierdo et al., (2000), reporto
en el mero un total de 40% de acidos grasos saturados, 43.8% monoinsaturados y
16.5% de poliinsaturados, valores ligeramente inferiores a los obtenidos en el
presente estudio. Estas diferencias podrian estar asociadas con la especie o con el

hecho de que ahora se utilizaron cabezas de pescado mientras que Izquierdo et al.
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(2000) utilizaron al pez completo. Por otra parte, Castro-Gonzalez et al, (2004)
reportaron el 11.5 % de saturados, 73.8% de monoinsaturados y el 93.8% de
poliinsaturados para la misma especie en base humeda del filete del pescado. En la
jaiba, Celik et al. (2004), reportaron en Callinectes sapidus un total de 16.21% de
acidos grasos de la serie n-3 'y 7.25% de la serie n-6, y de EPA (C20:5n-3) 8.93% y de
DHA (C22:6n-3) 5.99%), similares a los obtenidos en el presente estudio. Estudios de la
composicion de lipidos y acidos grasos en los cefalépodos Sepioteuthis australis,
Gonatus antarcticus, Moroteuthis robsoni y Todarodes spp y desarrollado por Phillips et
al., (2002), presentan un promedio de 14.5% de EPA, 34.7% de DHA, 28.6% de acidos
grasos saturados, 16.3% monoinsaturados y por ultimo 54.7% de poliinsaturados.

Valores similares a los obtenidos ahora.

V CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los insumos y las dietas
utilizadas tienen composiciones quimicas cercanas a la composiciéon del 0. maya. De
entre éstas todo parece indicar que la que contienen la mayor cantidad de AA
esenciales y AGPI de la serie omega 3 fue la combinacidn jaiba-calamar, seguida de la
carne de jaiba. Las mezclas realizadas con las cabezas de pescado sugieren que esta
dieta podria tener cantidades menores de los AA esenciales y de la AGPI lo que podria
limitar el crecimiento y posiblemente el desarrollo del ovario de las hembras de O.

maya durante la reproduccion.
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CAPITULO III

CARACTERIZACION ZOOTECNICA DEL DESEMPENO REPRODUCTIVO
DE HEMBRAS DE Octopus maya ALIMENTADAS CON DIFERENTES
DIETAS
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I INTRODUCCION

Una de las principales etapas para el desarrollo del cultivo de cualquier especie de
interés comercial es la reproduccion. En la reproduccién de los pulpos, no existen
comportamientos agonisticos ni cortejo prenupcial, la duracién de la cépula es
generalmente larga. Ademas no hay evidencias de formacion de parejas estables o de
proteccion por parte del macho, y ambos sexos son promiscuos (Lira, 2013). Rocha
(2003) menciona que en algunas especies hay algun tipo de competencia por la
hembra. En Octopus bimaculoides se han observado varios machos tratando de
copular con una sola hembra al mismo tiempo, por lo que se piensa que pudiera
existir una competencia espermatica. A manera de resumen en la tabla 5 se
mencionan las principales caracteristicas del comportamiento de eleccién de parejay

de copula en los pulpos (Lira, 2013).

En 0. maya al igual que en otras especies de pulpo, la fecundacidn es interna, y ocurre
en las glandulas oviductales, donde el esperma es almacenado. Cuando los ovocitos
van pasando por el oviducto proximal al distal, se realiza la fecundacién (Rocha,
2003). Las hembras de 0. maya depositan sus huevos en forma de racimos adheridos
a un sustrato duro en el interior del habitaculo y las hembras permanecen ahi
cuidando la puesta, durante la cual limpia con los brazos y los airea constantemente,
arrojando sobre ellos chorros de agua a través del sifén (Rocha, 2003; Caamal, 2007;
Rosas et al., 2008). Después de la eclosiéon de las crias la hembra muere por inanicidn,
es decir por los cambios fisioldgicos que con llevan el cuidado parental durante el

cual los animales no se alimentan (Rocha, 2003).
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Tabla 5. Etograma de 0. maya durante la copula y transferencia espermatica (Lira,

2013).
Conducta/Nomi | Contexto | Individuo Descripcion Especie/Referencia
nacion previa. Focal

Abrazo Precopul | Macho o El focal envuelve ala | Octopus joubini en
a, Cépula | Hembra. pareja con toda (Fig. | Mather (1980).

(Fig. 1) (I, Ty IID) 1a) o parte de la
y umbrela (Fig. 1b).
Postcopu
la.

Figura 1: Abrazo. A) Contacto con toda la umbrela o (B) parte de ella.

Conducta/Nomi | Contexto | Individuo | Descripcion | Especie/Referencia
nacion previa. Focal
Arrastre Precépula, Macho o | El focal se 0. vulgaris en Packard
Coépula (I, II | Hembra. desplaza y Sanders (1971).
(Fig-2) y ) 'y adherido al
Postcépula. fondo (Fig.
11a) o pared
(Fig. 11b).

Figura 2. Arrastre: A) fondo y B) pared
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En los trabajos realizados sobre la reproduccion de O. vulgaris, una de las especies
mas estudiadas hasta el momento, se indica una alta fecundidad, con desoves que
pueden fluctuar de entre 100, 000-500, 000 huevos/hembra (Wells, 1978; Mangold,
1983; Iglesias et al., 1997; Quintana, 2009). A diferencia de esto, se reporta que en O.
maya los desoves pueden llegar a ser de entre 1000 y 2000 huevos/hembras

habiéndose registrado hasta 5000 huevos/desove (Rosas et al., 2014).

Como se habia mencionado anteriormente, la mayoria de los trabajos relacionados
con la reproduccién de los cefalépodos se basa en los conocimientos adquiridos con la
reproduccién de los peces. Hernandez-Palacios et al., (2005) menciona que uno de los
parametros utilizados para evaluar la calidad de la puesta es la de la fecundidad en
especies de peces que ponen los huevos varias veces durante la época natural de
puesta. La fecundidad se considera como el producto del nimero de puestas por el
numero medio de huevos producido en cada una de ellas y la fecundidad relativa seria
la fecundidad expresada por unidad de peso (Wotton, 1979). En el caso de los
Cefalopodos se considera como fecundacion real a la cantidad de huevos fecundados y
la fecundacién relativa a la cantidad de huevos en el ovario (Rosas, et al., datos no
publicados). Diversos autores mencionan que las hembras de 0. maya pueden desovar
de 1000-2000 huevos/hembra (Solis-Ramirez, 1967; Rosas, et al., 2008; Bricefio,
2009; Moguel et al., 2010), y es una de las especies que presenta huevos grandes y de
desarrollo directo. Por otro lado, Rosas et al, (2010) y Martinez et al, (2011) la

sefialan como una especie holobentonica.

Diversos estudios sefialan que la reproducciéon en la mayoria de los cefalépodos
depende fundamentalmente del tipo y calidad de la alimentacidn en los reproductores
(Olivares, 1996; Montoya et al., 2002; Uriarte et al., 2011). En este sentido, Montoya et
al., (2002), reportaron que la sintesis del vitelo depende del alimento que ingiere la
hembra directamente y no de las reservas de ésta y que durante la madurez del ovario
requieren mayor cantidad de alimento para cubrir los requerimientos energéticos y
nutritivos que se necesitan para el proceso de formacién del huevo. Por esa razoén, se
considera como fundamental la calidad de la nutriciéon de las hembras durante estos
procesos. Los resultados obtenidos en laboratorio con O. vulgaris, O. mimus y 0. maya
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han demostrado que el origen y la calidad de los alimentos usados en los
reproductores juegan un rol importante en el crecimiento y en la calidad de las
puestas y resistencia de la crias (Olivares, 1996; Caamal, 2007; Quintana, 2009). Por lo
tanto, conocer el efecto del tipo de alimento en la capacidad reproductiva de hembras
de O. maya y la viabilidad de las crias es la base fundamental para establecer el
requerimiento nutricional en la etapa reproductiva y garantizar el éxito en la

produccion y cultivo de esta especie.
Por esta razon los objetivos de esta parte del estudio son:

e Conocer la influencia de mezclas de alimentos en las caracteristicas de los

desoves producidos por las hembras de 0. maya.

e Conocer la relacién entre la composicién bioquimica de las dietas y las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de los huevos y embriones de O.
maya con el fin de establecer las bases para establecer los requerimientos

nutricionales para la reproduccién de esta especie.

II MATERIALES Y METODOS
2.1 Capturay seleccion de reproductores de Octopus maya

Los pulpos utilizados como reproductores fueron obtenidos de la poblacion silvestre
localizada frente a las costas de Sisal, Yucatan. Los animales fueron capturados
utilizando la técnica de pesca local conocida como “gareteo”, la cual consiste de una
embarcacion de la cual penden lineas en las que se amarran cangrejos como carnada.
Se capturaron un total 60 hembras y 60 machos en proceso de maduracién. La
identificacidon del sexo se llevé a cabo siguiendo la técnica descrita por Rosas et al,
(2008). Una vez identificado el sexo los pulpos fueron colocados en un estanque de 5
m de didmetro en una proporciéon 1:1 para su aclimatacién y garantizar asi la
fecundacién. Durante los 15 dias que duré el acondicionamiento, los animales fueron

mantenidos en agua de mar con niveles de O; > 5 mg/L, pH > 8 y salinidad de 32 UPS.
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Ahi los pulpos fueron alimentados a racion ad libitum con jaibas del género Callinectes
spp a razon de 1 jaiba (100 + 20g) por animal por dia. En esas condiciones
permanecieron por 15 dias. Posteriormente, las hembras fueron trasladadas al area
de reproduccion con temperatura (24°C) y luz controlada (30 lux/cm?). Ahi se
pesaron y se colocaron de forma individual en tanques de 200 L los cuales fueron
suministrados con un sistema de recirculaciéon con agua de mar y aireaciéon constante.
A cada hembra se le proporcion6 una caja de fibra de vidrio como refugio y nido para

el desove.
2.2 Alimentacion y mantenimiento de los reproductores

Las hembras fueron alimentadas diariamente con dietas compuestas de jaiba solo en
un grupo y en los tres restantes con diferentes mezclas en donde la jaiba fue
suministrada al 70% de la dieta y el insumo complementario en 30% (mejillén, manto
de calamar y cabezas de pescado). Asi, se estructuraron 4 grupos cada uno con 15
pulpos por dieta, cada uno de los cuales correspondié con una dieta experimental
compuesta de jaiba 100%, jaiba-calamar, jaiba-mejilléon y jaiba-pescado (70-30%)
respectivamente. Una dieta con solo jaiba (100%) fue considerada como dieta control.
Las mezclas fueron suministradas al mismo tiempo y de tal manera que los
organismos tuvieran la posibilidad de consumir ambos componentes en cada una de

las dos tomas en que se dividio6 la racion diaria.

La limpieza de los tanques se realiz6 previa a cada alimentaciéon mediante la técnica
conocida como sifoneo, esto con el objetivo de retirar todos los desechos del alimento

no ingerido y prevenir altas concentraciones de amonio en el sistema.

Con el fin de llevar un control de las condiciones de mantenimiento de las hembras en
el laboratorio, diariamente por las mafianas se midi6 la temperatura, la salinidad y el
oxigeno disuelto de cada tanque. Los refugios fueron revisados diariamente por la
mafiana y por la tarde para observar la presencia de algiun desove, el cual fue
registrado (Figura 6A). Las hembras en desove fueron identificadas dejandose bajo

observacién diaria en el sistema hasta que concluyera con la puesta de los huevos, lo
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cual ocurre entre 5 y 7 dias después de haberse iniciado el proceso de desove.
Posteriormente los huevos fueron trasladados al sistema de incubacién en donde

permanecieron hasta el momento de la eclosion (Fig. 6b).

Figura 6. Produccion de huevos y crias en el estudio: A) Ejemplar de hembra de O.

maya en proceso del desove y B) Sistema de incubacién artificial.
2.3 Tasa de ingestion (TI; % dia1)

La tasa de ingestion se determiné de acuerdo con Uriarte et al. (2010) y Uriarte et al.

(2011) como:
TI (% dia1) = [(Ale - Alr)/Pc] x 100

Donde Ale es el alimento entregado (g MO dial), Alr (g MO dia'l) es el alimento
remanente obtenido después de 2 h de haberse ofrecido y Pc es el peso (gMO) de las
hembras. Para la evaluacion de la cantidad de materia organica tanto del alimento
(entregado y remanente) como de las hembras de pulpo, 10 muestras de cada tipo de

alimento y de pulpo fueron pesadas en fresco, posteriormente secadas en una estufa a

38



60°C hasta peso constante y posteriormente incineradas en una mufla a 500°C por 8 h.
Al hacer los calculos en relacion con la materia organica contenida en el alimento fue
posible cuantificar con precisidn la cantidad de alimento extraido por los pulpos tanto
de las jaibas como de las cabezas de pescado, los cuales presentan estructuras duras a
las que los pulpos podrian tener acceso y que son dificiles de cuantificar si solo se

expresaran en peso seco.
2.4 Manejo de la puesta

La manipulacién de la puesta (racimos de huevos) se efectu6 una vez que las hembras
concluyeron con el proceso de desove entre 5-7 dias. Una vez transcurrido este
tiempo se procedié al traslado de la puesta al sistema de incubacién, siguiendo el
manual de procedimientos del area. El sistema de incubaciéon consta de una serie de
tanques de fibra de vidrio, los cuales cuentan con flujo y aireacién constante;
temperatura (24 + 1°C), luz (30 lux/cm? y calidad de agua contralada (UV, y filtro de 5
um) para el desarrollo adecuado de los embriones de pulpo. Previo al traslado de la
puesta al sistema de incubacién se cuantificaron el nimero de racimos desovados y el
numero de huevos por racimo, lo que permitié estimar el total de huevos producidos.
Para hacer esto se tomaron al azar cinco racimos. Este procedimiento se realiz6 en 15
desoves obtenidos con cada una de las dietas experimentales (jaiba, jaiba-calamar,
jaiba-mejillon, jaiba-cabeza de pescado). Posteriormente las hembras fueron
sacrificadas y pesadas con el fin de determinar el cambio de peso de los animales

alimentados con cada una de las dietas experimentales.

Para la evaluacion de los efectos del tipo de dieta en la reproduccién se cuantificaron

los siguientes indicadores:

Cambio de peso de las hembras en el area de reproduccién como la diferencia entre el
peso al inicio y el obtenido después del desove. El nimero de huevos por racimo, asi
como el total de huevos fecundados y el total de crias vivas al momento de la eclosion.
El porcentaje de eclosion fue calculado a partir de la diferencia entre el numero de

huevos desovados y el total de crias vivas obtenidas después de la incubacion. Asi
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mismo como un indicador de la fortaleza de los pulpos, se cuantificd la sobrevivencia
de los juveniles después de haber sido sometidos a un periodo de ayuno de 10 dias.
Esta prueba parte del principio que los juveniles cuentan con un vitelo interior al
nacer el cual les permite terminar de desarrollarse y sobrevivir un tiempo después de

la eclosion antes de comenzar a alimentarse.
2.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en esta parte del estudio fueron analizados utilizando un
analisis de varianza (ANOVA). En el caso de que el ANOVA indicara diferencias
significativas entre tratamientos, se utilizé una prueba de Tuckey para establecer
diferencias entre los promedios de los indicadores obtenidos de los diferentes

tratamientos experimentales.

III RESULTADOS

Las hembras de 0. maya utilizadas en el presente estudio tuvieron un peso inicial
promedio de entre 870 y 1000 g de peso. No se registraron diferencias significativas

entre los pesos de las hembras al inicio del experimento (Tabla 6).

La tasa de ingestion de las hembras fue afectada por el tipo de alimento suministrado.
Las hembras alimentadas con jaiba sola ingirieron significativamente menos materia
organica (2.6% dia-l) que las hembras alimentadas con la mezcla jaiba-mejillén o
jaiba-pescado (3.2% dia1). Un valor de tasa de ingestion de 4.8% dia! fue registrado
en las hembras alimentadas con jaiba-calamar, el cual resulté ser significativamente

mas alto que el registrado en el resto de los tratamientos (Fig. 7).
3.1 Dias para el desove

El ndmero de dias para el desove fue afectado por la dieta ofrecida. Las hembras
alimentadas con jaiba sola desovaron en promedio 8 dias después de haber sido

iniciado el experimento, mientras que las hembras alimentadas con la mezcla jaiba-
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pescado desovaron 37 dias después de haber sido alimentadas con esa dieta (Tabla 6).
El peso final de las hembras después del desove también fue afectado por el tipo de
dieta, con los menores pesos registrados en las hembras alimentadas con jaiba (P <
0.05). No se registraron diferencias significativas entre los pesos finales de las

hembras alimentadas con el resto de las dietas (Tabla 6).

(e}
1

wuvi

I

w

N

[N

Tasa de ingestidn, % peso corporal dia!

o

Jaiba Jaiba-Calamar Jaiba-Mejillén Jaiba-Pescado

Tipo de alimento

Figura. 7. Efecto del tipo de alimento en la tasa de ingestion de hembras de 0. maya
mantenidas en condiciones experimentales por un periodo de entre 8 y 33 dias.

Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos.
3.2 Numero de huevos desovados

Del total de hembras experimentales se observd que las hembras alimentadas con la
combinacion de jaiba-mejillon presentaron una mayor cantidad de huevos/hembra,
con un promedio de 833 huevos/desove. Los pulpos alimentados con jaiba 757
huevos, con jaiba-cabeza de pescado 751 huevos y la menor cantidad se obtuvo con
jaiba-calamar con 664 huevos. Sin embargo, no presentaron diferencias significativas

(P> 0.05) entre las dietas. (Tabla 6).
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3.3 Namero de huevos por racimo

El ndmero de huevos por racimo no fue afectado por el tipo de dieta (P > 0.05; Tabla
6). Asi, un valor promedio de 26 huevos/por racimo con un rango de entre 20 y 35

huevos/racimo fue calculado para las 57 hembras utilizadas en el presente estudio.
3.4 Numero de crias totales por desove

El menor nimero de crias/desove fue registrado en los pulpos alimentados con la
jaiba sola (396 juveniles/hembra) (P < 005; Tabla 6). Un valor promedio de 435 crias
totales/hembra fueron obtenidos en los pulpos alimentados con las dietas jaiba-
calamar y jaiba-pescado, los cuales fueron significativamente menores a los
registrados en los pulpos alimentados con la mezcla jaiba-mejillon (601 crias/desove;

P < 0.05; Tabla 6).
3.5 Numero de crias vivas y porcentaje de eclosion

El tipo de alimento entregado a las hembras no afecté el nimero de crias vivas
obtenidas, las cuales fluctuaron entre 319 y 479 crias por desove (Tabla 6; P > 0.05).
Sin embargo, el porcentaje de eclosiéon observado varié con el tipo de alimento
suministrado, con los mayores valores obtenidos en las hembras alimentadas con

jaiba-pescado.
3.6 Numero de crias muertas

Del total de crias eclosionadas se encontré que la dieta que se le dio a las hembras y
compuesta por jaiba y jaiba-mejillon mostraron una sobrevivencia de las crias 19%
menor que la observada en las crias obtenidas de las hembras alimentadas con la

mezcla jaiba-pescado (Tabla 6).
3.7 Peso de las crias después de la eclosion

El peso de los juveniles de Octopus maya al momento de la eclosion fue afectado por el

tipo de dieta que las hembras ingirieron. Los animales con mayor peso fueron
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aquellos obtenidos de hembras alimentadas con jaiba sola (P < 0.05) en comparacion

con el obtenido en el resto de los tratamientos (P<0.05) (Tabla 6).
3.8 Sobrevivencia al periodo de ayuno de 10 dias

La sobrevivencia de los juveniles de O. maya al periodo de ayuno de 10 dias mostro los
mayores valores en los animales procedentes de hembras alimentadas con la mezcla
jaiba-mejillon y jaiba-pescado (82%) y los menores en los animales obtenidos de las
hembras alimentadas con jaiba (58%). Un valor intermedio de 72% fue obtenido de

los animales cuyas hembras fueron alimentados con la mezcla jaiba-calamar (Tabla 6).

43



Tabla 6. Caracteristicas zootécnicas de hembras de 0. maya alimentadas con dietas diferentes. Valores promedio + desviacion

estandar.
DIETAS
Jaiba Jaiba (Callinectes Jaiba (Callinectes slslk;;u(s(ja”é]naftceii
Caracteristica . . sapidus) y Calamar sapidus) y Mejillon p y Lab.
(Callinectes sapidus) o . ; pescado (Epinephelus
(Dosidiscus gigas) (Perna canalicus) .
morio)

Peso inicial, (g) hembras 1002.53 + 12872 a 916,57 + 15833 a 86818 + 11250 a 877.86 + 21289 a
Peso final, (g) hembras 828.73 + 11249 a 93164 + 9786 b 927.82 + 200.72 b 104643 + 27638 c
Ganancia en peso, (g) -173.80 + 7848 a 15.07 + 15173 b 59.64 + 169.26 b 168.57 + 286.04 b
Dias para el desove 880 + 410 a 2260 + 1090 b 2780 + 1360 b 3350 + 2140 b
Huevos por racimo 2196 + 591 a 1945 + 686 a 2139 + 532 a 1957 + 557 a
Huevos por desove 75718 + 33270 a 64336 + 41974 a 833.61 + 296.66 a 751.71 + 46528 a
Numero de crias totales 39640 + 26520 a 46692 + 29646 b 601.00 + 403.07 c 48746 + 20172 b
Crias vivas 319.08 + 160.27 a  435.00 + 298.17 a 47540 + 30837 a 47992 + 20338 a
Crias muertas 13050 + 67.11 b 31.75 + 31.07 a 12560 % 113.89 b 754 + 362 a
g/:))brevwenaa a la eclosidn, 30 93 79 98

Peso al nacer, g 0.13 + 002 Db 012 + 0.01 a 012 + 0.01 a 0.12 + 001 a
Sobrevivencia al ayuno, % 5769 + 17.03 7150 + 1582 b 8154 + 1546 b 81.79 + 912 b
Numero de desoves 15 14 13 15

Letras iguales no presentan diferencias significativas (P>0.05).

Letras diferentes presentan diferencias significativas (P<0.05).
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IV DISCUSION

En cefalépodos existen pocos trabajos que demuestran la influencia de la dieta de los
reproductores sobre la calidad de la puesta (Semmens et al, 2004). Por lo tanto,
muchos de los principios utilizados en la reproduccién de estos organismos se basan
principalmente en los conocimientos adquiridos con la reproduccién de los peces. En
los peces silvestres y de cultivo la poblaciéon depende de la calidad de la puesta. En
este sentido, en la acuacultura los huevos de buena calidad han sido definidos como
aquellos que tienen baja mortalidad en la fecundacién, formaciéon del embridn,
eclosidn y antes de la primera alimentacidn externa, es decir cuando la larva haya
consumido las reservas de vitelo (Bromage et al., 1992). Fernandez-Palacios et al,
(2005) menciona que la fecundidad se ve afectada por las deficiencias nutricionales en
las dietas ingeridas por los reproductores la cual esta asociada con el desequilibrio de
nutrientes que afectan el sistema endocrino cerebro-pituitario gonadal o por
restricciones en la disponibilidad de componentes bioquimicos para la formacién de
los huevos. Fernandez-Palacios et al., (2005) observé en reproductores de Sparus
aurata que después de tres semanas de alimentaciéon con dietas con niveles de n-3
HUFA de 14.3 y 21% del total de la dieta (Dieta harina de pescado desengrasado y
aceite de calamar, harina de calamar desengrasada y aceite de sardina,
respectivamente) el porcentaje de huevos no fecundados se redujo significativamente,
y mostrd una correlacion negativa con el acido eicosapentaenoico (EPA 20:5n-3), y
con el acido araquidonico (AA 20:4 n-6). Asimismo, observaron que con el EPA y el
DHA mejoraron los porcentajes de huevos vivos. Por otro lado, no se encontr6
relacion alguna entre los n-3 HUFA con los porcentajes de eclosion y la sobrevivencia
de las larvas. Las larvas procedentes de reproductores alimentados con la dieta de
harina de pescado desengrasada y aceite de calamar y viceversa (niveles de n-3 HUFA
mas altos) presentaron hipertrofia del saco vitelino, caracteristica que no fue

observada en los huevos de 0. maya (Fernandez-Palacios et al., 2005).
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En los resultados obtenidos en este estudio no se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) en el numero de huevos producidos por desove con respecto a
las dietas analizadas. Sin embargo, el tipo de alimento afect6 la forma en que las
hembras utilizaron los nutrientes contenidos en éstos. Similares diferencias también
fueron observadas en 0. vulgaris cuando fueron alimentados con dietas compuestas
por cangrejos, camaron, calamar, mejillon, sardina y dietas artificiales (Quintana et al.,
2008; Garcia et al., 2002; Garcia et al., 2011; Petza, et al.,, 2011 ). A este respecto, Rosa
et al. (2004) senalaron que las hembras de pulpo, ademas de canalizar la energia a la
reproduccion, una parte importante del alimento que ingieren lo canalizan al
crecimiento lo que demuestra que estos animales no dejan de crecer ain durante el
periodo en que se desarrollan los huevos en el ovario. Esto explica porque en el
presente estudio las hembras de O. maya aumentaron de peso aun cuando se
encontraban en la fase de producciéon de huevos. Es interesante notar que las dietas
proporcionadas tuvieron efectos diferentes, provocando pérdida o ganancia de peso.
Los resultados obtenidos ahora sugieren que la mezcla jaiba-pescado promueve
mucho mejor el crecimiento que el resto de las otras mezclas ya que ésta presentd un
consumo medio y la mayor acumulacién de biomasa. Estudios recientes han
demostrado que dietas mixtas proporcionan mejores crecimientos que mono dietas,
sugiriendo, como es de esperar que en las mezclas se cubran de mejor manera los

requerimientos de la especie (Estefanell et al. 2011; Estefanell et al. 2013).

La ausencia de una relacién entre el nimero de huevos y el peso de las hembras, al
parecer es una caracteristica general entre los pulpos. En un estudio realizado en
Enteroctopus megalocyathus tampoco se observd una relacion entre el peso de las
hembras y el numero de huevos desovados (Farias et al., 2011), lo que sugiere que,
una vez alcanzada la madurez sexual, las hembras son capaces, independientemente
de su tamafio, de producir un numero variable de huevos. Si tal y como se ha
observado ahora no existe una relaciéon entre el peso y el numero de huevos y las
diferentes dietas utilizadas ahora tampoco produjeron un efecto sobre el nimero de

huevos, es posible pensar que existen otras caracteristicas en el huevo y/o en el
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embrién que podrian ser mejores indicadores de los efectos de la dieta en esta especie

de pulpos.

Quintana (2009) evalud la influencia de las dietas (calamar, cangrejo y sardina) en los
reproductores de O. vulgaris analizando los principales parametros de la calidad de la
puesta. Este autor no encontré una relacion entre tipo dieta suministrada y el periodo
para que las hembras desoven aunque si observoé diferencias de coloracién de piel en
las hembras con respecto al tipo de dieta. Al igual que en 0. maya, Quintana (2009)
observo que la dieta afect6 el tamafio y peso de las hembras después del desove,
obteniendo un mayor tamafio y peso en las hembras alimentadas con calamar y
cangrejo, en comparacion a las alimentadas con otros tipos de alimento. En este
sentido, Petza et al., (2011) sefialaron que el crecimiento somatico y el rendimiento de
la alimentacién se ven fuertemente afectados por la dieta suministrada, lo que
concuerda con otros estudios realizados en O. vulgaris (Garcia Garcia y Aguado
Giménez 2002; Aguado Giménez y Garcia Garcia 2002; Miliou et al. 2006; Garcia
Garcia y Cerezo Valverde 2006). En el presente estudio, no se encontré una relacién
evidente entre ninguno de los indicadores reproductivos y la tasa de ingestion del
alimento, lo que pudiera sugerir que todas las mezclas utilizadas ahora cubrieron en

forma similar los requerimientos nutricionales para la reproduccién de esta especie.

A este respecto Quintana (2009) observo en O. vulgaris que puede existir una relacién
directa entre la dieta, la talla de la hembra y el nimero de huevos que se producen.
Este autor, aunque no cont6 el nimero de huevos desovados, observo que las puestas
eran de mayor numero de cordones, mayor longitud y concluyé que por esa razén
tendrian un mayor nimero de huevos en hembras alimentadas con calamar y
cangrejo. Por otro lado, Montoya et al,, (2002) estudiando Octopus mimus observaron
una relacion directa entre el peso del organismos y el nimero total de huevos
producidos, dato que se ha considerado de gran importancia para determinar el peso
minimo de captura de esta especie. Uriarte et al, (2011) mencionan que cuando las
hembras de 0. maya son acondicionadas y alimentadas por 30 dias con una dieta

mixta a base de jaiba y mejillon (75 y 25%, respectivamente) a razon del 5% del peso
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corporal por dia, el 85% de las hembras desovaron y se obtuvo un 90% de huevos

fertilizados.

Se ha mencionado que las dietas para los pulpos deberian ser caracterizadas y al
menos contar con caracteristicas similares al organismo. En este contexto, se ha
seflalado al calamar como un insumo potencial para la alimentacion de los pulpos. En
relacion con esto, Petza et al,, (2011) y Quintana et al.,, (2008) estudiando a O. vulgaris
concluyeron que el calamar podria ser la materia prima apropiada para la elaboracion
de alimentos para el pulpo pues se caracteriza por tener una mejor consistencia y

cohesion, la cual se la da el alto porcentaje de coladgeno en su tejido.

En cuanto a las propiedades nutricionales del calamar, los resultados obtenidos en el
presente estudio (Véase capitulo 1) mostraron que éste mantiene una relacion
DHA/EPA de 1.5, que de acuerdo con Okumura et al., (2005) es necesaria para el
crecimiento y desarrollo normal de las paralarvas de pulpo. En efecto, Miliou et al.,
(2006) encontraron que pulpos alimentados con calamar mostraron una relacién de
DHA/EPA de mas que 1.5, la cual favorece el crecimiento de juveniles, pre-adultos y
adultos. Otros estudios llevados a cabo en O. vulgaris mostraron que el calamar y el
pulpo tienen composiciones quimicas similares, lo que explicaria los beneficios que
este alimento tiene para los pulpos (Garcia Garcia y Aguado Giménez 2002; Aguado
Giménez y Garcia Garcia 2002; Garcia Garcia y Cerezo Valverde 2006; Petza et al,

2006).

V CONCLUSION

En este trabajo se obtuvo un mayor porcentaje de sobrevivencia al ayuno de 10 dias
en las crias obtenidas de las hembras alimentadas con las mezclas jaiba calamar, jaiba-
mejillon y jaiba-cabezas de pescado. Este periodo fue establecido considerando que es
durante estos primeros dias post embrionarios cuando los juveniles consumen el
vitelo interior remanente de su vida como embriones (Moguel et al, 2010).

Nuevamente, las dietas mixtas resultaron con mejores caracteristicas que la jaiba sola,
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lo que demuestra que la complementariedad entre nutrientes es una mejor manera de

aproximarse a los requerimientos que al utilizar mono-dietas.
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CAPITULO IV

EFECTO DEL TIPO DE ALIMENTO EN LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DEL HUEVO Y LOS
EMBRIONES DE Octopus maya
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I INTRODUCCION

Montoya et al., (2002), report6 que la sintesis del vitelo depende del alimento que la
hembra ingiere directamente y no de las reservas de ésta. Fernandez-Palacios et al.,
(1997) mencionaron que varios nutrientes son esenciales para el desarrollo normal
del embridn, y su nivel éptimo en la dieta de los reproductores mejora la morfologia

del huevo y el porcentaje de eclosion.

El analisis de la composicion quimica de los tejidos nos permite establecer la variacion
que puede experimentar esa composicion en funcién de la dieta suministrada. Como
se ha venido mencionando anteriormente, muchos estudios han mostrado que la
composicion quimica de los tejidos de los reproductores, y de los huevos emitidos por
ellos, reflejan el contenido de la dieta. Por esa razon, los datos de esta naturaleza
sirven para establecer los requerimientos nutricionales de los reproductores que son
necesarios para el buen desarrollo de los embriones y por ende de la progenie. Segin
Sargent et al., (2002) los peces marinos requieren en la dieta DHA, EPA y AA para un
normal crecimiento, desarrollo y reproduccién. También sefialan que el
requerimiento de estos acidos grasos esta relacionado con la carencia y baja
efectividad de las enzimas elongasas y desaturasas, implicadas en las rutas
metabolicas que participarian en la sintesis de HUFA partir de sus precursores 18:3n-
3y 18:2n-6. Generalmente se cree que los sustratos principalmente utilizados para la
obtencion de energia son el 16:0 y el 18:1n-9 y como sustrato energético durante el
desarrollo embrionario y primeras fases del desarrollo larvario al 20:5n-3 y 22:6n-3

(Ronnestad et al., 1994; Cejas et al., 2004; Quintana, 2009).

En cefalépodos se ha observado que el tamafo de los huevos puede variar segun la
especie, y que estas diferencias estan relacionadas con el habitat de los recién
eclosionados y que al igual estas diferencias influyen en la viabilidad posterior. Con
ejemplares de O. vulgaris se encontr6 que la dieta suministrada a los reproductores
también puede influir sobre las caracteristicas morfometricas del huevo y en la

supervivencia de las paralarvas (Quintana, 2009).
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Por otro lado, se ha mencionado que la composiciéon quimica de los huevos y crias de
los cefalépodos esta relacionada con la composiciéon quimica del vitelo, y este a su vez
influenciada con la dieta los reproductores. En este contexto, Navarro y Villanueva
(2000) demostraron que las paralarvas del pulpo O. vulgaris poseen un elevado
contenido de acidos grasos altamente insaturados (HUFA), tales como el 22:6n-3
(DHA, 20% del total de acidos grasos), el 20:5n-3 (EPA, 13%), o el 20:4n-6 (ARA, 7%),
y que el 60% restante del total de lipidos lo constituyen los lipidos polares, mientras

que el colesterol puede suponer mas de un 20% del total de lipidos (Sexias, 2009).

Otro de los parametros establecidos para determinar la calidad de las crias en los
cefalopodos ha sido el porcentaje de consumo o absorcién del vitelo, la tasa de
crecimiento del embridn y los cambios morfoldgicos que este experimenta durante la
vida embrionaria. De hecho, estas caracteristicas se han utilizado para evaluar,
ademas de las condiciones de cultivo (Uriarte et al. 2009; Uriarte et al. 2010; Uriarte et
al. 2011; Uriarte et al. 2014), los efectos de la temperatura (Uriarte et al. 2012), lo cual
ha demostrado que pueden ser utilizadas como elementos de evaluacion del
desarrollo embrionario. Este tipo de analisis parece tener validez también para otros
cefalépodos. En un estudio llevado a cabo por Vidal et al.,, (2002), con paralarvas de
Loligo vulgaris reynaudii en el cual se evaluaron el consumo de vitelo después de la
eclosion se encontr6 que existe una relacion entre el porcentaje de eclosién y la tasa
de consumo de éste, lo que permitié explicar porque estos organismos tienen un

desarrollo embrionario de tan solo 3 a 4 dias.

Teniendo como base estudios anteriores llevados a cabo con otras especies de
cefalépodos, el objetivo de este capitulo fue el de determinar los cambios morfo-
métricos en los huevos y embriones de 0. maya, asi como la calidad y viabilidad de las
crias en funcion de la dieta de los reproductores. Esta parte del estudio fue dirigida a
determinar los principales componentes de las dietas que influyen en las

caracteristicas de los embriones y su viabilidad.
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II MATERIALES Y METODOS
2.1 Obtencion de muestra

Las muestras para esta parte del estudio fueron obtenidas de los desoves producidos
con las hembras alimentadas con las dietas experimentales (véase capitulo 1). Los
embriones fueron obtenidos del sistema de incubacién descrito en el capitulo 2 de
esta tesis. Una muestra de seis huevos de cinco desoves de cada tratamiento (N= 30
huevos/tratamiento) fueron tomados de la incubadora cada 10 dias, a partir del dia

cero (desove) y hasta el dia 40 (N total = 120 embriones/tratamiento).
2.2 Medidas morfométricas de los huevos

Las medidas morfométricas obtenidas en los huevos fueron: largo y ancho (mm), peso
(g) y volumen de vitelo (mm3). El peso se determiné utilizando una balanza analitica
marca OHAUS Pionner (£ 0.0001g); el largo y ancho con una regla vernier (+ 1 mm),
mientras que el volumen del vitelo fue calculado a partir de las imagenes captadas con
un estereoscopio NIKON SMZ 280 acoplado a una cadmara fotografica NIKON. Esas
imagenes fueron captadas a una resolucion de 1280 x 960 pixeles y analizadas

mediante el programa Motic Imagenes 2000, a un objetivo de 10X.

El volumen del vitelo se calculé dependiendo de la forma geométrica que éste

adquiere durante el desarrollo del embridn: ovalo, cilindro o esfera:

Volumen de un Ovalo=4/3 txrixr

Volumen de un cilindro=mxr2xh

Volumen de una esfera= 4/3 mxr3

Donde res el radio ya sea mayor (r1) o menor (rz) y h la altura
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2.3 Medidas morfometricas en embriones

Se realizaron medidas morfometricas en embriones de 0. maya a partir del dia 20 de
edad, los embriones fueron extraidos después de haber tomado las mediciones de los
huevos. Se realiz6 un pequefo corte al huevo con un bisturi y con una pinza se tomo
cuidadosamente al embridn, este fue colocado en una caja petri con agua de mar y
alcohol al 1% utilizado como anestésico para facilitar la manipulacion.
Posteriormente, los embriones fueron llevados al area de microscopia para la
captacion de imagenes de cada embrion, las cuales se obtuvieron con el mismo

sistema de observacién y captura utilizado en los huevos.
2.4 Obtencion de muestras para analisis quimico

Para los analisis quimicos se tomaron 30 huevos de cada desove/dieta a los que se les
extrajo el vitelo haciendo dos pools de 15 huevos/desove cada uno. Cada pool fue
colocado en una centrifuga refrigerada ICE Centra MP4R y con una programacion de
1600 rpm por 5 min a 4°C con el fin de separar el liquido perivitelino del vitelo. El
liquido perivitelino fue conservado para la determinacién de proteinas solubles y el
vitelo para la cuantificacion de lipidos totales, el perfil de acidos grasos y el perfil de
aminoacidos. Las muestras obtenidas fueron fijadas con nitrogeno liquido y

almacenadas en un ultra congelador de -80°C para el analisis quimico posterior.
2.5 Peso de crias eclosionadas

Las crias recién eclosionadas fueron colectadas directamente en el tanque de
incubacion. Del total de pulpos obtenidos en cada desove se tomé una sub-muestra de
50 a los que se les determind el peso. Los animales fueron secados con una toalla de
papel previo el pesado, el cual se llevé a cabo en una balanza DENVER Mod. XP-300
con una sensibilidad de 0.0001 g.

2.6 Prueba de ayuno

La prueba de ayuno consisti6 en dejar a las crias recién eclosionadas sin suministro de

alimento por un periodo de 10 dias. Para esto se utilizaron 20 pulpos recién
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eclosionados los que fueron colocados individualmente en piezas en forma de T con
didmetro de 1” de PVC cuyos extremos fueron cubiertos con una malla mosquitero de
fibra de vidrio fijada con unas ligas. El tercer orificio fue cerrado con un tap6n de PVC
del mismo diametro. El cuidado y mantenimiento de este dispositivo experimental fue
el de la limpieza del tanque y mantener el flujo y aireaciéon constante. Una vez

transcurridos los 10 dias, se cuantificaron las crias vivas presentes en los refugios.
2.7 Analisis quimicos de vitelo y liquido perivitelino en huevos de 0. maya
2.7.1 Determinacion de lipidos totales

Los lipidos totales fueron determinados mediante la técnica de Folch et al., (1975) con
algunas modificaciones. Se utilizaron 150 mg de muestra liofilizada en viales de 15 ml
a la que se le afiadié la solucion solvente diclorometano-metanol (2:1 v/v). Las
muestras fueron homogenizadas en un homogenizador ultrasénico por 15 min.
Posteriormente a la muestra se le agregé 4 ml de Cloruro de potasio al 0.88% (KCL),
se agito con un vortex y se colocaron en una centrifuga a 5000 RPM por 10 minutos.
Posteriormente, con una pipeta Pasteur se tomoé la fase organica la cual fue pasada por
una jeringa de filtracion y transferida a un vial limpio. Posteriormente las muestras
nuevamente fueran centrifugadas con el fin de retirar el exceso de agua con una
pipeta Pasteur. A la muestra se le agregd 1 g de sulfato de sodio (NazS04), con el fin de
evitar la oxidacion y se transfirié a un vial limpio previamente pesado. Las muestras
fueron evaporadas a sequedad utilizando un flujo de nitrégeno. Posteriormente, se
colocaron en una estufa con vacio por 1 h y por ultimo los viales fueron pesados. El

calculo de lipidos fue determinado con la siguiente formula:

% lipidos= (Pf - Pi) (Pt / Pm) * 100
Donde:

Pf= peso final de vial
Pi= peso inicial de vial
Pt= peso total de lipidos

Pm= peso de muestra
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2.7.2 Proteina soluble

El liquido perivitelino fue desengrasado utilizando 1 ml de hexano 0.95%. A cada
muestra se le agregaron 500 pl de hexano el cual permitié separar a los lipidos y
desecharlos. Esto se realiz6 mediante centrifugacion. Una vez desengrasada la
muestra, se procedid a su preparacidon para el analisis. Para la evaluacién de las
proteinas solubles se utiliz6 una prueba comercial para micro determinaciones
basada en la técnica de Bradford, (1976). Para hacer esto, la muestra de 5 pl del
liquido se diluy6 en 300 pl de agua inyectable libre de pirégenos. De esta dilucion se
tomaron 10 pl los que se colocaron en micro placa de lector de Elisa a la que se le
afiadieron 200 pl de solucion reactiva en incubacién a temperatura ambiente por 5
minutos. La lectura de la concentracion de proteinas solubles se realizé a una
absorbancia de 595 nm. El cédlculo de la concentraciéon de proteina (mg/ml), se

determind utilizando una curva patrén determinada con albumina bovina.
2.7.3 Perfil de dacidos grasos

Los acidos grasos presentes en muestras de vitelo de huevos recién desovados de
pulpo O. maya fueron determinados por el método de Cromatografia de gases masas.
Se utilizaron cinco muestras por dieta siguiendo el mismo procedimiento descrito

anteriormente en el capitulo 1 (analisis de las dietas experimentales).
2.7.4 Perfil de aminodcidos

El perfil de aminoacidos se determiné en cinco muestras de vitelo de huevos recién
desovados de pulpo por dieta. Las muestras previamente fueron desengrasadas,
liofilizadas y homogenizadas. El analisis se realizd6 por duplicado por muestra,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el capitulo 1 (analisis de las

dietas experimentales).
2.8 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en esta parte del estudio fueron procesados en dos partes.

Primero se llevo a cabo el andlisis de componentes principales (ACP) de los perfiles de
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los acidos grasos obtenidos del vitelo de los embriones procedentes de las hembras
alimentadas con cada una de las dietas experimentales. El anadlisis permite la
estructuracion de un conjunto de datos multivariados obtenidos de una poblacidn,
cuya distribuciéon de probabilidades no necesita ser conocida (Pla, 1986). Los

objetivos mas importantes de este analisis fueron:

1. Generar nuevas variables que puedan expresar la informacién 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 informacién.

Para llevar a cabo el andlisis se consideraron las proyecciones de los perfiles de acidos
grasos para los componentes 1 y 2, los cuales fueron expresados como los cosenos
cuadrados representados en ambos ejes. Los valores con valores de los cosenos
cuadrados mayores de 0.8 fueron considerados como aquellos que tuvieron la mayor

influencia en el analisis.

Una vez determinados los elementos del perfil de acidos grasos que tuvieron la mayor
influencia en el ACP, se procedi6 a relacionar la magnitud de ese valor con las
caracteristicas morfologicas de los embriones procedentes de hembras alimentadas
con las diferentes dietas experimentales. La relacién entre los elementos destacados
del perfil de acidos grasos y las caracteristicas morfolégicas se analizé utilizando un

analisis varianza de dos vias.
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III RESULTADOS

3.1 Analisis quimico del vitelo en los huevos de 0. maya producidos con las

dietas experimentales
3.1.1 Lipidos en el vitelo

La concentracién de lipidos en el vitelo de las hembras fue significativamente
influenciada por el tipo de alimento suministrado a las hembras de 0. maya. El vitelo
procedente de las hembras alimentadas con la combinacion jaiba-calamar presento el
mayor porcentaje de lipidos con un 13.2 %, mientras que con las hembras
alimentadas con jaiba y la combinacién jaiba-cabeza de pescado la proporciéon resulté
ser de 11%, mientras que en la de las hembras alimentadas con la mezcla jaiba-

mejillon fue de 10.3%, respectivamente (P<0.05; Fig. 8).
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Figura 8. Porcentaje de lipidos totales en el vitelo de huevos de 0. maya obtenidos con

las dietas experimentales. Valores promedio * error estandar
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3.1.2 Proteina soluble en liquido perivitelino de huevos de pulpo 0. maya

La cantidad de proteina soluble presente en el liquido perivitelino de los huevos de
pulpos de O. maya obtenidos no fue afectado significativamente por las dietas
experimentales. Un valor promedio de 44.19 + 7.1 mg ml! fue calculado para el

liquido perivitelino de los huevos de 0. maya.
3.1.3 Perfil de dcidos grasos en el vitelo de huevos de 0. maya.

La proporcién de acidos grasos saturados contenidos en el vitelo de los huevos de O.
maya procedentes de las hembras alimentadas con diferentes tipos de alimentos
fueron los mas abundantes en todas las dietas, seguidos por los monosaturados y los
poliinsaturados (Tabla 7). EI ACP mostré que la variabilidad obtenida en los ejes 1y 2
correspondid con el 67% de la variabilidad total (Fig. 9). El eje uno explic6 un 36% de
la variabilidad lo que permitié separar a la dieta insumo jaiba-mejilléon respecto a la
jaiba y jaiba-calamar. El eje dos explico un 30.3 % de variabilidad y permiti6 separar a

las dietas jaiba de jaiba-mejillon y jaiba-calamar.
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Figura 9. Analisis de contenidos (%) de 28 AG en el vitelo de 40 embriones de 0. maya
alimentados con 4 dietas frescas (Cr= jaiba; Crmuss=jaiba +mejillon;
Crsq=jaiba+calamar; Crfish= jaiba+pez), y su relaciéon con los contenidos de los

mismos AG en las propias dietas.
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Tabla 7. Composicién de acidos grasos (%) en el vitelo de huevos de hembras de O. maya alimentadas con
diferentes dietas. Valores como promedio * desviacion estandar.

Jaiba (Callinectes

DIETAS

Jaiba (Callinectes

Jaiba (Callinectes
sapidus) y Cab. de

Acidos grasos Jaiba [Cgllinectes sapidus) y iaplidus) y pescado
sapidus) Calamar Mejillon ( Perna )
(Dosidiscus gigas) canalicus) (Ep mepﬁelus
morio)

C11:0 0.01 =+ 0.00 0.02 + 0.00 0.03 * 0.04 0.01 =+ 0.01
C12:0 025 £ 0.01 0.20 =+ 0.07 021 + 0.11 022 + 0.08
C13:0 0.04 + 0.01 0.02 + 0.01 0.03 + 0.01 0.04 =+ 0.01
C14:0 3.14 + 045 3.04 =+ 0.50 315 £ 0.25 335 = 0.27
C15:0 085 £ 0.07 081 =+ 0.05 086 =+ 0.06 085 = 0.09
C16:0 3087 =+ 2.33 31.82 + 1.01 3242 + 132 3233 = 140
C17:0 193 + 0.28 201 =+ 0.26 2.00 + 0.08 193 =+ 0.16
C18:0 883 =+ 0.84 856 * 1.26 9.06 + 0.21 849 + 043
C20:0 0.09 £ 0.03 0.05 =+ 0.03 0.05 £ 0.05 0.05 = 0.03
C22:0 037 + 032 034 =+ 034 043 * 0.54 038 = 040
C23:0 140 + 0.13 1.38 + 0.18 1.17 £ 0.06 146 = 042
C24:0 0.04 =+ 0.06 0.00 =+ 0.00 0.02 =+ 0.04 0.03 = 0.02
C14:1 0.10 + 0.04 0.11 + 0.05 0.10 + 0.05 0.08 = 0.02
C15:1 0.01 + 0.05 0.00 =+ 0.00 0.03 £ 0.06 016 =+ 0.21
Cl6:1 1.54 + 0.13 1.54 + 0.20 1.74 + 0.10 1.58 + 0.15
C17:1 208 =+ 0.66 213 + 086 296 * 0.68 270 + 0.79
C18:1n9c/t 9.11 + 0.72 796 + 047 831 + 048 809 =+ 0.68
C20:1n9 3.09 =+ 0.18 3.04 =+ 038 332 * 036 319 =+ 0.12
C21:0/20:4n6 13.51 + 1.48 1436 + 0.84 1391 + 0.79 13.82 + 1.30
C22:1n9 028 + 0.12 031 =+ 0.03 040 + 0.05 026 =+ 0.15
C24:1n9 069 =+ 1.88 0.03 =+ 0.03 0.05 £ 0.04 0.09 =+ 0.06
C18:2n6¢ 1.07 =+ 0.14 048 =+ 0.18 071 + 0.30 066 = 0.09
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Tabla 7 Continuacion

C18:2n6t 0.09 =+ 0.05 0.10 =+ 0.16 012 + 0.20 0.07 = 0.06
C18:3n6 130 * 2.65 0.01 =+ 0.02 0.01 =+ 0.02 0.03 + 0.02
C18:3n3 045 £ 0.05 0.33 =+ 0.05 0.36 + 0.05 0.19 = 0.16
C20:2 1.81 + 0.23 1.00 =+ 0.14 096 + 0.19 098 + 0.37
C20:3n6 0.27 £ 0.02 0.20 =+ 0.03 0.11 £ 0.07 021 + 0.03
C20:3n3 0.13 £ 0.06 0.09 =+ 0.04 0.07 £ 0.05 012 = 0.07
C20:5n3 9.23 + 0.60 850 + 0.58 814 + 0.57 829 + 061
C22:2 0.22 + 0.09 0.14 =+ 0.07 0.28 * 0.12 022 = 0.06
C22:6n3 798 + 0.37 1142 + 0.71 896 + 0.71 10.12 + 1.12
Saturados 4783 + 3.67 48.25 * 2.16 4945 =+ 1.39 49.13 + 2.05
Monoinsaturados 3042 =+ 2.16 2947 + 1.49 3083 + 1.14 2997 + 192
Poliinsaturados 2257 + 295 22.27 + 1.18 19.72 + 1.29 2089 =+ 1.19
EPA+DHA/PUFA 9.59 + 0.56 9.02 + 0.58 8.60 =+ 0.58 877 + 0.8
n-3 1780 = 0.64 2034 + 1.25 17.53 + 1.28 18.72 + 1.17
n-6 16.25 + 2.65 15.15 =+ 0.82 1487 = 0.76 1479 + 1.21
n-3/n-6 1.12 + 0.17 1.34 + 0.07 118 + 0.11 1.28 + 0.15
Acido eicosapentanoico (EPA) 9.23 £ 0.60 851 =+ 0.58 8.14 =+ 0.57 829 + 0.61
Acido docosahexanoico (DHA) 798 + 0.37 1142 + 0.71 896 =+ 0.71 10.12 + 1.12
DHA/EPA 0.87 £ 0.08 1.34 + 0.05 1.10 + 0.04 1.23  + 0.19

Muestras por triplicado
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La calidad de la proyeccion del ACP mostro6 a los acidos grasos poliinstaurados (AGPI)

como los elementos desatacados que determinaron la mayor influencia entre los

grupos de dietas analizados. Teniendo en consideracion ese resultado se procedi6 a

analizar la relaciéon entre las caracteristicas morfologicas de los embriones con

respecto a los niveles de AGPI contenidos en el vitelo.

Tabla 8. Calidad de proyeccién de los componentes del perfil de acidos grasos del

vitelo de los huevos de O. maya procedentes de hembras alimentadas con los

diferentes tipos de alimentos. Los AG marcados presentaron relativamente altos

valores de correlacion de Pearson con cada uno de las Coordenadas principales.

También se indican aquellas corrdenadas que explicaron porcentajes mayores de la

variacion total

Pcoord 1 2 3 4 5 6 7 8 9

%% variacion  |32.02 |20.7 |13.86 [9.97 [6.69 |5.48 [4.49 |3.38 [2.38
C14:0 0.06 |-0.55]0.39 [-0.53 [0.17 [-0.01]0.23 [0.05 [0.00
Cl14:1 0.10 [-0.37 [0.34 [-0.16 [0.04 [-0.12[0.07 [0.54 |-0.15
C15:0 0.17 |-0.67 |0.02 [0.28 [0.03 [-0.11]0.39 [0.05 [0.07
C15:1 -0.07 0.09 [-0.10 [-0.11 |-0.240.16 |-0.10]0.01 [-0.19
C16:0 -0.42 [0 0.15 [0.17 [0.12 [0.05 [0.17 [0.14 |-0.05
C16:1 -0.06 |0.01 [-0.30 [-0.48 |-0.19]0.40 [0.04 |0.02 [0.24
C17:0 -0.26 |-0.43 |-0.28 [0.67 |0.22 |-0.03[-0.10]-0.050.14
C17:1 -0.30 [0.10 |-0.48 [-0.62 [-0.37|0.15 [0.14 [-0.10]0.09
C18:0 -0.12 [-0.36 |-0.56 |0.50 |0.11 |-0.13[-0.38[-0.04]0.00
C18:1n9c/t _ |0.53 |-0.10 [-0.04 |-0.45 |0.32 [-0.14]-0.33|0.44 [-0.09
C18:2n6c WO 0.12 [-0.20 [-0.04 [0.19 [-0.17]0.05 [-0.04]0.10
C18:2n6t -0.05 |-0.50 |-0.08 [0.12 |-0.02]0.11 |-0.14]0.09 [-0.29
C18:3n6 0.62 |0.25 |0.08 [0.41 [-0.52]0.07 [0.11 [0.19 [-0.02
C18:3n3 054 |0.12 [0.00 [-0.05 |0.06 [0.03 [-0.39]0.26 [0.13
€20:0 029 [0.01 [0.01 [0.28 [0.35 |-0.24[-0.04|0.17 [-0.27
20:1n9 -0.07 [-0.33[-0.32 [-0.13 [-0.39[-0.16[-0.06[-0.29 [-0.31
20:2 W 0.05 [-0.12 [0.09 [0.28 [-0.25[0.13 [-0.20 [-0.04
C20:3n6 0.42 [0.20 [0.13 [0.14 |0.16 [-0.18]0.01 [-0.26|-0.16
C21:0/20:4n6 |-0.52 |0.54 |-0.37 [0.19 [0.30 |0.17 [0.11 [0.20 [0.01
C20:3n3 0.43 [-0.04 [0.27 [0.11 [0.18 [0.11 |0.41 [-0.22]0.07
C20:5n3 0.65 |0.20 [0.50 [-0.09 [0.06 [-0.15[0.20 [0.13 [0.23
22:0 0.09 [-0.33[-0.02 [-0.15 [-0.05]-0.38]-0.43[-0.05]0.52
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C22:1n9 -0.12_[-0.04 [-0.27 [0.10 [0.02 [-0.04[0.16 [-0.07]0.05
22:2 0.05 [-0.38 [-0.27 [0.02 [-0.05[0.03 [-0.13[-0.04]0.13
€23:0 -0.12 [0.11 [-033 [0.39 [0.35 [-0.14[0.53 [-0.33]-0.01
C22:6n3 B 0.49 [0.47 [0.03 [-0.06]-0.05[-0.07 [-0.02]-0.06
C24:0 0.00 [-0.09 [-0.38 [0.26 [0.31 [0.06 [0.12 [0.12 |-0.35
C24:1n9 042 |0.16 [0.09 [-0.16 |0.42 |0.35 |-0.25]-0.50]-0.14

3.2 Caracteristicas morfomeétricas de los huevos en relacion a la concentracion

de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)

3.2.1 Peso y largo de huevos

En el peso, la longitud y el ancho de los huevos cambiaron con la edad de los

embriones, con los valores mas bajos al inicio y los mas altos al final del desarrollo

embrionario. Los huevos de mayor tamafio en todos los indicadores fueron aquellos

que contenian niveles de AGPI entre 20 (hembras alimentadas con la mezcla jaiba-

mejilléon) y 21% (hembras alimentadas con la mezcla jaiba-pescado). Los huevos de

menor tamafio fueron aquellos que contenian niveles de 24% de AGPI (hembras

alimentadas con jaiba sola) (P < 0.05; Fig. 10).
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Figura. 10. Relacién entre la edad y el peso y la longitud y el ancho de los huevos de 0.
maya con diferentes contenidos de AGPI en el vitelo y a lo largo del desarrollo

embrionario. Valores dados como promedio + DS.
3.2.1 Volumen de vitelo.

El andlisis de varianza indicé que el volumen del vitelo se fue reduciendo en la medida
que los embriones se desarrollaron, con los valores mas altos al inicio y los menores al
final del desarrollo embrionario (P < 0.05; Fig. 11A). Asi mismo ese analisis mostré
que un menor volumen de vitelo fue registrado en los embriones con niveles de AGPI
de 24%, correspondientes a las hembras alimentadas solo con jaiba (P < 0.05; Fig.
11B). El resto de los niveles de AGPI no afectaron significativamente el volumen del

vitelo de los embriones (P > 0.05; Fig. 11C).
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Figura. 11. Relacion entre la edad y el volumen del vitelo contenido en los huevos de O.
maya con diferentes contenidos de AGPI en el vitelo y a lo largo del desarrollo

embrionario. Valores dados como promedio + desviacién estandar.

3.3 Caracteristicas morfometricas de los embriones

Las medidas de los embriones fueron relacionadas con el nivel de acidos grasos poli-
insaturados (AGPI) en el vitelo contenido en los huevos producidos con las dietas
utilizadas en el experimento (Fig. 12). Los analisis de varianza efectuados para
conocer los efectos combinados de los niveles de acidos grasos del vitelo y la edad de
los embriones indicé que el tamafo de los embriones procedentes de las hembras

alimentadas con la mezcla jaiba mejillon (20% AGPI) resulto, al momento de la
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eclosion, significativamente mayor en todas las estructuras medidas que los obtenidos

en el resto de los tratamientos (P<0.05; Fig. 12)
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Figura 12. Relacion entre la edad y las caracteristicas morfoldgicas (diametro del ojo,
longitud del manto, la longitud de brazos y longitud total) de los embriones de O.
maya con distintos niveles de AGPI del vitelo proveniente de las dietas ingeridas por
las hembras durante la ovogénesis. Valores dados como promedio + desviacion

estandar.
3.4 Perfil de aminoacidos en el vitelo de huevos de 0. maya

La Glutamina (Glu) contenida en el vitelo de los huevos de 0. maya procedentes de las
hembras alimentadas con los diferentes tipos de alimentos fue el AA mas abundantes
en todas las dietas, seguidos por la Leu y Lys (Tabla 9). El ACP mostr6 que la
variabilidad obtenida en los ejes 1 y 2 correspondid con el 72.6% de la variabilidad

total (Fig. 13). El eje uno explico el 51.15 % de la variabilidad lo que permitié separar
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a la dieta elaborada con la mezcla jaiba-calamar y jaiba de las mezclas jaiba-pescado y
jaiba-mejillon. El eje dos explico un 21.4 % de variabilidad y permiti6 separar a la

dieta jaiba-calamar del resto de los tratamientos.

La calidad de la proyeccion del ACP mostro que la Ser, Gly, His, Pro y Tyr como los AA
destacados que determinaron la mayor influencia entre los grupos de dietas

analizados.
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Tabla 9. Contenido total de aminodacidos en el vitelo de huevos de hembras de O. maya alimentadas con diferentes

dietas. Valores como g/100g proteina, promedios + desviacion estandar.

DIETAS
Jaiba (Callinectes Jaiba (Callinectes J alba (Callinectes
Jaiba (Callinectes sapidus) y sapidus) y sapidus) y Cab. de
sapidus) Calamar Mejillon (Perna p?scado
. . (Dosidiscus gigas) canalicus) (Ep mep_helus
Aminoécido morio)
His 1.18 + 0.04 1.26 + 0.07 138 + 0.17 1.38 + 0.05
Thr 3.74 + 0.10 391 + 0.15 422 + 0.23 423 + 0.13
Arg 420 + 0.19 449 + 0.23 457 + 034 509 + 039
Val 3.61 + 0.09 405 + 0.14 417 + 0.21 432 + 0.17
AAE Me 1.55 + 0.05 142 + 0.08 1.61 + 0.15 1.57 + 0.07
Lys 574 + 243 696 + 0.40 693 + 0.72 1.62 + 217
Ile 290 =+ 147 4.07 =+ 0.18 343 + 1.73 148 + 145
Leu 719 + 199 854 + 0.24 888 + 0.39 475 + 157
Phe 275 + 011 297 + 0.15 312 + 041 304 + 012
Asp 6.63 _ 0.17 649 _ 0.20 6.53 _ 0.53 6.67 _ 0.21
Ser 406 + 0.10 4.08 + 0.12 427 + 0.20 432 + 0.10
Glu 10.63 + 0.24 10.86 + 0.28 1095 + 0.76 1134 + 0.32
AANE Gly 135 =+ 0.04 1.33 + 0.05 143 + 0.09 142 + 0.04
Ala 251 + 0.05 248 + 0.05 254 + 0.09 259 + 0.07
Pro 248 + 0.07 247 + 0.05 272 + 0.14 277 + 011
Tyr 284 + 0.10 284 + 0.15 312 + 044 312+ 0.15
TOTALES
AAE 32.85 37.66 38.30 27.49
AANE 23.87 24.06 25.04 25.56

Muestras por triplicado
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Figura 13. Analisis del contenido de 16 amino acidos en el vitelo de 40 embriones de O.

maya alimentados con 4 dietas frescas

(Cr=

jaiba;

Crmuss=jaiba +mejillon;

Crsq=jaiba+calamar; Crfish= jaiba+pez), y su relacion con los contenidos de los mismos

AA en las propias dietas.
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Tabla 10. Calidad de proyeccion de los componentes del perfil de AA del vitelo de los

huevos de 0. maya procedentes de hembras alimentadas con los diferentes tipos de

alimentos. Los AA marcados presentaron relativamente altos valores de correlaciéon de

Pearson con cada uno de los componentes principales. También se indican aquellos

componentes que explicaron porcentajes mayores de la variacion total.

Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
57.7 16.7 10.4 7.8 2.6
Asp -0.151 -0.112 -0.639 -0.184 -0.083
Ser -0.319 -0.041 -0.013 0.117 -0.026
Glu -0.259 -0.155 -0.219 -0.417 -0.117
Gly -0.294 0.026 -0.049 0.348 0.082
His -0.308 -0.078 0.226 0.021 -0.011
Arg -0.257 0.004 0.175 -0.229 0.795
Thr -0.291 -0.122 0.121 -0.077 -0.487
Ala -0.267 -0.022 -0.433 -0.027 0.134
Pro -0.292 0.089 -0.061 0.046 0.126
Tyr -0.3 0.003 0.154 0.214 -0.123
Val -0.263 -0.175 0.221 -0.373 -0.137
Me -0.219 0.1 -0.186 0.594 -0.006
Lys 0.142 | -0.518 -0.152 0.142 0.138
Ile 0.105 | -0.511 0.166 0.128 -0.028
Leu 0.105 | -0.554 -0.097 0.132 0.123
Phe -0.265 -0.233 0.293 0.062 -0.002
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De los AA destacados se seleccion6 a la His para relacionarla con las caracteristicas morfologicas de los embriones (Fig. 14).
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Figura. 14. Relacidon entre la edad y las caracteristicas morfologicas (diametro del ojo, longitud del manto, la longitud de brazos

y longitud total) de los embriones de O. maya con distintos niveles de His del vitelo proveniente de las dietas ingeridas por las

hembras durante la ovogénesis. Valores dados como promedio + desviacion estandar.
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IV DISCUSION

Los resultados del presente trabajo sefalan que la composicién quimica del alimento
desempefia un papel importante en la reproduccion de los pulpos, principalmente en las
caracteristicas de los huevos y la calidad de la progenie. En este sentido, Marquez et al.,
(2013) compararon las caracteristicas de los huevos de 0. vulgaris durante el desarrollo
embrionario en funciéon del estadio de desarrollo, independientemente de la edad, y
encontraron que las diferencias observadas en la longitud y peso de los embriones no
solamente estan influenciadas por la dieta de los reproductores, sino también por el

estadio del desarrollo.

En el presente estudio, los efectos de la dieta entregada a las hembras fue evaluada a
través de la relacién que presentd el vitelo y sus efectos en las caracteristicas
morfolégicas de los embriones. Desde esa perspectiva, los resultados obtenidos ahora
mostraron que los acidos grasos poliinsaturados contenidos en el vitelo en un intervalo
de 20 a 21% del total de acidos grasos provenientes de la dieta jaiba-mejillén y jaiba-
pescado y los aminodacidos Ser, Lys, Ile y Leu, son los que determinaron la separacién de
grupos identificados a partir de las dietas entregadas a las hembras. Siendo éstos AA del
grupo de los esenciales, se seleccionaron éstos para relacionarlos con las caracteristicas
morfologicas, teniendo en cuenta que estos AA fueron destacados en el analisis de PCA.
Asi, se pudo observar que un nivel de 38.3g/100g de AAE en dietas para hembras de O.
maya elaboradas con una mezcla jaiba-mejillon promovié embriones de mayor tamaiio

que las demas dietas.

Estudios previos han demostrado la utilidad que tiene la determinacién de los cambios
en las caracteristicas morfoldgicas de los embriones como indicadores del crecimiento
de los pulpos. Esos caracteres han sido relacionados tanto con el crecimiento muscular
(longitud de los brazos), la organogénesis (longitud del manto) y el desarrollo del
sistema nervioso (diametro del ojo) (Uriarte et al., 2009; Villanueva, 2004; Uriarte et al,
2013). En esos estudios se observo que el crecimiento de los embriones esta
directamente relacionado con el consumo del vitelo, mientras que la composicion del

vitelo esta relacionado con la dieta de las hembras. En este sentido, Rosa et al., (2004)
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demostraron que la maduracién sexual y la ovogénesis de las hembras de O. vulgaris
estan estrechamente relacionada con el tipo de alimento que los animales ingieren.
Estos autores observaron que las propiedades del ovario durante la ovogénesis se
relacionan directamente con el tipo de alimento que las hembras consumen ya que, los
pulpos, no cuentan con tejido de reserva en donde los nutrientes sean almacenado y

luego transformados para la sintesis del vitelo.

Trabajos realizados por Villanueva (1995), Iglesias et al., (2004) y Carrasco et al,
(2006), entre otros, mencionan que en el cultivo de paralarvas de 0. vulgaris a medida
que éstas van creciendo, la proporcion de los brazos frente al manto aumenta, hecho que
ha sido interpretado como una estrategia asociada con la obtencién de presas de mayor
tamafo. En el presente estudio, los embriones de 0. maya provenientes de las hembras
alimentadas con dietas compuesta de jaiba-mejillén o jaiba-pescado mostraron los
mayores valores para el largo de los brazos, lo que sugiere que esos juveniles tendrian
una mayor oportunidad de sobrevivencia al estar mejor capacitados para la obtencion
de presas de mayor tamafio al momento de la eclosiéon que las que pudieran tener los

juveniles provenientes de las otras dietas.

El uso de la longitud del manto en embriones como un indicador del crecimiento ha sido
relacionado con la organogénesis, principalmente por el hecho de que es precisamente
en esa estructura en donde se localizardn los Organos durante el desarrollo
embrionario(Villanueva y Norman 2008; Uriarte et al. 2009; Uriarte et al. 2012; Uriarte
et al. 2014). En los embriones de Robsonella fontaniana y de Enteroctopus megalociatus
se reportaron que la relacion entre la longitud del manto y la edad de estos embriones se
puede representar bien utilizando una ecuaciéon exponencial (Uriarte et al, 2009;
Uriarte et al., 2014). Aunque en el presente estudio no se busc6 ningin modelo para
representar esa relacion debido a que Uinicamente se conté con informacién de la edad
de 3 grupos de embriones (20, 30 y 40 dias), los valores obtenidos ahora muestran que
muy probablemente en 0. maya la longitud del manto también presente una relacion de

esta naturaleza, sugiriendo que ese tipo de crecimiento no es exclusiva de una especie.
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El didmetro del ojo ha sido considerado otra estructura importante para la
determinacion del crecimiento de los embriones, pues éste estd relacionado con el
desarrollo del sistema nervioso en los cefalépodos (Villanueva y Norman, 2008; Uriarte
et al, 2009, 2012, 2014). En R. fontaniana el crecimiento del ojo siguié una curva de
saturacion (Uriarte et al., 2009) mientras que en E. megalocyathus se encontré una
relacion exponencial hasta el estadio XX (Uriarte et al., 2014). Los resultados obtenidos
en 0. maya sugieren que el crecimiento del sistema nervioso (medido a través de la
evaluacion del diametro del ojo) podria depender de las propiedades del vitelo y por
ultimo de la alimentacién de las hembras. Los embriones provenientes de hembras
alimentadas con la mezcla jaiba-mejillon mostraron una tendencia exponencial al
crecimiento del didmetro del ojo, mientras que el resto de los embriones mostraron una
tendencia hacia una curva de saturaciéon. Estas diferencias sugieren que podria haber
algunos elementos nutricionales en la mezcla jaiba-mejillon que podria estar
fortaleciendo la formacion del sistema nervioso de los pulpos. En este sentido los
resultados obtenidos ahora indican que los AGPI contenidos en el vitelo son los que
marcan la diferencia e indican que la mezcla jaiba-mejillén consumida por las hembras
podria estar también estimulando mas que las otras dietas el desarrollo del sistema
nervioso de los embriones. El sistema nervioso de los cefalépodos ha sido ampliamente
estudiado debido a que es uno de los mas desarrollados entre los animales marinos
(D"Aniello et al. 1995; De Sio 2011). La coordinacion de los brazos, el mimetismo y una
conducta compleja son algunos de los aspectos que han llamado la atencién de una gran
diversidad de investigadores (Hanlon and Messenger 2002; Villanueva and Norman
2008; Onthank and Cowles 2011). De esos estudios se ha podido concluir que uno de las
razones por las cuales los pulpos perdieron la concha y se convirtieron en el grupo
exitoso de animales marinos que son hoy dia fue precisamente por el desarrollo tan
importante del cerebro, el cual marcé la diferencia con otros miembros del grupo que si
conservaron estructuras protectoras (Schweid 2014). En este sentido, contar con una
dieta que promueva el desarrollo del sistema nervioso es sin duda importante para

garantizar el éxito en el desarrollo del embrion y del juvenil posterior a éste.
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En lo que respecta al contenido en proteinas y aminoacidos totales Villanueva et al.,
(2004), menciona que la fraccidn proteica en las paralarvas de Octopus vulgaris es de
alrededor de un 70%, y que los aminoacidos Lis, Arg y Leu representan cerca de la mitad
del total de los aminoacidos esenciales (Villanueva et al., 2004). En el presente estudio
los embriones de 0. maya fueron analizados también en cuanto a la composicién amino
acidica de los tejidos. En 0. maya los aa mas abundantes resultaron ser Thr, Leu, Asp, Ser
y Glu, los cuales forman parte del 50% del contenido total de AA de los embriones de
esta especie. Es interesante hacer notar que los resultados del PCA efectuado a la
composicion AA del vitelo y su relaciéon con las caracteristicas morfolégicas de los
embriones indican que no por ser abundantes, los aa antes mencionados tienen un papel
relevante en el desarrollo de 0. maya. Es decir, los resultados del PCA sugieren que las
variaciones de la His en el vitelo de los embriones podria estar asociada con el
crecimiento y desarrollo de éstos. De acuerdo con (Wenge and Bonisch, 2013) la His es
un neurotransmisor que funciona como ligando de la norepinefrina, ademas de
participar como elemento esencial en el crecimiento, y el sistema de defensa a través de
su participacion como precursor de la histamina, la cual tiene propiedades de
vasodilatador y alérgeno. Otros estudios mas finos deberan de llevarse a cabo con el fin

de dilucidar el papel de éste y otros AA en el desarrollo embrionario de esta especie.

V CONCLUSION

Los resultados del presente estudio demostraron que la dieta elaborada a partir de
mezclas de jaiba y mejillones y en segundo término la mezcla jaiba-pescado provocaron
la acumulaciéon de acidos grasos poliinsaturados en el vitelo de los embriones que
favorecen el crecimiento y desarrollo y que, junto con la His aparentemente cubren los
requerimientos nutricionales necesarios para la obtencién de juveniles con alta

sobrevivencia (Véase capitulo 2).
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BIBLIOGRAFICAS Y ARTICULO SOMETIDO PARA SU PUBLICACION

77



I DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que las caracteristicas quimicas
del vitelo, de los embriones y sus caracteristicas morfologicas fueron afectadas por el
tipo de dieta entregada a las hembras durante el proceso de formacion de los huevos en
el ovario. El andlisis de componentes principales llevado a cabo para saber si el
contenido de 4acidos grasos en el vitelo permite agrupar los distintos grupos
experimentales indic6 que los embriones procedentes de hembras alimentadas con
dietas mixtas formaron un grupo distinto de los embriones provenientes de hembras
alimentadas con jaiba. El andlisis permanova efectuado a esos datos mostré que esta
separacion es altamente significativa. Los acidos grasos del vitelo destacados en el
analisis de componentes principales y que permiten la separaciéon de los grupos
mencionados fueron el C16:0 (Ac. Palmitico), el C18:2n6 (linoléico) y el C18: 3n3
(linolénico). Estudios realizado en Sepia officinalis demostraron que existe una relacién
directa entre los componentes de la dieta y las caracteristicas bioquimicas de la gldndula
digestiva (Fluckiger et al. 2008). Analizando los perfiles de acidos grasos, estos autores
sugirieron que, debido al bajo requerimiento que los animales tienen por los lipidos en
general, es muy probable que los 4cidos grasos sean transportados en su estado nativo a
los tejidos en donde seran utilizados. A este respecto (Rosa et al. 2004; Rosa et al. 2005a;
Rosa et al. 2005b) reportaron que tanto en pulpos como en calamares, los acidos grasos
y otros componentes del alimento, son obtenidos directamente del alimento y
canalizados hacia las gonadas en donde se presume son utilizados para la sintesis de
vitelo. En el caso de 0. maya, los resultados obtenidos en el presente estudio ponen en
evidencia que, al igual que en otros cefalopodos, las caracteristicas de la dieta
determinaron la composicién del vitelo en el embrién en el cual se destacan los acidos
grasos mencionados. Es interesante hacer notar que el analisis de Mantel aplicado para
saber si existe una correlacion entre la variacion de los acidos grasos en las dietas
entregadas a las hembras y el vitelo de los embriones refuerza la idea de que la
composicion quimica de la dieta, en estos cefalépodos, es la que dirige la composicién de

los tejidos y entre éstos del vitelo en los huevos.
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El hecho de que los acidos grasos destacados por el PCA hayan sido los mencionados
tiene repercusiones en la comprension sobre los mecanismos bioquimicos involucrados
en el proceso, transporte y depdsito de los lipidos en el vitelo y su relacién con las
caracteristicas morfologicas de los embriones. En general se sabe que el acido graso
C16:0 (Acido palmitico) es el compuesto final de la cadena de eventos bioquimicos que
conduce a la sintesis de los acidos grasos entre los animales (Zubay 1983). A partir de
éste, existen rutas bioquimicas para la sintesis de acidos grasos mas largos o
insaturados, mediante la participacién de elongasas y desaturasas, las cuales utilizaran
al acido palmitico hidrolizado (Palmitol-CoA) como sustrato. Es importante hacer notar
aqui que en los cefalépodos no se tiene informacién de la capacidad que pudiera tener
para la sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, lo que permite asumir
que, al igual que los vertebrados, los cefaléopodos pudieran tener que adquirir éstos de la

dieta.

Entre los acidos grasos que deben de ser ingeridos estan el C18:2n6 (acido Linoleico) y
el C18:3 n3 (Acido y-linolénico) los cuales son utilizados para la sintesis del acido
araquidonico ARA y de los acidos grasos eicosapentaenoico (EPA 20:5 n-3) y
docosahexaenoico (DHA, C22:6 n3). Estos acidos grasos resultaron ser claves en la
separacion de los grupos experimentales en el PCA lo cual puede ser interpretado en el
sentido de la importancia que éstos tienen para la formaciéon del embridn. Se sabe que
los acidos grasos poliinsaturados son fundamentales para la sintesis de tejido, formacion
de membranas celulares, y cumplen con la funcion de recibir y transmitir informacion.
En cefalépodos estudios diversos sefialan que la alimentacion en las hembras
reproductoras es el elemento crucial para el éxito de la reproduccién sin embargo hasta
la fecha no se ha descrito el mecanismo de transferencia de los nutrientes hacia el
embrion (Estefanell et al. 2010; Farias et al. 2011; Marquez et al. 2013). De acuerdo con
los resultados obtenidos ahora se puede proponer que, una vez digeridos los nutrientes,
los amino &cidos y los lipidos son transportados hacia el ovario en donde las células
foliculares realizan la sintesis de vitelo (O'Dor and Wellls 1978; Budelmann et al. 1997)

(Fig. 15).
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Figura 15. Esquema que sugiere la forma en que los nutrientes del alimento son llevados
hasta el ovario en donde las células foliculares son las responsables de la sintesis del
vitelo. Los lipidos son transportados por lipoproteinas (LP) que, junto con la
hemocianina (Hc) se encargan de llevarlos a través de la hemolinfa hasta el ovario
(Heras and Pollero 1990; Heras and Pollero 1992). Ahi las células foliculares son las
responsables de la sintesis de vitelo y por tanto de recibir y sintetizar las moléculas que
lo conforman (Di Cosmo et al. 2002). Se destacan el acido Araquidénico (ARA) el acido
Acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA). Al igual que en
vertebrados se sugiere que el EPA y el DHA son sintetizdos por las células foliculares a
partir de los acidos linolénico y linoléico adquiridos por las hembras directamente de la
dieta. Los amino acidos son transportados como péptidos y AA libres hasta el ovario.

Entre todos los AA se destacan la Hys, Ile, Leu y Lys.
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Cuando la hembra ingiere el alimento, el quimo formado en el tracto digestivo, es llevado
hacia el hepatopancreas, donde se lleva a cabo la digestién intracelular. Aunque no se
sabe si los acidos grasos de cadena larga como los 4cidos linolenico y linoleico son
digeridos o no, por la baja actividad registrada en la actividad de las lipasas en
cefaléopodos, es de suponer que éstos pudieran no ser digeridos siendo traspasados a la
hemolinfa en su estado original. De acuerdo con (Heras and Pollero 1990) los acil-
glicéridos, acidos grasos libres, alcoholes, colesterol y fosfolipidos provenientes de la
digestion son transportados por 3 tipos de lipoproteinas que junto con la hemocianina
forman parte del sistema de transporte de lipidos en los pulpos (Heras and Pollero
1992). Asi los lipidos son transportados desde el hepatopancreas hasta el ovario y otros
tejidos donde son utilizados tanto como fuente de energia como para la sintesis de
acidos grasos de cadena larga (Fig. 15). Una vez en el ovario los acidos grasos y los
aminodacidos son llevados directamente al celoma reproductivo en donde se encuentran
los ovocitos en formacion. Teniendo en cuenta que son las celulares foliculares las
responsables de la sintesis de vitelo en cefalépodos (Di Cosmo et al. 2002) es facil
imaginar que los nutrientes provenientes de la digestiéon de alimento son llevados
directamente a las células foliculares las cuales tienen la capacidad para llevar a cabo las
funciones de sintesis y el uso de esos nutrientes para la formacién del embridén. Los
aminodacidos de la dieta, ademdas de su papel como fuente de moléculas para la sintesis
de un sinnumero de moléculas (entre éstas la vitelogenina) ya en el vitelo participan
como fuentes de energia y moléculas para el desarrollo del embrién. Por su parte los
acidos grasos, junto con los aminodcidos son canalizados para la sintesis de vitelo,
interviniendo en el metabolismo intermediario y en la produccién de energia. El acido
araquidénico (ARA), ademas es indispensable en la formacién del sistema nervioso del
embrion, es precursor del EPA y DHA, y a su vez es precursor de los ecosainodes, los
cuales funcionan como mediadores para el sistema nervioso central. Es interesante
hacer notar que en el desarrollo embrionario las moléculas involucradas en sintesis del
sistema nervioso adquieren particular importancia. Los niveles de DHA y EPA y al
parecer todos los mecanismos para su abasto estan dirigidos para que, durante el
desarrollo embrionario, las estructuras ligadas al complejo nervioso se desarrollen

apropiadamente. Esto explica porque en los embriones una de las primeras estructuras
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en aparecer son los ojos, los cuales, ligados al cerebro, tienen origen ectodérmico
(Budelmann et al. 1997). El aporte de los acidos grasos poliinsaturados en el desarrollo
de los embriones qued6 en evidencia en el presente estudio. Las dietas mixtas
promovieron embriones mas resistentes al ayuno, hecho que sin duda permite valorar
los beneficios en la composicion de esas mezclas. La relacién EPA y DHA observada en el
vitelo producido con las dietas mixtas fue mayor a 1, mientras que en la monodieta
(jaiba) fue menor a 1, lo que podria explicar las diferencias observadas en las
caracteristicas morfométricas de los embriones producidos con las dietas
experimentales asi como en la sobrevivencia observada. En este contexto, con los
resultados obtenidos ahora es posible concluir que dietas mixtas en las que la carne de
jaiba participa en un 70% y es complementada con ingredientes que contienen niveles
elevados de acido palmitico, lonoleico o linolénico podrian ser buenos candidatos para la
formulacién de dietas completas que favorezcan la producciéon de embriones de alta

calidad para el cultivo.
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II CONCLUSIONES GENERALES

1. Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la forma en que las
hembras utilizan los nutrientes del alimento para la reproduccion depende

directamente de la composicion de los ingredientes que lo componen.

2. Si bien las dietas utilizadas ahora permiten la madurez y la produccién de huevos de
0. maya, las dietas mixtas produjeron juveniles con una mayor calidad, establecida ésta a

partir de la sobrevivencia de los organismos después de un periodo de 10 dias.

3. Las diferencias en de calidad de los juveniles estan relacionadas con las diferencias en
que las dietas mixtas provocan en el desarrollo embrionario. Los embriones cuyas
madres fueron alimentadas con dietas mixtas mostraron que el crecimiento en esa etapa
esta relacionado con el nivel de acidos grasos poliinstaurados (AGPI) contenidos en el
vitelo. Aunque todos los alimentos aqui utilizados fueron considerados de alta calidad la
proporcién de acidos grasos de la serie 18n al parecer es la que favorece una mayor
concentracion de AGPI en el vitelo, particularmente de DHA y el EPA, los cuales
presentaron una relacion DHA/EPA mayor de 1 en los vitelos de los embriones

procedentes de hembras alimentadas con dietas mixtas.

4. La inclusion de acidos grasos de la serie 18n en particular del acido linoleico y
linolénico podrian ser la clave para la formulacion de dietas para la reproduccion de O.

maya.
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Abstract

This study examined the effects of mixed diets (with the crab Callinectes spp. as
the main component of the diet) on embryonic development and hatchling quality
of O. maya. Several O. maya females were fed one of 4 different diets being 1)
crab, 2) crab and squid, 3) crab and mussel and 4) crab and fish heads, in a 7:3
ratio. The effects of each diet on the reproductive performance was evaluated by
quantifying the total number of eggs female™, eggs clutch *, hatchlings female™,
hatchling weight and hatchling quality, measured as the hatchlings survival after 10
d of fasting. In addition, the chemical characteristics of the diet were studied
through determination of proximal analysis, amino acids and fatty acids profiles, its
relation to the chemical characteristics of the yolk and the morphological
characteristics of embryos. Results indicate that mixed diets promoted embryos
with a combination of nutrients that promoted a better performance, compared to
those from females fed crab exclusively. Mixed diets used in the present study
could have the nutritional components to satisfy nutritional requirements for

reproduction in this octopus species.

Key words: Diet; embryo characteristics, Octopus maya, reproduction, yolk

characteristics.
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1. Introduction

Since yolk synthesis depends on octopus female metabolism (Rosa et al.,
2004), maternal diet can be seen as an important factor determining egg size,
embryonic development and hatchling characteristics. Ultimately, maternal diet
determines the success of the next generation via hatchling performance
(Quintana et al., 2011). Due to its implications in animal production, information on
how these characteristics are determined is a key aspect for both aquaculture
technology (Cerezo-Valverde et al., 2012b, Cerezo-Valverde et al., 2013) and the
ecology of these aquatic species (Quetglas et al., 2011), most of which contribute
to fisheries around the world. Despite the importance of octopus species, there
have been few studies evaluating the effects of female diet on spawns, embryos
and hatchlings either from a morphological or a biochemical point of view. Marquez
et al., (2013) showed that egg length and initial wet weight in O. vulgaris had a high
correlation with neonate dry weight, and females fed on squid produced larger
paralarvae than those fed on crabs or sardine. In another study, Farias et al.
(2011) observed that female Enteroctopus megalocyathus fed on fish and fish-crab
mixed diets at 10% of female body weight spawned more eggs than those fed only
fish at 7.5% body weight. Based on the analysis of fatty acids in unfertilized eggs,
Farias et al., (2011) suggested that the main factor affecting the biochemical
composition of yolk was dietary ration more than the type of diet. Contrary,
Estefanell et al., (2010) showed that sexual maturation of both male and female
Octopus vulgaris was not influenced by diet (fish-crab mix vs only fish) when adults
were sexually mature or in a post-reproductive stage.

According to (Villanueva et al., 2014), O. maya is one of the most promising
octopus species in aquaculture diversification, owing this to the holobenthic
hatchlings that become real benthic juveniles as early as 7-10 days after hatching
(Moguel et al., 2010). In the short history of O. maya culture, there have been new
outdoor tanks designed (Domingues et al., 2012), and more recently a successful
diet that allows to obtain animals with 2509 for the gourmet market (Martinez et al.,
2014). At the beginning of the programme, when only wild females where used for

hatchling production, animals were fed frozen crabs (Callinectes spp; 70%) and
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mussels (Mytilus spp; 30%) at 15% BW ration (Uriarte et al., 2011). However,
because the programme expected to use these diets in sites where the
components could be expensive and/or scarce, it became necessary to test other
potential preys that could be used to feed octopus breeders. In the semi-pilot scale
facilities at UNAM (Universidad Nacional Autonoma de Mexico) in Sisal, Yucatan,
O. maya females spawn a mean of 800 + 200 eggs spawn™, with 95% of those
fertilized eggs hatching 40 — 50 days after. Hatchlings weight on average 0.146 +
0.02 g (Rosas et al., 2014), and 95% of them survive after 10 d of fasting. These
results indicate that hatchlings have enough reserves in the internal yolk that will
last while the digestive gland finishes development and the digestive enzymes are
ready to process external food (Moguel et al., 2010). At these semi-pilot production
levels such animals are considered to be high quality hatchlings.

Before choosing a dietary component it is necessary to know its biochemical
characteristics and the way in which nutritional molecules are later derived to the
yolk, embryo and hatchlings. According to Cerezo-Valverde et al. (2012) total lipid
and lipid classes are key factors in formulating octopus diets. After analysis of 39
groups/species candidates for formulated octopus diets, these authors found that
groups/species with higher lipid levels than those of O. vulgaris were not suitable,
given the limited capacity of octopuses to digest lipids and the potential
interference of lipids with protein absorption. Supporting evidence of this is that a
cero growth rate was registered (Domingues et al., 2007) O. maya fed an artificial
diet with a higher total lipid content (21.5%) than that of octopus mantle (7%).
Amongst lipids, long chain poly-unsaturated fatty acids (PUFA) are important for
both octopus adults and paralarvae (Navarro and Villanueva (2003). Rosa et al.,
(2004) showed that gonads of O. vulgaris and O. defilippi were mainly constituted
by PUFA and highly-unsaturated fatty acids (HUFA) from n-3 series (particularly
DHA and EPA). Navarro and Villanueva (2000; 2003) indicate that DHA plays an
important role in maintaining the structural and functional integrity of cell
membranes in O. vulgaris paralarvae. In a more recent paper, Reis et al., (2014)
suggested that the nutritional requirements of O. vulgaris hatchlings in terms of FA
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are highly specific, and long chain -PUFA must be considered essential dietary
nutrients.

In cephalopods, amino acids (AA) from muscle protein are fundamental in
the formation of yolk protein (O'Dor and Wellls, 1978). The formation of egg yolk in
mature females increases the leucine demand as octopus loose muscle. When 42
different groups/species were analyzed and the nutritional score calculated
(Cerezo-Valverde et al., 2012a), Leucine was also identified as an important amino
acid for growth in O. vulgaris. In O. maya juveniles, Thr, Phe, lle, Ala, Glu and Ser
were preferentially used as a source of energy when animals were exposed to a 10
days fasting period. This suggests that those AA could be used during periods of
maternal care or with ecological constrains on food (George-Zamora et al., 2011).

In an attempt to satisfy the nutritional requirements for the reproduction of
octopus species, researchers have tested different prey species (Marquez et al.,
2013; Estefanell et al., 2010; Farias et al., 2011). Whist most of these studies have
showed that female diet influences both embryo and hatchling characteristics,
none have included further evaluations of the size and nature of such effects.
These aspects, however, are central for the design of adequate diets leading to an
improvement in octopus culture technology. There are many evidences showing
that marine crabs could be the most complete diet for cephalopods. However, the
theoretical nutritional requirements in octopus proposed by (Cerezo-Valverde et al.,
2013, Cerezo-Valverde et al., 2012a) suggest that crab diets could be improved if
other ingredients are mixed with crab. The present study was designed to examine
the effect of mixed diets (where crab is the main component) on embryonic
development and hatchling quality of O. maya. The effects of the type of diet on the
reproductive performance of females quantified through the total number of eggs
female, eggs clutch *, hatchlings female™, hatchling weight and hatchling quality
were accessed. Hatchling quality was measured by octopus survival after 10 d of
fasting. In addition, the chemical characteristics of the diet were studied by
determination of proximal analysis, amino acids and fatty acids profiles, and its
relation to both the chemical characteristics of the yolk and the morphological

characteristics of the embryos.
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2. Materials and methods

2.1. Origin of experimental animals

Sixty males and 60 females O. maya were captured using artisanal fishery lines
and crabs as live bait, off the harbour at Sisal (Yucatan, Mexico). Octopuses were
transported in a 120 | circular tank with sea water to the laboratory situated 300 m
inland. Octopuses were then placed in 3 outdoor tanks (5m diameter) in a 1:1 sex
proportion, with aerated sea water for 15 days prior to the experiment, in order to
ensure copula had occurred and females had been inseminated. Three pieces of
PVC tubes (50 mm in diameter) per octopus were placed inside the tanks to
provide octopuses with sufficient refuge. Tanks were connected to a flow through
sea water system to maintain oxygen levels above 5 mg/L, pH > 8, temperature at
28 + 2°C, and salinity at 32 UPS. During the 15 day acclimation period octopuses
were fed with one crab (100 + 20g; Callinectes spp.) per individual per day.

- Following acclimation, females were weighed and brought to the spawning
area where they were placed individually in dark 200L tanks with continuously
aerated, filtered (5um) and UV sterilized sea water at 24°C temperature. A red light
(30 lux cm™) was used to maintain a 10:14 h light-dark photoperiod. A rectangular
glass fibre box was offered to each female as a spawning den (Rosas et al., 2014).
Female O. maya remained 30-45 d until spawning had occurred. During this time,
the remaining food was cleaned on a daily basis by gently siphoning the tanks
(08:00h). Physical and chemical water parameters were then measured and the

refuges checked to detect any spawning females.

2.2 Experimental design

Four dietary treatments were established: 1) 100% crab (Callinectes spp.,
Cr), 2) 70-30% crab-green mussel (Perna canaliculus, Cr-Mu), 3) 70-30% crab-fish
head (Epinephelus morio, Cr-Fi), and 4) 70-30% crab-squid mantle (Dosidicus
gigas; Cr-Sq). Fifteen females (initial wet weight of 926 + 61 g; p>0.05) were
randomly assigned to each diet, and were fed at 09:00 and 18:00h on a daily basis

during the conditioning period. The initial ration was set at 10 % of the female
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biomass, but was adjusted depending on individual consumption given that

females reduce food consumption as they approach spawning.

2.3. Female ingestion rate (IR)
Ingestion rate during the conditioning period was evaluated taking into

consideration the quantities of organic matter eaten by octopus from each diet as:

IR (% day™) = [(DF — RF)/BW] x 100

where DF is delivered food (g of organic matter: OM), RF is the remaining food (g
OM) and BW is female body weight (g OM). In order to estimate the amount of real
flesh ingested by female, the remaining organic matter of each food type was
evaluated. Remaining food was dried for 48h at 110°C until constant weight, and
then incinerated in a muffle furnace at 500°C by h. Organic matter in remaining
food was calculated as the difference between dry weight and the ashes left after
incineration. The organic matter of the food offered, as well as of the female
mantle, was quantified in 10 samples in each experimental diet and 15 samples of

20g ww of mantle processed in the same form that remaining food.

2.4. Zoo-technical evaluations

The reproductive performance of female O. maya was assessed once
females had finished spawning, which occurred in a period between 5 to 7 days.
The total number of eggs females™ was quantified by counting the number of eggs
in five clutches from every female. The mean value of eggs clutch™® was then
multiplied by the number of clutches per spawn to estimate the total number of
eggs female™.

The complete spawn was artificially incubated for 50 d in a filtered and UV
sterilized sea water system maintained at 24 + 1°C (Rosas et al., 2014). Hatchlings
were counted and samples of 50 octopuses (1 day old) per female and diet
treatment were weighed. Hatchlings were blotted with a paper towel and weighed

in an electronic semi-micro balance (+ 0.0001g). Hatching production (%) was
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calculated as the proportion between fertilized eggs and hatched embryos. These
values were corrected considering those eggs and embryos that were removed for
sampling throughout the incubation time when evaluating biochemical and
morphological characteristics. In order to evaluate hatchling quality, one day old
individuals (n=20) from each female in each dietary treatment were individually
placed in a 1 inch PVC T-shaped piece covered with mesh on both sides. These
20 pieces, each with one hatchling were placed in a 40-L tank connected to a flow-
through aerated, seawater system connected to a protein skimmer and an
anthracite earth filter. Fifty per cent of the seawater in the flow-through system was
renewed daily. Seawater in the experimental containers was maintained at 5.0
mg/L of dissolved oxygen, pH > 8, 24+£1°C temperature, and 38 UPS salinity.
Hatchlings remained in the PVC T-shaped piece for a fasting period of 10 days,

after which octopus survival was registered.

2.5 Chemical analysis of the diets and egg yolk

Proximal analysis of the diets (n = 5 samples per diet) were performed on
only the edible part of the dietary ingredient in each diet (i.e. crab, mussel, fish and
squid). The fresh flesh of each dietary component was dried (110°C to constant
weight), and ground in a laboratory mill (Thomas Willey Mod. 4, USA) until particles
of 0.5 mm in diameter were obtained. The humidity, total proteins, total lipids, and
ash contents were determined following methods established by A.0.A.C. (2000)
(protocols 934.01, 976.05, 920.39 and 942.05, respectively). Final proximal
analysis in each of the mixed diets was calculated using data obtained from the
analysis of each ingredient.

Samples from each diet (n = 3) and the egg yolk in 1 day old eggs (n = 30
eggs per spawn) that had been spawned by females (n = 10) fed with each diet
were frozen (-80°C) for fatty acid determination and then dry frozen for
preservation prior to analysis. To obtain the egg yolk, samples were centrifuged at
1600 rpm 5 min at 4°C and the egg yolk placed in liquid nitrogen to be stored at -

80°C until analysis.
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Lipids were extracted with chloroform: methanol (2:1, v/v), according to the
Folch extraction procedure (Folch et al., 1957). Lipid extracts were saponified with
20% KOH:Methanol (w:v) and free fatty acids were recovered in hexane from the
acidified saponifiable fraction (pH = 1-2). Fatty acid methyl esters (FAMES) were
obtained by esterification with 10%BF3 in methanol (Fluka, 15716) for 60 min at
80°C. FAMEs were analyzed by capillary gas chromatography in a Perkin Elmer
Clarus 500 GC equipped with a Perkin EImer Elite-WAX (30 m 9 0.25 mm 9 0.25
Im film thickness, crossbond—PEG) capillary column and a flame ionization
detector. Hydrogen was used as carrier gas with a flow rate of 40 mL min™.
Injector and detector temperatures were programmed to 280 and 250°C,
respectively. Column temperature was programmed from 40 to 200°C at 20°C
min~* and from 200 to 250°C at 2.5°C min*. Individual FAMEs were identified by
comparing retention times with reference standards (Supelco 37 Comp. FAME Mix,
47885-U). Results were reported as percentage area.

The amino acid content (g AA/100 g protein) of samples (number of
replicates similar to those used for fatty acids) from diets and egg yolk was
determined. Defatted tissue samples (20 mg) were hydrolyzed with 200 uyL of 6 N
HCI and 0.06% phenol in a closed vial and heated to 110°C for 24 h. Amino acid
profiles were determined following Waters AccQ-Tag™ procedure as follows:

(1) Hydrolyzed samples were dried in a thermic mono block at 60°C with nitrogen
and rehydrated with 1 mL water HPLC grade. (2) Samples were then filtered (0.45
pm) and maintained at —20°C until used. (3) Samples were derivatized using the
Waters system AccQ-Tag™. (4) Samples were chromatographed through a
reverse phase column (3.9x150 mm) 4 ym Nova Pak™ C-18, using the water-
acetonitrile gradient recommended by the Waters AccQ-Tag™ system (Milford,
MA, USA), in a Waters™ HPLC and a fluorescence detector (excitation and
emission wavelength; 250 and 395 nm, respectively). (6) Analyses were conducted
at a constant temperature of 39 °C. (7) HPLC signal calibration and standard
curves were obtained by using an amino acid standard solution at three different

concentrations containing from 18.75 to 150 pmol of each amino acid. Taking into



O©CO~NOOOTA~AWNPE

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280

account that Met and Cys were partially destroyed by acid hydrolysis, the results of

both amino acids were taken with caution.

2.6. Morphological characteristics of eggs and embryos

Embryos samples were obtained directly from the incubator system. Six
eggs from each of five spawns (different female octopuses) from each treatment
were sampled between days 20 and 40 of embryonic development (total n = 30
eggs per treatment). All 120 eggs and their corresponding embryos were
measured and photographed using a light microscope (NIKON SMZ 280) coupled
to an NIKON camera. Images were captured in a resolution of 1280 x 960 pixels
and analyzed with Motic2000 image software using amplification of 10x.

Photos were used to determine: egg length (EL), embryo total length
(TotLeng), mantle length (MantLeng), arm length (ArmLeng) and eye diameter
(EyeDiam). Given the large size of O. maya embryos, it was necessary to extract
them from the eggs in order to obtain accurate body measures. To do this,
embryos were first anesthetized with alcohol (1%), carefully removed from the
eggs and placed in a petri dish to be photographed. The outer yolk sac volume was
estimated by superimposing an oval, cylindrical or spherical form depending on the
stage observed throughout embryonic development. Formulas used for the

estimation were:

Oval volume =4/3 T Xry X rp

Cylindrical volume =T x r? x h

Spherical volume = 4/3 T x r*

where r is half the diameter of the yolk sac (r; = width of yolk sac; r, = length of yolk
sac), h is the length of yolk sac, and 1T is 3.14159. Yolk volumes were multiplied by

a density of 1.036 mg mm™ to convert them to wet weights (Vidal et al., 2002).

2.7. Statistical analysis

10
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One way ANOVAs were used to evaluate the effect of diet on the
reproductive performance and ingestion rate of females during the conditioning.
Proximal analysis of the diets was also statistically evaluated using one ANOVA
analysis. Prior to analysis, an arc-sin transformation was applied on percentage
data and homogeneity of variances was verified by the Cochran test (Montgomery,
2004).

Yolk Fatty acid (FA) and amino acid (AA) content from 1 day old hatchlings
produced by females fed each of the four diets were analysed by Principal
Coordinate ordination (PCo). Percent content of each component was first
expressed as a proportion, and the Wittaker’s index of association (Dg) calculated
as a dissimilarity measure amongst samples (Legendre & Legendre, 1998). To
compare samples obtained from females fed with the different diets, a
permutational MANOVA (Anderson 2001) was applied on the dissimilarity matrices
of FA and AA data. The underlying experimental design was a one-way model with
“diet” as the main factor (4 levels). In each case, 999 unrestricted permutations of
raw data were used to obtain the empirical distribution of pseudo-F values
(Anderson 2001; McArdle & Anderson 2001).

The FA and AA content in samples from the 5 different diets was also
represented in a two-dimensional configuration using a PCo procedure like the one
described above. This allowed a direct comparison between those variables (FA
and AA) that most contributed to the ordination of samples both in diets and egg
yolk.

The morphological characteristics of 40 day old embryos (MC) from females
fed on the different diets were analysed were also analysed by PCo. In this case,
Euclidean distances amongst samples were calculated before a permutational
MANOVA (Legendre & Legendre, 1998; Anderson 2001) was applied on the
dissimilarity matrices to compare embryos from different diets. Both the underlying
experimental designs and the permutational procedures were similar to those

described for previous analysis.

3. Results

11
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3.1 Chemical characteristics of the diets

Table 1 shows the proximal analysis of ingredients. Squid mantle and crab
had higher humidity contents than other ingredients (83 and 84%, respectively).
The lowest humidity content was registered in fish heads (69.5%). Crude protein
(CP) varied between 42 and 90%, with high values in squid mantle, and low ones
in fish heads. Intermediate values were recorded in mussel (60%) and crab flesh
(82%). A high value of total lipids (TL) was recorded in fish heads (33%) and a low
one in squid and crab flesh (4.1 and 4.4%, respectively). Intermediate values were
recorded in mussel flesh (11.3%). A high value in ash content was registered in
fish heads and a low in squid mantle and mussel flesh, as expected. An
intermediate value was recorded in crab flesh.

When ingredients were mixed to produce diets, values for CP fluctuated
between 70 and 85%, with low values in Cr-Fi diet and high ones in the Cr-Sq.
High TL values were obtained in the Cr-Fi diet, and low ones in the Cr-Mu and Cr-
Sg combinations. The ash content varied in the diets with high values in the Cr-Fi

diet and low ones in Cr-Mu and the Cr-Sq diets.

Fatty acids (FA)

Table 1 shows ingredients and diets FA composition. More than 50% of FA were
saturated both in all ingredients and diets analysed. Squid mantle, mussel flesh
and fish heads showed higher values (59%) than those in crab flesh. When
ingredients were mixed to produce the dietary treatments, saturated FA varied
between 52 and 55%. Mono-unsaturated fatty acids (MUFA) varied between 14
and 32%, with high values in fish heads and low ones in squid mantle. Intermediate
values were registered in crab and mussel flesh. When the ingredients were mixed,
MUFA varied between 20 and 26% with low values in the Cr-Sq diet (24%), and
high ones in Cr-Fi diet (26%). The lowest poly-unsaturated fatty acid (PUFA)
content was recorded in fish heads (8%), followed by mussel (17%), crab (23%)
and squid mantle (26%). When the ingredients were mixed the lowest PUFA were
obtained in the Cr-Fi diet (19%), followed by the Cr-Mu diet (21%). Arachidonic
acid (C20:4n6) was not detectable in mussel flesh and very low in fish heads

12
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(0.05%). Squid mantle and crab flesh, however, had 0.15 and 0.11% of arachidonic
acid, respectively.

Principal coordinate analysis (Fig. 1) showed that the first two coordinates
explained 91.8% of the variation in the FA content of diets (57.4 and 34.4% for the
first and the second axis, respectively). The C22:6n3 C20:1n9 and C15:0 were the
FA that most contributed to the ordination in the first axis, with samples from Cr-Sq
having a high contribution, and those from Cr and Cr-Fi having a low contribution of
the first two components. Contrary, samples from Cr-Sq diet had low contents of
C15:0, and those from Cr and Cr-Fi diets were high in this FA. The C17:0 and
C21:0 were the components that most contributed (positively) in the ordination on
the second axis, whereas C14:2 and C22:2 contributed in opposite direction
(negatively). Samples from the Cr diet had relatively higher values of C17:0 and

C21.0, whereas samples from Cr-Mu had lower contents of these FA.

Amino acids (AA)

The AA composition is shown in Table 3. Of the AA analyzed, Thr was the
most abundant essential amino acid (EAA) while Glu was the most abundant non-
essential amino acid (NEAA), both in crab flesh and squid mantle. In mussel flesh,
the most abundant EAA was Asp, whereas Glu was the most abundant NEAA in
crab flesh and squid mantle. In fish heads, as in the mussel flesh, Asp was the
most abundant EAA, and Gly was the most concentrated NEAA. As for the mixed
diets, Asp was the most abundant EAA in Cr-Sq and Cr-Mu diets, while Thr was
the most concentrated EAA in Cr-Fi (19.7, 19.8, 19.5 and 18.5% of the total EAA,
respectively). Glu was the most abundant NEAA in all the diets with high values in
Cr, Cr-Sq, Cr-Mu and low in Cr-Fi (36.8, 37.4, 36.9 and 32.3% of the total NEAA,
respectively).

Figure 2 shows the principal coordinate analysis of the variation in AA
contents of the diets. The first two coordinates explained 88.7% of the variation in
the AA content of diets (70.5 and 18.2% for the first and the second axis,
respectively). Tyr, Gly and Pro were the AA that most contributed to the ordination

in the first axis, with samples from Cr-Sqg having a high contribution, and those from

13
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Cr, Cr-Mu and Cr-Fi having a low contribution of the Tyr. By contrast, samples from
these last three diets had high contents of Gly and Pro, and those from Cr-Sq were
low in this AA. His, Thr were the AA that most contributed (positively) in the
ordination on the second axis, whereas Ser contributed in opposite direction
(negatively). Samples from diets, however, were not clearly separated along the
vertical axis, indicating that these AA did not contribute markedly in the ordination
of samples from the different diets.

3.2 Effect of type of diet in the reproductive performance of O. maya females.

Ingestion rate of female O. maya was affected by the diet on which they fed.
Animals fed Cr-Sq showed higher ingestion rates (4.8% BW d™) than those fed Cr-
Mu and Cr-Fi (mean value of 3.2% BW d™), and Cr (2.4% BW d™?) (Fig. 3).

Reproductive performance is shown in Table 4. Of the total females tested,
100% of spawns occurred amongst animals fed with Cr and Cr-Fi; spawns
occurred in 93 and 86% of females fed Cr-Sq and Cr-Mu diets (Table 4). Once
spawning had begun, females fed Cr spawned faster (8.8 d) than those fed Cr-Sq
(22.6 d), crab-mussel (27.8 d) and crab-fish heads (33.5 d). Diet, however, did not
affect the number of eggs per clutch, eggs per spawn and hatchlings per spawn
(427 + 75), indicating a similar reproductive performance in all O. maya females.
The mean number of eggs per clutch (20 + 1), eggs per spawn (746 + 78) and
hatchlings per spawn (427 + 75) were thus calculated for all females irrespective of
diet.

In contrast, heavier hatchlings were recorded in spawns from females fed
Crab, (0.13g), and the highest survival of hatchlings after a 10 day fasting period
was obtained in animals obtained from females fed Crab-Squid, Crab-Mussel and
Crab-Fish diets (mean value of 0.12g; P < 0.05).

3.3. Biochemical characteristics of the yolk
The yolk volume in eggs was not affected by diet fed to female O. maya (P <
0.05). As expected, yolk was consumed throughout the embryonic development

(Fig. 4). The diet had a significant effect on the content of total lipids in egg yolk
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(Fig. 5). Eggs from females fed Crab-Squid had higher total lipid content (13.2%)
than those from Crab, Crab-Fish and Crab-Mussel (P < 0.05, Fig. 5). The total lipid
content in eggs was never lower than 10.3% of the total volume of the egg yolk

(Fig. 5).

Fatty acids (FA)

Fifty percent of the FA content in the yolk of O. maya embryos was
saturated. MUFAs varied between 29.5 and 30.8% and PUFAs between 19.7 and
22.6%. The DHA/EPA ratio was lower (0.87) in egg yolk from females fed Cr than
other females (Table 5).

Figure 6 shows the principal coordinate analysis in FA content of the diets.
The first two coordinates explained 52.7% of the variation (32 and 20.7% for the
first and the second axis, respectively). The proportion of Linoleic acid (C18:2n6c),
C20:2, EPA (C20:5n3) and Docosahexaenoic Acid Methyl Ester (C22:6n3) were
the FA that most contributed to the ordination in the first axis. Egg yolk samples
from females fed the Cr diet had a high content of the first two FA, but a low
content of the last two. Egg yolk samples from females fed with any of the
remaining diets had a low contribution of the first two components and a high
contribution of the last two. The C16:0 and C15:0 were the FA that most
contributed in the ordination on the second axis. While yolk samples from eggs in
the Cr diet had relatively higher values of these FA, they did not contribute
markedly in the ordination of samples from the remaining diets.

Results of the permutational MANOVA performed on the FA data showed
that female diet had a significant effect on the fatty acid composition of the egg yolk
in 1 day old O. maya embryos (pseudo-F = 6.19; p < 0.001; 999 unique
permutations). Paired comparisons amongst diets showed that the FA content of
the yolk in embryos in the Cr dietary treatment was significantly different than that
of the remaining diets (pseuso-t values ranged from 2.57 to 3.14; p < 0.01; 993 to
994 unique permutations), thus explaining the clear separation of these samples in
the configuration obtained by the PCo (Fig. 6). Samples in the Cr-Mu diet were
significantly different from those in Cr-Sq (pseudo-t = 2.69; p < 0.001, 998 unique
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permutations), but could not be statistically distinguished from those in the Cr-Fi
diet (pseudo-t = 1.46; p < 0.07, 991 unique permutations). Samples in the Cr-Sq
and Cr-Fi diets were statistically similar (pseudo-t = 1.49; p < 0.07, 989 unique

permutations).

Amino acids (AA)

Proportions of the essential amino acids (EAA) of the yolk were affected by
type of diet. Low values of EAA were observed in yolk of embryos spawned by
females fed Cr-Fi (Table 6). Lys and Leu were the most abundant essential amino
acids (EAA) in the yolk of O. maya eggs, while Glu was the most concentrated
non-essential amino acid (NEAA) (Table 6).

Figure 7 shows principal coordinate analysis of the variation in FA content of
the diets. The first two coordinates explained 74.4% of the variation (57.7 and
16.7% for the first and the second axis, respectively). With the exception of Asp,
lle, Lys and Leu, all AA contributed in a similar way, both in magnitude and
direction, to the ordination of samples in the first axis. Egg yolk samples from
females fed the Cr-Fi had high contents of these AA, followed by samples from the
Cr-Mu diets. In contrast, samples from the Cr and Cr-Sq dietary treatments had low
contents of these AA. lle, Lys and Leu were the AA that most contributed to the
ordination of samples on the second axis, and again their contribution was similar
both in magnitude and direction. Yolk samples from eggs in the Cr-Fi had the
lowest content of lle, Leu and Lys, followed by samples from the Cr diet, and
samples from the Cr-Sq and Cr-Mu diets had the highest values of these AA.

Results of the permutational MANOVA performed on the AA data showed
that female diet had a significant effect on the amino acid composition of the egg
yolk in 1 day old O. maya embryos (pseudo-F = 12.74; p < 0.001; 998 unique
permutations). Paired comparisons amongst diets showed that the FA content of
the yolk of embryos in all dietary treatments differed significantly from one another
(pseuso-t values ranged from 2.57 to 4.59; p < 0.01; 989 to 995 unique
permutations), thus explaining the clear separation of these samples in the

configuration obtained by the PCo (Fig. 7).
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3.4. Morphological changes of the embryos with age.

Figure 8 shows the principal coordinate analysis of the variation in 40 days
old embryos morphology. The first coordinate explained 83.4% of the variation in
embryo morphology. This first horizontal axis was correlated with total, arm and
mantle length and can be considered to represent overall embryo size. The second
coordinate explained 13% of total variation in the data and was correlated with the
diameter of embryo eyes (Fig. 8). The ordinations of samples from the Cr-Mu diet
treatment had a larger overall boy size (and slightly larger eye diameter), followed
by those from the Cr and Cr-Sq treatments. Embryos from females fed the Cr-Fi
diet had the smallest overall body size.

Results of the permutational MANOVA performed on the MC data showed
that female diet had a significant effect on the overall size of 40 day old embryos
(pseudo-F = 10.64; p < 0.001; 999 unique permutations). Paired comparisons
showed that embryos from females fed Cr-Mu had the largest overall body size
(pseudo-t ranged from 3.74 to 6.71, p < 0.01; from 684 to 923 unique
permutations). Embryos for females fed Cr and Cr-Sq diets could not be
distinguished from each other (pseudo-t = 0.76; p = 0.428; 684 unique
permutations) or from the Cr-Fi treatment (pseudo-t ranged from 1.73 to 2.24; p 2
0.05; 694 and 908 unique permutations). Analyses showed that there was a
significant effect of the nested factor “females” explaining differences in the
morphological characteristics of embryos within each dietary treatment (pseudo-F:

11.3; p <0.001, 999 unique permutations).

4. Discussion

Results from this study showed that maternal diet affected the chemical
composition of yolk and, ultimately determined several characteristics in O. maya
hatchlings. Whilst we still lack information on how the dietary components are
interpreted by females when synthesizing yolk, results obtained here allow
suggesting that females use dietary amino acids and fatty acids to promote
particular chemical characteristics of the yolk. We observed changes in the quality

of the embryo, hence in hatchling survival, both depending on the diet and the
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specific nutritional components of the yolk. Marquez et al. (2007) showed that
maternal diet could have different effects at different stages of embryo
development. Whilst no differences in the number of eggs due to diet effect could
be found, possibly due the high variability observed in the number of eggs per
spawn, a trend to obtain more hatchlings from females fed with mixed diets than
those fed only crabs could be detected (Table 4). Correlations between the number
of hatchlings and female diet have never been reported for octopus species, a
characteristic that appears to be omnipresent in this group. (Farias et al., 2011)
showed no statistical differences in the number of eggs spawned by female
Enteroctopus megalocyathus fed with mono and mixed diets, suggesting that once
females reach the sexual maturity they can produce a variable number of eggs
irrespective of food diversity. In our research facilities and after more than 200
spawns we have not observed relationships between the size of females or its diet
and the number of eggs spawned, suggesting that females are well adapted to
mobilize nutrients in a highly flexible way.

Results obtained in the present study strongly indicate that a PUFA content
of 21% of total lipids and EAA adding up to 38.3 g/100g protein resulted in
embryos in the Crab-Mussel diet to produce overall larger body size than those in
other treatments (Fig. 6). In addition, embryos spawned by females fed with mixed
diets produced hatchlings that were more tolerant to fasting than hatchlings from
females fed with a diet consistent only of crab. This suggests that mixed diets not
only allow nutrients in the yolk to be channelled to tissue production, but also
promote the production of yolk with enough nutrients to be used during the first 10
days of life.

Embryo growth, measured through changes in  morphological
characteristics, has been described in several octopus species. Studies have
related muscle growth to arm length, organogenesis to mantle length, and the
development of the nervous system to eye diameter (Uriarte et al., 2009, 2012,
2014, Villanueva and Norman, 2008). Villanueva, (1995), Iglesias et al., (2004) and
Carrasco et al., (2006) showed that the growth of the arms in O. vulgaris

paralarvae is related to the predatory capacity of individuals during planktonic life
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stages. In O. maya, embryos with longer arms were those spawned by females fed
with the Cr-Mu diet (Fig. 8), indicating that those individuals may perform better as
hunters immediately after hatching than those with shorter arms, more so if live
food is used at early culture stages (Baeza-Rojano et al., 2012).

The use of mantle length as a growth index in embryos has been related to
organogenesis (Uriarte et al., 2014, Uriarte et al., 2009, Uriarte et al., 2012,
Villanueva and Norman, 2008). In the present study, O. maya embryos spawned
by female fed with the Cr-Mu diet showed a faster organogenesis, suggesting that
the nutrients in this diet promoted embryonic growth in an integral manner.
Changes in eye diameter with embryonic development have also been related to
paternal diet. Eye diameter is considered an important feature in cephalopod
embryonic growth because of its close relation to the development of the nervous
system (Villanueva & Norman, 2008; Uriarte et al., 2009, 2012, 2014). Octopus
maya embryos spawned by females fed with the Cr-Mu diet had larger eyes (Fig.
8), suggesting that, together with large body size, this diet promoted the
development of the nervous system, a feature that could be advantageous in the
first days of life.

The most abundant EAA in the yolk of the embryos spawned by females fed
with Crab, Crab-Squid and Crab-Mussel diets were Arg, Lys and Leu, while the
most abundant EAA from females fed with the Crab-Fish diet were Thr, Arg and
Leu (Fig. 7). The most abundant NEAA in all the embryos were Glu and Asp, and
EAA were always more than 50% than the NEAA. The difference was that in the
yolk of embryos spawned by female feed crab-fish heads, Lys was substituted by
Thr as the most abundant EAA. Similar values were observed in O. vulgaris
paralarvae, where Lys, Arg and Leu comprised half of EAA (Villanueva et al.,
2004). It is interesting to note that the AA that most contributed to the ordination of
yolk samples in the PCo were Lys and Leu (more abundant) and lle (not abundant)
(Fig. 7), suggesting that amongst all EAA, Lys (basis of Carnitin synthesis and
used in fatty acids transport), Leu (ketogenic AA) and lle (glucogenic, energetic
and ketogenic AA) are playing fundamental roles in embryonic development.

Ketogenic amino acids are required during carbohydrate oxidation in aerobic
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pathways, as well as during AA biosynthesis and B-oxidation of fatty acids,
because they are the principal source of Acetil-CoA (Zubay, 1983). During embryo
development Ac-CoA takes part in the synthesis of Acetyl-coline, an important
stimulator of muscle contractions that is essential for heart activity in the stage XV
of development (Naef, 1928, Uriarte et al., 2009, 2012).

A question that arises from our study is concerning the way females
interpret the AA composition of the diet to synthesize yolk. According to results of
the PCo ordination (Fig. 7), the AA that defined differences between diets were
Ser, Gly, Ala, Pro, Tyr and Val. Whilst Tyr is Ketogenic, the rest of these AA are
used for energetic purposes, suggesting that the protein of the those diets was
used mainly as source of energy.

Fatty acids in the yolk that influenced the PCo ordination were C16:0
(Palmitic acid), C18:2n6 (linoleic acid), C18: 3n3 (linolenic acid) and C22:6n3
(DHA; Fig. 6). All of these have specific roles in the metabolism of lipids in
cephalopods, both during growth and gonad maturation, and embryonic
development (Cerezo-Valverde et al., 2013, Estefanell et al., 2010, Farias et al.,
2011). Studies made in Sepia offcinalis demonstrated a relationship between
dietary components and biochemical characteristics of the digestive gland, and
suggest that the low lipid requirements of cephalopods allows fatty acids to be
transported in their native form, and the different dietary components be placed in
the ovary of females (Fluckiger et al., 2008). Palmitic acid is the main precursor in
the synthesis of unsaturated fatty acids, whilst linoleic acid is a precursor of
arachidonic acid and linolenic acid is precursor of EPA (Cerezo-Valverde et al.,
2013, Estefanell et al., 2010, Farias et al., 2011). These fatty acids were also the
most influential in the chemical characteristics of the yolk observed in O. maya
embryos (Fig. 6), between the most important fatty acids for cephalopods. Overall,
unsaturated FA (C14:0, C15:0, C17:0 and C21:0), PUFA C18:1n9 (oleic acid),
C18:3n3 (a-Linoleic Acid), C20:1n9 (Eicosenoic acid), C:22 and C22:6n3 (DHA)
contributed strongly to the ordination of samples from embryos FA, suggesting that

unsaturated fatty acids (UFA) could be used to synthesize saturated FA (SFA),
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whereas PUFA were sent directly to follicular cells to form part of the yolk and be
used during embryo development (Marquez et al., 2013, Zubay, 1983).

But, how did the dynamics of FA affect embryo performance once animals
hatched? Results from the present study demonstrate that females fed with mixed
diets produced hatchlings with more reserves than those fed Crab, suggesting that
the yolk produced by females fed with the mixed diets was provided the EEA (Leu,
Lys and lle) and long chain FA used for the synthesis of Arachidonic acid, EPA and
DHA. All of these components play an essential role as regulators of neuronal
activity, which is highly complex in cephalopods and of vital importance both during
reproduction (D”Aniello et al., 1995, Di Cosmo and Polese, 2014) and after
hatching (Villanueva and Norman, 2008, Rosa et al., 2005, Rosa et al., 2004).
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Figure Captions

Figure 1. Principal coordinate ordination on the fatty acid content in samples (n=3) of 4
different diets (Cr: 100% crab; Cr-Mu: 70-30% crab-green mussel; Cr-Fi: 70-30% crab-fish
head; and Cr-Sq: 70-30% crab-squid mantle) fed to female O. maya throughout
experiments on reproductive performance.

Figure 2. Principal coordinate ordination on the amino acid content in samples (n=3) of 4
different diets (Cr: 100% crab; Cr-Mu: 70-30% crab-green mussel; Cr-Fi: 70-30% crab-fish
head; and Cr-Sqg: 70-30% crab-squid mantle) fed to female O. maya throughout
experiments on reproductive performance.

Figure 3. Ingestion rates (mean + SD) of females O. maya fed different diets. Different
letters in rows correspond to groups amongst which statistical differences were found at p
<0.05

Figure 4. Changes in yolk volume in O. maya eggs throughout embryonic development.
Data are mean values + SD. Different letters means statistical differences at p < 0.05.

Figure 5. Diet effect on the total lipid content of yolk in 1 d old eggs of O. maya obtained
from females fed different diets. Data are mean values + SD. Different letters in rows
correspond to groups amongst which statistical differences were found at p < 0.05.

Figure 6. Principal coordinate ordination on the fatty acid content in samples (n=10) of the
egg yolk in 1 day old embryos obtained from female O. maya fed with 4 different diets (Cr:
100% crab; Cr-Mu: 70-30% crab-green mussel; Cr-Fi: 70-30% crab-fish head; and Cr-Sq:
70-30% crab-squid mantle) throughout experiments on reproductive performance.

Figure 7. Principal coordinate ordination on the amino acid content in samples (n=10) of
the egg yolk in 1 day old embryos obtained from female O. maya fed with 4 different diets
(Cr: 100% crab; Cr-Mu: 70-30% crab-green mussel; Cr-Fi: 70-30% crab-fish head; and Cr-
Sq: 70-30% crab-squid mantle) throughout experiments on reproductive performance.

Figure 8. Principal coordinate ordination on morphological characteristics of 40 day
embryos (n=30) obtained from female O. maya fed with 4 different diets (Cr: 100% crab;
Cr-Mu: 70-30% crab-green mussel; Cr-Fi: 70-30% crab-fish head; and Cr-Sq: 70-30%
crab-squid mantle) throughout experiments on reproductive performance.
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Table(s)

Table 1. Proximal analysis (dry basis) of the dietary components and the mixed diets
fed to O. maya females during reproductive conditioning. Data are mean values + SD.

Ingredient Humidity Protein Lipids Ash TOTAL
Percentage (%)

Squid Mantle (Dosidicus  84.05 ¢ 90.07 d 413 a 691 a3 101.11

gigas) +0.42 +0.07 +0.03 +0.02

Mussel (Perna 7744 b 5949 b 1126 ¢ 6.99 3 77.74

canaliculus) +0.22 +0.57 +0.20 +0.09

Fish head (Epinephelus  69.49 a 4201 a 3294 d 26.24 «  101.19

morio.) +0.19 +2.24 +0.03 +0.74

Crab (Callinectes sp.) 831 ¢ 8229 ¢ 435 b 1069 p 97.33
+0.65 +0.71 +0.12 +0.03

DIETS

Crab-Squid 84.62 4.28 9.56

Crab-Fish heads 70.21 12.93 15.36

Crab-Mussel 75.45 6.42 9.58

Different letters in rows correspond to groups amongst which statistical differences were
found at p < 0.05



Table 2. Fatty acids profile of the ingredients and experimental diets fed to O. maya females during
reproductive conditioning. Data are mean values + SD.

Ingredients Diets
Squid Crab Mussel Fish head
Fatty acid B ' (Callinectes ‘ ‘ Crab Crab-Squid Crab-Mussel  Crab-Fish head
(Dosidiscus gigas ) sapidus) (P. canaliculus) E. morio

C14:0 142 + 004 231 + 0.06 9.69 * 041 88 + 053 231 £ 0.06 205 + 003 453 £ 008 426 =+ 02
C15:0 044 + 001 132 £ 0.03 091 =+ 0 17 + 014 132 + 0.03 106 + 0.02 12 = 002 143 + 0.06
C16:0 3673 + 049 255 + 08 359 + 1.07 345 + 292 255 + 08 2886 + 0.71 286 + 024 2818 # 031
C17:0 175 + 0.02 249 + 0.03 039 + 0.01 133 + 073 249 £ 0.03 227 + 001 186 + 002 214 =+ 02
C18:0 15.03 = 029 12+ 056 99 + 057 109 + 125 12+ 056 1288 + 048 113 + 022 1164 * 0.02
C20:0 063 + 0.08 0.65 + 0.02 029 + 0.03 058 + 0.04 0.65 + 0.02 065 + 004 055 £ 001 063 = 0
C21:0 203 + 0.09 702 £ 013 124 + 114 125 + 125 7.02 £ 013 552 + 0.12 528 + 025 529 # 028
€22:0 039 + 0.03 04 + 001 025 + 0.03 026 + 0.14 04 =+ 001 04 £ 000 036 + 002 036 * 004
€23:0 038 + 0.25 0.7 + 0.07 0.63 + 0.02 0 + 0 0.7 + 007 06 =+ 012 068 + 0.04 049 =+ 0.05
C24:0 015 + 0.01 01 + 001 0.09 + 0.07 02 + 0.03 01 =+ 001 012 + 0.00 01 + 003 013 * 001
C14:1 005 + 0.03 008 + 0 0.07 + 0.03 017 £ 0.02 008 £+ 0 0.07 + 000 008 £ 001 01 < 001
C15:1 0.08 + 0.03 0.06 + 0.02 0.08 + 0.01 0.03 £ 001 0.06 + 0.02 0.06 + 0.02 0.06 + 001 005 # 001
C16:1 085 + 0.03 6.56 + 0.13 166 + 0.28 124 + 117 656 + 0.13 484 + 008 957 £ 017 83 £ 044
C17:1 022 + 012 018 + 0.07 039 + 0.01 066 * 052 018 + 0.07 019 + 0.01 024 + 005 032 % 02
C18:1n9¢/t 185 + 017 154 + 0.23 263 + 0.16 168 + 2.85 154 + 023 1132 + 0.11 116 + 021 1582 + 0.7
€20:1n9 1058 + 073 135 + 0.09 334 + 036 121 + 037 135 + 0.09 412 + 0.16 195 + 005 131 =+ 017
€22:1n9 043 + 031 014 + 0 024 + 0.04 049 + 026 014 + 0 023 + 009 017 £ 001 024 < 0.08
C24:1n9 014 + 011 0.04 + 0.03 0.03 + 0.03 0.04 = 0.04 0.04 £ 0.03 0.07 + 0.01 0.04 + 002 004 + 001
C18:2n6¢ 012 + 0.01 568 + 024 157 + 0.08 0.75 £ 055 568 + 0.24 401 + 017 444 £ 014 42 =+ 0
C18:2n6t 013 + 0.03 018 + 0.06 0.09 + 0.07 017 £ 0 0.18 + 0.06 016 + 0.05 015 + 002 017 * 0.04
C20:2 022 £ 0.03 097 £+ 015 052 = 0 03 £ 005 097 + 0.15 075 £ 012 083 = 011 077 + 0.09
C22:2 011 + 0.04 0.04 + 0.03 042 + 0.03 025 £ 0 0.04 £ 0.03 0.06 + 0.01 016 + 003 011 * 0.02
C18:3n6 0 + 0 024 + 0.03 014 + 0 018 £ 0.03 024 £ 0.03 017 + 0.02 021 + 002 022 * 003
€18:3n3 016 + 0.01 116 + 0.04 012 + 0 06 + 047 116 + 0.04 0.86 + 0.03 085 + 002 099 # 017
€20:3n6 004 + 0.01 037 + 0.02 025 + 023 017 + 01 037 £ 0.02 027 + 0.01 034 + 009 031 * 001
€20:3n3 0 + 0 0.03 + 0.01 0 + 0 0.01 £ 001 0.03 £ 0.01 002 + 000 002 £ 0 002 £ 001
C20:4n6 015 + 0 011 £+ 0 0 + 0 0.05 + 0.04 011 £ 0 012 + 000 008 £ 0 009 #£ 001
€20:5n3 953 + 0.29 918 + 0.16 829 + 0.57 457 + 058 918 + 0.16 928 + 020 891 £ 005 78 £ 029
€22:6n3 1598 + 0.37 528 + 0.04 563 + 037 126 + 126 528 + 0.04 849 + 014 538 + 0.08 407 £ 035
Saturated 5895 + 11.73 524 + 8038 593 + 112 595 + 1073 524 + 804 5441 + 9.1 545 + 885 5455 873
Monounsaturated 142 * 3.608 238 + 5487 234 + 5.68 318 + 6.677 238 + 549 209 + 404 237 + 477 2618 + 58
Polyunsaturated 2644 * 0.77 232 £ 071 17 + 0.89 831 £+ 093 232 £ 071 2419 + 35 214 + 297 1875 # 255
n-3 2567 + 0.66 157 + 0.24 14 + 094 644 + 022 157 + 0.24 1865 * 49 152 + 415 1288 =+ 351
n-6 044 + 0.04 6.57 + 035 205 + 0.08 131 + 0.65 6.57 £ 035 473 + 193 522 + 215 499 + 202
EPA 953 + 029 918 + 0.16 829 + 0.57 457 + 058 918 + 0.6 928 + 0.2 891 £ 005 78 £ 029
DHA 1598 + 037 528 + 0.04 563 + 037 126 + 126 528 + 0.04 849 + 014 538 £ 008 407 £ 035

DHA/EPA 1.68 0.58 0.68 0.28 0.58 0.91 0.60 0.52

DHA/ARA 106.5 48.0 - 25.2 48.0 70.8 673 45.2

EPA/ARA 63.5 83.5 - 914 914 773 1114 86.7

Linoleic Acid/ARA 0.8 516 - 15.0 51.6 334 55.5 46.7

Linolenic acid/EPA 0.00 0.03 0.02 0.04 0.03 0.02 0.02 0.03

Linolenic acid/DHA 0.00 0.05 0.02 0.14 0.05 0.02 0.04 0.05
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Table 3. Amino acids content of the ingredients and experimental diets fed to O. maya females during reproductive
conditioning. Data are mean values + SD.

Ingredients Diets

Crab Squid Mussel Fish head Crab Crab-Squid Crab-Mussel Crab-Fish head
Essential amino acids
His 1.59 + 0.04 125 + 0.12 109 + 0.1 34 + 3.18 159 + 003 142 + 0.03 150 * 0.01 1.84 + 0.29
Thr 822 + 048 7.19 + 011 629 + 0.09 32 + 29 822 + 034 7.71 * 013 7.88 * 029 752 + 0.01
Arg 35 + 0.05 3.02 + 0.02 3.03 + 0.23 2.16 + 0.65 350 + 0.03 326 * 0.02 342 + 0.00 3.31 + 0.09
Val 3.09 + 006 231 + 0.06 237 + 0.13 15 + 0.94 3.09 + 004 270 * 0.04 296 * 0.02 287 *+ 0.13
Lys 6.38 + 0.17 524 + 0.27 456 + 0.75 3.16 + 1.95 6.38 + 012 581 *+ 004 605 * 0.19 593 *+ 0.09
lle 28 + 003 236 + 006 218 + 0.24 1.23 + 0.59 280 + 0.02 258 + 0.01 269 * 0.05 258 *+ 0.04
Leu 562 + 0.14 511 + 0.28 45 + 0.61 3.09 + 1.13 562 + 0.10 5.36 + 0.05 542 *+ 0.16 526 * 0.03
Phe 333 + 0.01 251 + 0.08 254 + 0.19 1.69 + 1.04 333 + 001 292 + 0.02 3.18 + 0.02 3.10 + 0.11
Non essential amino acids
Asp 7.18 + 0.02 6.27 + 049 6.56 + 048 4.13 + 2.27 691 + 699 6.73 + 0.17 7.07 * 007 6.76 + 0.21
Ser 356 + 085 2.76 + 0.19 297 + 0.08 24 + 0.15 332 + 339 316 + 037 3.46 * 048 3.40 * 053
Glu 11.62 + 043 10.02 + 0.99 10.06 + 0.27 2.77 + 0.33 11.14 + 11.16 10.82 + 0.20 11.34 + 0.28 10.17 + 0.44
Gly 565 + 0.23 2.82 + 0.24 6.12 + 2.24 6.22 + 0.31 48 + 579 423 *+ 017 573 + 042 534 + 057
Ala 5.15 + 0.05 3.88 + 0.29 391 + 0.14 3.52 + 1.79 477 + 478 451 + 0.12 493 + 0.01 493 + 0.20
Pro 293 + 0.1 161 + 0.09 287 + 0.88 2.25 + 1.83 253 + 291 227 + 0.06 292 *+ 0.06 283 *+ 0.12
Tyr 264 + 0.02 445 + 0.25 118 + 0.2 1.79 + 141 319 + 22 355 + 0.08 238 + 0.04 252 + 0.12
Total
EAA 41.71 35.26 33.12 23.56 34,53 31.76 33.10 32.41

NEAA 31.56 25.53 27.11 18.94 36.66 35.27 37.83 35.95
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Table 4. Reproductive performance of O. maya females fed different experimental diets. Data are as mean values + SD

DIET

Crab Crab (C. sapidus) Crab (C. sapidus) and Crab (q. sapidus) and

Female performance (C. sapidus) and Squid (D. gigas) Mussjel (P. ' Fish head .
canaliculus) (Epinephelus morio)

Initial wet weight, g 1002.53 + 128.72 a 916,57 + 15833 a 86818 + 11250 a 877.86 + 212.89
Weight after spawn, g 828.73 + 11249 a 93164 + 9786 b 92782 + 200.72 b 104643 + 276.38
Number of females 15 15 15 15
Change in weight, g -173.80 + 7848 a 15.07 + 151.73 b 59.64 + 169.26 b 168.57 + 286.04 b
Days to spawn 880 =+ 410 a 2260 + 1090 b 2780 + 1360 b 3350 + 2140 b
Eggs per clutch 2196 + 591 a 1945 + 686 a 2139 + 532 a 1957 + 557 a
Eggs per spawn 75718 + 33270 a 64336 + 419.74 a 833.61 =+ 296.66 a 751.71 + 46528 a
Fecundated eggs 396.40 + 265.20 a 46692 + 29646 b 601.00 + 403.07 c¢ 48746 + 201.72 b
Hatchlings per spawn 319.08 + 160.27 a  435.00 + 298.17 a 47540 <+ 30837 a 47992 + 203.38 a
Survival at hatch, % 80 93 79 98
‘(’ggt:l";)"ggt ofhatchlings 43 , 002 b 012 _ 001 a 012 _ 001 a 012 _ 001
Survival after Fasting
period (10 d), % 5769 + 17.03 a 7150 + 1582 b 8154 + 1546 b 81.79 + 9.12
Spawns obtained per
tretament 15 14 13 15

Different letters in rows correspond to groups amongst which statistical differences were found at p < 0.05.
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Table 5. Fatty acid content in the yolk of 1 d old embryos obtained from O. maya females fed different diets. Data are mean values_+
SD

Crab Crab-Squid Crab-Mussel Crab-Fish head

Component Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

C14:0 314 045 3.04 050 315 025 335 0.27
C15:0 085 0.07 081 0.05 086 006 085 0.09
C16:0 30.87 233 3182 1.01 3242 132 3233 140
C17:0 193 0.28 201 0.26 200 0.08 193 0.16
C18:0 883 084 856 126 9.06 021 849 043
C20:0 0.09 0.03 005 003 005 005 0.05 0.03
C21:0 13.51 148 1436 0.84 1391 0.79 13.82 1.30
C22:0 037 032 034 034 043 054 038 040
C23:0 140 013 138 018 117 0.06 146 042
C24:0 0.04 0.06 0.00 0.00 0.02 0.04 0.03 0.02
C14:1 0.10 0.04 0.11 0.05 0.10 0.05 0.08 0.02
C15:1 0.01 0.05 0.00 000 003 006 016 0.21
Cle:1 154 013 154 020 174 010 158 0.15
C17:1 208 066 213 086 296 068 270 0.79

C18:1n9¢/t 911 0.72 796 047 831 048 8.09 0.68
C20:1n9 3.09 018 3.04 038 332 036 319 0.12
C22:1n9 0.28 0.12 031 0.03 040 0.05 026 0.15
C24:1n9 0.69 1.88 0.03 0.03 0.05 0.04 0.09 0.06
C18:2n6¢ 116 019 058 034 083 050 073 0.14
C18:2n6t 0.58 0.09 0.29 017 042 025 037 0.07

C20:2 181 0.23 1.00 0.14 096 019 098 0.37
C22:2 022 0.09 0.14 007 028 0.12 022 0.06
C18:3n6 1.30 265 001 0.02 0.01 0.02 003 0.02
C18:3n3 045 005 033 0.05 036 005 019 0.16
C20:3n6 0.27 0.02 020 0.03 011 0.07 021 0.03
C20:3n3 0.13 0.06 0.09 0.04 0.07 005 012 0.07
C20:4n6 041 0.04 043 0.03 042 002 041 0.04
C20:5n3 9.23 060 850 0.58 814 057 829 061
C22:6n3 7.98 037 1142 0.71 896 0.71 1012 1.12
Saturated ~ 61.04 3.67 6238 2.16 63.08 139 62.68 2.05
Monounsatural 1691 2.16 15.11 149 1692 1.14 16.15 1.92
Polyunsaturatec 23.55 295 2299 1.18 2055 1.29 21.67 1.19

n-3 17.80 0.64 2034 1.25 17.53 128 1872 1.17

n-6 16.25 2.65 15.15 0.82 14.87 0.76 14.79 1.21

EPA 9.23 060 851 058 814 057 829 061

DHA 798 037 1142 071 896 071 1012 1.12

DHA/EPA 086 0.08 134 0.05 1.10 0.04 122 0.19
DHA/ARA 19.69 26.51 21.46 2441
EPA/ARA 22.77 19.74 19.51 20.00
inoleic Acid/AR 2.87 135 2.00 1.76
inolenic acid/EF 0.13 0.07 0.10 0.09

nolenic acid/DF 0.16 0.001 0.001 0.003




0.05—+

=

IS

8 04

]

>

[

)

IS

X

N~

S

N

~ -0.054 @9

O C17:0

O C18:2n6t

(al

-0.101, | : :

-0.05 0 0.05 0.10

PCO1 (32% of total variation)

FIG. 6



Table 6. Amino acids content in the yolk of 1 d old embryos obtained from O. maya females fed different diets. Data are mean values
+ SD.

FEMALE DIETS

Amino Acids in

yolk Crab Crab-Squid Crab-Mussel Crab-Fish Heads
His 1.18 + 0.04 1.26 + 0.07 138 + 0.17 1.38 + 0.05
Thr 374 + 0.1 391 + 0.15 422 + 0.23 423 + 0.13
Arg 42 + 0.19 449 + 0.23 457 + 0.34 509 + 0.39
Val 3.61 + 0.09 405 + 0.14 417 + 0.21 432 + 0.17
EAA Me 155 + 0.05 142 + 0.08 161 + 0.15 1.57 + 0.07
Lys 574 + 2.43 696 + 04 6.93 + 0.72 1.62 + 217
lle 29 + 147 407 + 0.18 343 + 1.73 148 + 1.45
Leu 719 + 1.99 854 + 0.24 8.88 + 0.39 475 + 1.57
Phe 275 + 0.11 297 + 0.15 312 + 041 3.04 + 0.12
Asp 6.63 _ 0.17 6.49 _ 0.2 6.53 _ 0.53 6.67 _ 0.21
Ser 406 + 0.1 408 + 0.12 427 + 0.2 432 + 01
Glu 106 + 0.24 109 + 0.28 11 + 0.76 11.3 + 0.32
NEAA  Gly 135 + 0.04 133 + 0.05 143 + 0.09 142 + 0.04
Ala 251 + 0.05 248 + 0.05 254 + 0.09 259 + 0.07
Pro 248 + 0.07 247 + 0.05 272 + 0.14 277 + 0.11
Tyr 284 + 0.1 284 + 0.15 3.12 + 044 3.12 + 0.15
TOTAL
EAA 32.86 37.67 38.31 27.48

NEAA 30.5 30.55 31.56 32.23




10+

i A Cr
O Cr-Sq
% Cr-
Cr-Fi
= b+
S
©
@
>
e
el
5 0
X
N~
©
\o)
(qV|
S
a -5+
'10"| | | | |
-10 -5 0 5 10

PCO1 (57.7% of total variation)

FIG. 7



Fig. 8.
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