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ABSTRACT
Octopus maya is a carnivorous species and protein is the main energy source.

Taking into consideration protein needs for metabolism in the present study
two experiments were done. In the first one two dietary protein levels (40 and
60% CP) were tested. In the second 5 different levels of fish soluble protein
concentrate (SPCP; 0% 5% 10% 15% and 20%) were offered as an artificial diet.
Frozen crab (Callinectes spp) was used as a control diet in both experiments.
The form in which dietary protein level modulates the digestive capacity, the
accumulated energy in tissue and energy budget of octopuses was evaluated
through digestive enzyme activity in different tissues (salivary glands: anterior
and posterior, digestive gland, pancreas and crop), energy content (muscle and
digestive gland) and food ingestion, oxygen consumption, ammonia excretion
and growth of juveniles of O. maya. Glycogen and total lipids accumulated in
muscle and digestive gland were measured in order to determine how nutrients
modulate reserves at tissues level. Results obtained in the present study
demonstrated that crab is one of the best diets for O. maya. The artificial diet
with 60%CP produced a low but positive growth rate, and in some cases, a
physiological response similar to that observed in octopuses fed crabs. Also the
diet with 15% of SPCP showed the best growth although lower than observed in
octopuses fed crab. The present results show the capacity of O. maya juveniles
to adjust their digestive enzymes to different types of food and protein level

appears to be well correlated with growth.

RESUMEN

El pulpo Octopus maya es una especie carnivora y las proteinas son la fuente
principal de energia. Tomando en consideracion que la proteina es necesaria
para el metabolismo, en el presente estudio se formulo una dieta con dos
niveles diferentes de proteina (40 y 60% PC) y otra con S diferentes niveles de

hidrolizado de pescado (0% 5% 10% 15% y 20%) y se ofrecié como una dieta



artificial y Cangrejo fresco congelado (Callinectes sp) se us6 como una dieta
control en los experimentos. La forma en que el nivel de la proteina modula la
capacidad digestiva y la energia acumulada en los tejidos para el crecimiento se
midi6 a través de la actividad de las enzimas digestivas (proteasas, tripsina y
leucin amino-peptidasa) en glandulas salivales anteriores y posteriores,
pancreas, ciego y glandula digestiva. La cantidad de energia en musculo,
ingestion del alimento, consumo de oxigeno, excrecion de amonio y crecimiento
de juveniles de O. maya. Glucogeno y lipidos totales contenidos en musculo y la
glandula digestiva fueron medidos para determinar como los nutrientes
modulan reservas de los tejidos. Resultados obtenidos en el presente estudio
demostraron que el cangrejo es una de las mejores dietas para O. maya. La
dieta artificial con 60% PC produjo una proporcion de crecimiento baja pero
positiva, y en algunos casos, una respuesta fisiologica similar a lo observado en
pulpos alimentados con cangrejos. Asi mismo, la dieta con 15% de hidrolizado
de pescado mostr6 los mejores crecimientos, aunque baja en relacion con los
organismos alimentados con cangrejo. Los resultados presentes muestran la
capacidad de juveniles de O. maya de ajustar sus enzimas digestivas a los
diferentes tipos de comida y nivel de proteina, y esto parece tener relacion con

el crecimiento del pulpo.



INTRODUCCION

Los cefalopodos se caracterizan por tener ciclos de vida cortos, que
pueden llegar a ser de apenas 6 o 9 meses de edad (Okutani, 1990; Forsythe,
1981; Domingues et al.,, 2001a, 2001b, 2002). Sin embargo, la mayoria de las
especies vive de uno a dos anos (Mangold, 1983). Se reproducen apenas una
vez en su vida (Mangold, 1983). Son depredadores activos, que poseen un papel
determinante en las estructuras troficas de los océanos, y son también un
importante recurso pesquero (Boletzky y Hanlon, 1983), siendo consumidos

regularmente en diversas regiones de la tierra (Lee et al., 1998).

En los ultimos anos se ha incrementado el interés en diversas especies de
cefalopodos, principalmente en las ciencias biolégicas y médicas, siendo estos
animales usados como modelos de investigacion al nivel de las ciencias
neurologicas, fisiologia, inmunologia, bioquimica nutricional, envejecimiento,
ontologia, etologia y biologia molecular (Gilbert et al., 1990; Oestman et al.,

1997).

El pulpo Octopus maya es una especie litoral que se distribuye en la Bahia de
Campeche, la parte Norte de las costas de la peninsula de Yucatan y también
desde la punta Sur de Yucatan hasta Isla Mujeres (Solis, 1967). Mas
recientemente se amplio el intervalo de su distribucion, que es desde Ciudad
del Carmen, Campeche, a Isla Mujeres (Solis-Ramirez 1994; 1997). Ocupa
fondos lodosos o calcareos, con escondites ocasionales, pudiendo también ser
encontrados en las praderas de pastos marinos formados principalmente por

Thalassia testudinum (Solis, 1967).

Octupus maya presenta facil adaptacion a vivir en cautiverio, acepta alimento
balanceado y fresco y posee un alto precio en el mercado. (Voss y Solis 1966).
La tasa de crecimiento de los pulpos en general es muy alta. Aunque los pesos
maximos de O. maya (3.5 kg en promedio) son menores que los observadas en

O. vulgaris (12.5 kg en promedio) su tasa de crecimiento resulta atractiva pues



se sabe que O. maya alcanza su peso maximo entre los 8 y 9 meses después de

la eclosion de los juveniles (Santos-Valencia 2000).

La mayoria de las especies de pulpos y demas cefalopodos tienen huevos
pequenos con desarrollo larvario complejo (Boletzky, 1974). Contrario a lo que
ocurre con estas especies como Octopus vulgaris (Villanueva, 1994), las que
presentan huevos grandes y de desarrollo directo, y que aceptan dietas muertas
después de las primeras fases de desarrollo son las mas atractivas para la
acuacultura, principalmente a nivel comercial, y han sido cultivadas en
pequena o media escala durante los ultimos anos. Entre estas esta O. maya
que ha sido cultivado en el laboratorio (Solis, 1967; Van Heukelem, 1976;
1977; DeRusha et al.,, 1989), incluso por 4 (Hanlon y Forsythe, 1985) o 5
generaciones consecutivas (Van Heukelem, 1983). Esta especie puede alcanzar
1 Kg en 4 meses, y llegar a pesos superiores a los 3 Kg en 9 meses, cuando es

cultivada a 25°C (Van Heukelem, 1983).

El ciclo de vida para O. maya fue determinado entre 8 y 12 meses (Hanlon y
Forsythe, 1985), y entre 9 y 10 meses (Van Heukelem, 1983), para
temperaturas de cultivo entre 25 y 30°C. El desarrollo embrionario para esta
especie varia entre los 50 y los 65 dias en el medio natural (Solis, 1967). Van
Heukelem (1983) indica un desarrollo embrionario de 45 dias a temperaturas
entre 24 y 26°C. Los recién nacidos de esta especie pesan en promedio 0.1 g
(Van Heukelem, 1983; Hanlon y Forsythe, 1985), y presentan un
comportamiento similar al de los adultos (Hanlon y Forsythe, 1985). Durante
las primeras fases del ciclo de vida es esencial que sean alimentados con presas
vivas de tamano adecuado. Entre estas estan los misidaceos (Hanlon y
Forsythe, 1985), o los gamarideos, anfipodos e isopodos (Van Heukelem, 1983).
Los juveniles pueden ser alimentados con gasteropodos y almejas cangrejos
entre otras presas naturales. De preferencia se deben ofrecer presas vivas,
porque el canibalismo aumenta cuando las dietas son muertas (Van Heukelem,

1983). Las tasas de alimentacion (a temperaturas medias de 25°C) varian entre



20 % de su peso por dia en las primeras fases de la vida, hasta un 5% al
acercarse la etapa reproductiva (Hanlon y Forsythe, 1985). El sexo de esta
especie no se puede determinar hasta por lo menos a los 3 meses de edad. Las
gonadas de los individuos de esta especie aparecen entre los 3 y 5 meses de
edad (25-450 g). El hectocotilo (tercer brazo derecho especializado y modificado
en el macho para depositar los espermatoforos en el manto de la hembra)
empieza a desarrollarse entre el cuarto y quinto mes de edad. La puesta suele
ocurrir después de los 8 meses de edad, y la fecundidad real (huevos
producidos) para esta especie varia entre 300 y 5000 por hembra. La hembra
permanece junto a los huevos, airandolos y dandoles proteccion hasta que
nacen las crias, y no sobrevive a la puesta (Van Heukelem, 1983). La
mortalidad en los tanques de cultivo es baja (Van Heukelem, 1983). Hanlon y
Forsythe (1985) reportan mortalidades entre 20 y 30% para la totalidad del

ciclo de vida.

Uno de los factores mas importantes que han impedido el desarrollo de la
acuacultura de cefalopodos a escala comercial es la dependencia en dietas
naturales para su alimentacion (O’Dor y Wells, 1987; Lee et al., 1991). Hay
varias dietas naturales con que se pueden cultivar y mantener cefalopodos en

cautiverio (Boletzky y Hanlon, 1983; DeRusha et al.,, 1989; Castro et al., 1993;
Domingues et al., 2002, 2003,). En el cultivo de cefalopodos, mas del 50% del
trabajo esta asociado a la captura, mantenimiento o cultivo de las presas (Lee,
1994). Hasta el presente, se han realizado algunos intentos para producir
dietas artificiales para pulpos y también para S. officinalis con resultados poco
alentadores (DeRusha et al., 1989; Lee et al., 1991; Castro et al., 1993; Castro y
Lee, 1994; Domingues, 1999). Por los motivos descritos anteriormente, es
también de vital importancia la determinacion de los requerimientos
nutricionales y ambientales basicos para cefalopodos, tanto a través del
desarrollo de dietas artificiales equilibradas, eficientes y atractivas para
Octopus maya, como la determinacion de los factores fisicos y ambientales mas

relevantes para la optimizacion del cultivo.



Morfologia del aparato digestivo de cefalopodos

La morfologia del aparato digestivo determina la eficiencia con que estos
organismos utilizan los nutrientes del alimento. Los cefalopodos tienen un
modo de digestion similar al de los vertebrados, con secreciones pancreaticas
de enzimas extracelulares y absorcion tipo intestinal de pequenas moléculas (en
el ciego y el intestino); algunas especies presentan digestion intracelular
(Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni, 1983). El tracto digestivo de los
cefalopodos tiene forma de U (Fig. 1). El ramo descendente, o parte anterior,
incluye el esofago y el estomago. El ramo ascendente, o parte posterior, es
constituido por el ciego (en forma de espiral) y un intestino de pequenas
dimensiones (Bidder, 1966; Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni, 1983). El ano
se sitia en posicion posterior al sifon con excepcion de los nautilos. La bolsa de
tinta libera sus secreciones a través de un canal que esta conectado al

intestino, no muy alejado del ano (Bidder, 1966).

El esofago termina y el intestino comienza en donde se dobla el aparato
digestivo, en el vestibulo, que es la region hacia donde abren tanto el estomago
como el ciego. Valvulas (esfinteres) permiten al estomago y el ciego estar
aisladas del resto del aparato digestivo. Los dos canales digestivos, originados
en la glandula digestiva, se unen justo antes del eje de la espiral del ciego. Una
estria digestiva que conecta el ciego al vestibulo permite que exista un pasaje
libre entre la glandula intermedia y el estomago (Bidder, 1966). La estria
digestiva y los esfinteres permiten que sustancias presentes en el estomago
pasen a los canales digestivos o al intestino, y el flujo inverso, de los canales
digestivos al estomago directamente, sin pasar por el ciego. Este mecanismo es
muy importante y debe tenerse en cuenta para que podamos entender los
procesos digestivos en los cefalopodos (Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni,

1983).



Figura 1 — Organos digestivos de (a) Sepia officinalis, (b) Octopus vulgaris y (c) Loligo vulgaris. La
bolsa de tinta no esta representada. A, ano; asg, glandula salivar anterior; bm, masa bucal; c,
ciego; cs, bolsa del ciego; dd, canales digestivos; dda, apéndices de los canales digestivos; dg,
glandula digestiva; i, intestino; 1, labios; e, eséfago; psg, glandula salivar posterior; s, estomago.
Las flechas finas indican el flujo de las particulas sélidas en el tracto digestivo. Las flechas
gruesas indican sitios de absorcion. (Bidder, 1966).

Glandula Intermedia

En la mayoria de los cefalopodos (Coleoidea), la glandula intermedia se
divide en dos partes de tamano distinto, conectadas en serie; la parte anterior
es la glandula digestiva, de color marron, y la parte posterior es el pancreas,
que esta constituido por apéndices formados a partir de los canales digestivos
(Fig. 1). En los pulpos, el pancreas esta localizado dentro de la capsula de la
glandula digestiva (Fig. 1). En los cefalopodos decapodos el pancreas se situa
en la bolsa del rinén, mientras que en los sepioidea cada tubo esta cubierto por

un epitelio celomico (Best, 1981).



Estructura de la glandula digestiva

La glandula digestiva, ademas de sus funciones digestivas, es también un
local de almacenamiento de reservas energéticas. Su color es acastanado,
debido a la presencia de pigmentos (carotenos) provenientes de las presas que
componen la dieta de los diferentes cefalopodos (Fox, 1966; Altman y Nixon,
1970). La glandula digestiva de los calamares, que se alimentan
mayoritariamente de peces, no es tan rica en carotenos, en comparacion con
las de los pulpos o sepioidea, cuya dieta es mayoritariamente compuesta por
crustaceos, ricos en este pigmento (Fox, 1966). Por ejemplo, la glandula
digestiva de pulpos que se alimentan exclusivamente de peces tiene un color

verde (Altman y Nixon, 1970).

En los adultos, la glandula digestiva es normalmente compuesta por un simple
organo, exceptuando los sepioidea (Sepia sp.), donde se distinguen facilmente
los dos lobulos de la glandula. Este 6rgano se compone de diversos canales que

abren en los canales digestivos.

FISIOLOGIA DE LA DIGESTION
Enzimas digestivas:

Enzimas proteoliticas, amilasicas y lipoliticas existen en distintos organos
del aparato digestivo; Su actividad varia de acuerdo con cada 6rgano, y estado
de digestion. A pesar de que se haya encontrado actividad enzimatica en todos
los niveles del aparato digestivo, apenas algunos organos poseen este tipo de

actividad a nivel epitelial.

Los principales organos que segregan enzimas digestivas son las glandulas
intermedias, la glandula digestiva, el ciego y los canales digestivos. Ni el
estomago, ni el eséfago segregan enzimas. Asi, las enzimas digestivas que

degradan los alimentos en estos dos organos tiene proveniencia de otros



organos, principalmente de las glandulas salivares o digestiva (Boucaud-Camou
y Boucher-Rodoni, 1983).

La actividad enzimatico digestiva en adultos de pulpo (O. vulgaris) fue descrita
por Morishita (1974) y Boucher-Rodoni et al., (1987). La localizacion de las
enzimas digestivas en juveniles fue descrita por Boucaud-Camou y Roper
(1995, 1998). En paralarvas silvestres, la actividad proteolitica fue detectada en
las glandulas salivares posteriores, glandula digestiva, estomago y ciego

(Boucaud-Camou y Roper, 1995).

Digestion de proteinas:

Segun Lee (1994), la digestibilidad de proteinas en cefalopodos es alta
(96%). La actividad proteolitica existe en el lumen del aparato digestivo, desde
el esofago al intestino, usualmente mas cerca del epitelio (Boucaud Camou,
1973). Esta actividad se origina en varias secreciones de distintos érganos; las
glandulas salivares y digestiva, el ciego y el intestino. En las glandulas salivares
posteriores de Sepia no se encontr6é actividad enzimatico (Boucaud-Camou,
1969), mientras en los pulpos se observo actividad proteolitica en las glandulas
salivares posteriores (Sawano, 1935; Morishita, 1974), estando en este caso
probablemente asociados a la digestion externa. Morishita (1974) indica que las
glandulas salivares posteriores desempenan un papel importante en la
digestion de proteinas. También Best (1981) presento fuerte evidencia de este
hecho en pulpos. En calamares, como Todarodes sp., que poseen glandulas
salivares reducidas, la glandula digestiva, por su tamano, es responsable por
casi 90% de toda la actividad proteolitica (Takahashi, 1960). También
Koslovskaya y Vaskovsky (1970) describen elevada actividad proteolitica en
varias especies de cefalopodos. Sawano (1935) y Takahashi (1960) encontraron

actividad proteolitica también en los canales digestivos de pulpos y calamares.

Digestion de carbohidratos:
Un incremento en el nivel de glucosa en la sangre, proporcional a la

concentracion de carbohidratos en la dieta fue descrito por Boucaud-Camou



(1969). Una actividad enzimatica de digestion de carbohidratos fue encontrada
en el lumen intestinal en Sepia (Boucaud-Camou, 1969; 1973) y en la glandula
digestiva para Sepia sp., Todarodes sp., Loligo sp. y Eledone sp. (Romijn, 1935;
Takahashi, 1960; 1963; Boucaud-Camou, 1969; 1973). Igual que para las
proteinas, no se pudo encontrar digestion de carbohidratos en el esofago o el
estomago de cefalépodos, y las glandulas salivares de Sepia. Al revés, Romanini

(1952) encontro este tipo de digestion en las glandulas salivares de pulpos.

La glandula digestiva presenta fuerte actividad en la digestion de carbohidratos.
En Sepia, las amilasas fueron detectadas histoquimicamente en la lumina de
los canales digestivos (Romijn, 1935; Boucaud-Camou, 1974), y la celulaza en
la glandula digestiva de pulpos (d’Aniello y Scardi, 1971) y calamares (Okutani
y Kimata, 1964).

Digestion de lipidos:

La glandula digestiva y el ciego son los mayores o6rganos de absorcion de
lipidos, aunque esta actividad sea reducida (Romijn, 1935; Takahashi, 1960;
1963). Lee (1994) indica tasas de digestion de lipidos de 46% para O. vulgaris.
O’Dor et al., (1983) refiere que los cefalopodos tienen baja digestibilidad de

lipidos, y pobre eficacia en oxidarlos.

Locales de absorcion:

El ciego es el principal o6rgano de absorcion en los cefaléopodos. La
superficie del epitelio del ciego esta aumentada por numerosos dobleces de la
pared, y este hecho, esta directamente relacionado con los procesos digestivos
(Bidder, 1950). Boucaud-Camou (1977) comprob6 la polaridad de la mucosa. La
absorcion ocurre en la parte elevada del doblez, mientras que las enzimas
digestivas se concentran en la ranura. La importancia del ciego en la absorcion
es mayor en los pulpos que en la Sepia (Boucaud-Camou et al., 1976). En los
calamares (loliginidae), el largo ciego, pero también el intestino, son los

principales 6rganos de absorcion (Bidder, 1950). La glandula digestiva también



tiene un papel muy importante en la absorcion. Usando alimento marcado,
Boucaud-Camou y Péquignat (1973) indican que la absorcion tiene lugar
temprano en Sepia, en este 6rgano. Contrariamente, en Loligo sp. (Calamares),
en la glandula digestiva no hay absorcion (Bidder, 1966). Los canales digestivos
son de los 6rganos mas importantes en absorcion en Sepia (Boucaud-Camou y
Péquignat, 1973), pues siempre revelan gran actividad especifica. Fue en este
epitelio interno donde se registr6 mayor absorcion de alimento marcado
radiactivamente. En pulpos y Sepia, el intestino no parece tener un papel
importante en la absorcion de alimento, a pesar de que su estructura
histologica es semejante a la del ciego, pero en calamares (Loligo sp.) es un

organo importante de absorcion de lipidos (Bidder, 1950).

Tasa de ingestion:

Las tasas de ingestion dependen de la temperatura del agua (Richard,
1971; Boletzky, 1975; Domingues et al.,, 2002), del alimento disponible y del
tipo de presa que sirve de alimento (Mangold, 1983). Las tasas de ingestion de
los cefalopodos pueden llegar al 50% peso dia-! (Mangold, 1983; Boucher-
Rodoni et al., 1987; Domingues et al., 2001a), pero disminuyen con la edad
(Nixon, 1966; Domingues et al., 2002). La tasa de ingestion esta también
determinada por la cantidad de alimento disponible (Richard, 1971; Pascual,

1978; Domingues et al., 2001b; 2002).

Garcia y Giménez (2002), reportan tasas de ingestion mas elevadas para
hembras antes de la fase de maduracion. Una vez que las hembras necesitan
mas nutrientes y energia para la produccion de huevos, comparado con los
machos (O’Dor y Wells, 1978), esta elevada tasa de ingestion puede estar

asociada a las necesidades de la reproduccion.

Ruta del alimento:
El alimento pasa de la cavidad bucal al eséfago y por movimientos

peristalticos al estomago. Aqui, este es parcialmente descompuesto,



esencialmente por accion de enzimas elaboradas en la glandula digestiva, y
también, en algunos casos, de glandulas salivares. El fluido digestivo entra
seguidamente al ciego, a través de los canales digestivos y la glandula digestiva,
por lo menos en Sepia y en los pulpos. El alimento que entra al ciego entra en
las fases terminales de digestion, y es seguidamente absorbido en este 6rgano.
En calamares como Loligo sp., el alimento no entra a la glandula digestiva, y es

absorbido en los largos ciego e intestino (Bidder, 1966).

Duracion de la digestion:

La digestion en cefalopodos es mas rapida que en peces (Boucher-Rodoni,
1975). La temperatura del agua es el factor de mayor importancia para
determinar el tiempo de digestion, el cual varia entre especies. Otro factor
importante que determina la duracion de la digestion es el tipo de habitat del
cefalopodo en cuestion (bentonico, semi-bentéonico o pelagico, siendo
generalmente asociados a este tipo de habitat los pulpos, la Sepia y los
calamares, respectivamente). A una determinada temperatura, el tiempo de
digestion es mas elevado para una especie bentdonica, comparado con una
especie pelagica (Boucaud-Camou y Boucher-Rodoni, 1983). La cantidad de
alimento ingerido no parece tener efecto sobre el tiempo de digestion, a no ser

que sea una cantidad bastante reducida.

En todas las especies de cefalopodos, la velocidad de digestion es muy elevada
durante las fases iniciales de la digestion, disminuyendo considerablemente en
fases posteriores. Estos animales pueden ingerir otra presa aun antes de haber
terminado la absorcion de la anterior (Bidder, 1966). Estos procesos digestivos
en fases sucesivas, en el estomago, ciego, y por lo menos en pulpos y Sepia, en
la glandula digestiva, hacen posible la digestion de dos comidas
simultaneamente, lo que permite a los cefalopodos un potencial proceso
digestivo de extraordinaria eficiencia (Bidder, 1966; Boucaud-Camou Yy

Boucher-Rodoni, 1983).



Tasas de conversion:

Los cefalopodos son animales que presentan tasas de crecimiento muy
rapidas (Nixon, 1966; Choe, 1966; Richard, 1971; Mangold y Boletzky, 1973;
Van Hewkelem, 1983; Forsythe et al., 1994; Lee, 1994; Domingues et al,
2001a, 2001b, 2002, 2003). Durante el proceso de crecimiento, la ingestion,
absorcion y tasas de conversion de alimento son etapas sucesivas que

transforman el alimento ingerido en tejido animal.

Las tasas de conversion son muy altas, en comparacion con los peces, por
ejemplo (Choe, 1966; Nixon, 1966; Mangold, 1983; Domingues et al.,, 2003;
2004). Siendo de las mas elevadas encontradas en el reino animal, y que suelen
ser superiores al 50% (Amaratunga, 1983; Van Hewkelem, 1976, 1977; 1983;
Mangold, 1983; Forsythe y Van Hewkelem, 1987; Domingues et al., 2004). Choe
(1966) indica tasas de conversion que varian entre 9 y 71% peso dia-!, con
promedios de 38.7%, aunque Domingues et al., (2001a; 2004) reporta que estas
suelen variar entre 35 y 50%. Segun Nixon, (1966), en pulpos, la conversion de
alimento varia entre 25 y 55% durante el ciclo de vida. Tasas de conversion
suelen ser mas altas con crustaceos (£50%) que con peces (25 a 30%)

(Domingues et al., 2003; 2004).

Segun Van Hewkelem (1976), para Octopus cyanea, del valor calorico, el
porcentaje convertido, usado para mantenimiento, funciones vitales, y no

utilizado es de 60, 34 y 4%, respectivamente.

Balance energético.

El consumo de oxigeno y las tasas de excrecion del amonio de O.
vulgaris han sido estudiadas a fondo por Wells et al. (1983) encontrando que la
alimentacion y el movimiento conducen a los aumentos grandes en el consumo

del oxigeno y que los picos nocturnos representan periodos de actividad



importante con gastos energéticos. Asi mismo Wells et al. (1983) determinaron
que el costo metabdlico de nadar para los pulpos, es cerca de tres veces el costo

de nadar para un pescado de tamano similar.

El consumo de oxigeno y la excrecion de amonio se ve afectada por la actividad
y alimentacion. Boucher-Rodoni y Mangold (1985) encontraron que en O.
vulgaris, el hambre induce una declinacion en el consumo de oxigeno y mas

aun en la excrecion de amonio y un aumento en el cociente atomico de O/N.

Parra et al. (2000) midieron la tasa de respiracion en juveniles tempranos de O.
vulgaris. Encontrando que el consumo de oxigeno aumenta repentinamente
(aproximadamente tres veces), en respuesta al aumento en los gastos

energéticos debido a la actividad constante de la natacion.

HIPOTESIS

Si los juveniles de pulpo tienen tasas de crecimiento elevadas cuando se
les alimenta con cangrejos frescos o congelados entonces cuando sean
alimentados con una dieta balanceada con composicion similar a esos
cangrejos mostraran un comportamiento fisiologico, bioquimico y energético

equivalente.

OBJETIVO GENERAL
Conocer la forma en que las proteinas del alimento modulan la cinética
de la digestion y el flujo de energia en juveniles del pulpo Octopus maya en

condiciones controladas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar el efecto del nivel de proteinas de la dieta y del nivel de

inclusion optima de hidrolizado de pescado en el crecimiento y



supervivencia de juveniles de Octopus maya en condiciones de
laboratorio.

. Determinar el efecto del nivel de proteinas de la dieta y del nivel de
inclusion optima de hidrolizado de pescado en la cinética de las enzimas

digestivas de juveniles de Octopus maya en condiciones de laboratorio.

. Determinar el efecto del nivel de proteinas de la dieta y del nivel de
inclusion optima de hidrolizado de pescado en el balance energético de

juveniles de Octopus maya en condiciones de laboratorio.



MATERIAL Y METODOS

La colecta de los pulpos se realizo en la costa frente al puerto de Sisal,
Yucatan mediante el método de gareteo. Este método consiste en la captura de
organismos en una embarcacion dotada de dos carrizos o jimbas de 4 a 5 m de
longitud colocadas cada una en la proa y popa. A lo largo de estas y a un
costado del bote se atan lineas de hilo nylon las cuales tienen en el extremo
libre de la linea una jaiba como carnada. Aproximadamente a 20 cm de la jaiba
se coloca un plomo. El bote entonces, se deja al garete o deriva, las lineas
cuyo cebo es atrapado por el pulpo manifiestan cierta tension y de inmediato

se levanta y se sujeta al pulpo con la mano.

Los pulpos fueron transportados a la Unidad Multidisciplinaria de docencia e
Investigacion de la UNAM ubicada en Sisal, Yucatan. Los animales se
colocaron en estanques de 5m de diametro para su aclimatacion.
Posteriormente, se selecciono un grupo de 30 organismos de entre 200 y 800g y
se trasladaron al laboratorio donde fueron sexados y pesados utilizando una
balanza granataria (+ 0.05g) y posteriormente se fueron colocando individual y
aleatoriamente en tanques de 80 L de capacidad (fig. 2) acondicionados con
aireacion constante y flujo de agua de mar natural equivalente a un recambio
de 300% diario. En tales condiciones es posible asegurar niveles de nitrégeno
amoniacal y nitrito por debajo de 0.1 mg/l, el nitrato por debajo de 50 mg/l y
de pH entre 7.7 y 8.2 (Rosas et al., 1997). Estos valores han sido recomendados
como los mas adecuados para el mantenimiento y cultivo de diferentes especies

de Octopus, incluyendo a O maya (Hanlon y Forsythe, 1985).

a. Condiciones experimentales
Ambos experimentos tuvieron una duracion de 40 dias, en el primer
experimento se formaron tres grupos de 10 organismos cada uno y 6 grupos de

10 organismos cada uno en el segundo experimento.



Figura 2. Tanques de 80 L en donde se llevaron a cabo los experimentos de nutricion

con juveniles de O. maya.

b. Alimento y alimentacion.

El alimento utilizado fue disenado considerando dos niveles de proteinas
en el experimento 1 y 5 niveles de hidrolizado de pescado en el experimento 2.
En ambos se utilizaron cangrejos congelados como dieta control. En los dos
experimentos el alimento balanceado fue proporcionado a los organismos en
forma de pasta. Brevemente, el alimento fue preparado en el laboratorio
mezclando todos los ingredientes hasta formar una pasta que contenia un 5%
de humedad. La pasta fue almacenada en frio hasta que fue utilizada como

alimento.

La composicion de los alimentos experimentales se muestras en las tablas 1y

2.

Tabla 1. Composicion de la dieta artificial para evaluar el efecto del nivel de proteinas

de la dieta en juveniles de O. maya. Experimento 1.



Ingrediientes Niveles de proteina

g100g 40% 60%
Harina de pescado (Menhaden) .16 4
BIOCP' 417 5
Profine 2 8.33 10
H. calamer (Loligo soo) 8.33 10
Suero de leche 16.7 20
Leatina de soya 1 1
Aceite de pescado 08 0
Almidon de maiz 164 4
Vit. DVS® 1 1
Rovimix STAY-C* 05 05
Cardfila® 0016 0016
Rdleno® 7.5% 6.434
Alginato (caboximetiloglulosa) 1 1

Tabla 2. Composicion de la dieta artificial para evaluar el efecto del nivel de hidrolizado

de pescado en juveniles de O. maya. Experimento 2.



Ingredientes Niveles de hidrolizado de pescado

gi100g 0% 5% 10% 15% 20%
Harina de pescado (Menhaden) 41 41 41 41 41
BIOCP' 0 5 10 15 20
Pr()ﬁne2 10 10 10 10 10
H. calamar (Loligo spp) 10 10 10 10 10
Suero de leche 25 20 15 10 5
Lecitina de soya 1 1 1 1 1
Aceite de pescado 0 0 0 0
Almidén de maiz 4 4 4 4 4
Vit. DMS 3 1 1 1 1 1
Rovimix STAY-C * 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Cardfila’® 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016
Relleno © 6.484 6.484 6.434 6.484 6.484
Alginato (carboximetilcelulosa) 1 1 1 1 1

1 Concentrado proteico de pescado

2 Concentrado proteico de soya

3 Premezcla de vitaminas y minerales
4 Vitamina C

5 Pigmento

6 Talco simple

En ambos experimentos los organismos se alimentaron dos veces al dia, a
las 9:00 hrs y a las 16:00 hrs (al 20% de su biomasa corporal). Para hacer esto
el alimento en forma de pasta fue colocado en conchas de cangrejo vacias las
cuales fueron colocadas en los tanques en los horarios respectivos. Cada 10
dias se pesaron los organismos para ajustar el alimento suministrado. Para
hacer esto los pulpos fueron anestesiados con una mezcla de alcohol al 5% en

agua de mar. Se utilizé una balanza granataria Ohaus con capacidad de 1.5 kg

y sensibilidad de 0.1g

c. Crecimiento y sobrevivencia.

Una vez concluido cada experimento se calculé la tasa de crecimiento
especifica (TCE), utilizando la ecuacion: TCE = [(LnP2 — LnPi)/T2 — Ti1] x 100
donde P; y P2 son el peso humedo inicial y final (g), respectivamente y Ti - T»
son el tiempo inicial y final del periodo experimental. La supervivencia de los

organismos se obtuvo de la diferencia de los animales al inicio y al final del

periodo de crecimiento.



d. Balance energético.

Para la evaluacion del balance energético se utilizo la ecuacion (joules g
pv! por dia) Il = H + N + R + P, donde I es la energia ingerida, H la energia
perdida en las heces, N la energia perdida en los productos de excrecion
nitrogenada, R la energia utilizada en la respiracion y P la energia dirigida a la

produccion de biomasa (Lucas, 1993).

Energia Ingerida (I).

Todos los dias se evaluo la tasa de ingestion a partir de la diferencia entre
el peso del alimento suministrado y el recuperado 4 horas después. Unicamente
se utilizaron los datos de ingestion procedentes del periodo de alimentacion

comprendido entre las 9 y las 13 h.

La tasa de ingestion fue corregida por el valor obtenido de un ensayo de
lixiviacion del alimento balanceado. Este ensayo se llevd a cabo colocando
muestras de 1g de alimento en un matraz de 50 ml el cual estara en agitacion
constante por 2 horas. Al final de este tiempo el alimento fue recuperado en la
misma forma que durante el experimento y puesto a secar a 60°C hasta peso
constante. La diferencia entre el peso recuperado y el peso inicial, expresada en
porcentaje fue utilizada como factor de correccion de la tasa de ingestion
medida durante el experimento. Asi, la energia ingerida fue calculada a partir
del producto de la tasa de ingestion (g/dia) por el valor energético del alimento
ofrecido (joules/g) y expresada en joules/dia por g de animal cultivado. El valor
energético del alimento fue obtenido al analizar muestras de éste en una bomba

calorimétrica Parr@.

Heces producidas (H).



Todos los dias se recuperaron las heces producidas las cuales fueron
almacenadas en la estufa a 60° para su posterior analisis. El valor calérico de
las heces se obtuvo al igual que el del alimento utilizando una bomba

calorimétrica Parr@.

Eficiencia de Asimilacion (EA).

La eficiencia de asimilacion se calculo a partir de la relacion entre la
proporcion de materia organica contenida en el alimento y las heces (Pérez et
al., 2006). Esto se obtuvo a partir de muestras de alimento y de las heces las
cuales fueron secadas en una estufa a 60°C y luego incineradas en una mufla a

500°C. La EA se calculo con la ecuacion: (A/I) x 100

Excrecion nitrogenada (N) y respiracion (R).

El metabolismo nitrogenado y el consumo de oxigeno de los pulpos
experimentales se determinaron después de 40 dias de experimento. Siete
organismos de cada tratamiento se colocaron individualmente en camaras
respirométricas las cuales estaban conectadas a un sistema cerrado de
circulacion de agua de mar en el cual fue posible controlar las temperaturas
experimentales. El consumo de oxigeno se determino utilizando la ecuacion:

VO, = (Oxie - Oxis) X F,

donde Oxi. - Oxis es la diferencia entre la concentracion de oxigeno a la entrada
y salida de la camara y F es el flujo de agua. El consumo de oxigeno fue
convertido a unidades de energia utilizando el coeficiente oxicalérico de 13.6

joules/mg Os consumido.

En el presente estudio la respiracion se consideré como la suma de la energia
utilizada en el metabolismo de rutina (Rrut) y la invertida en las
transformaciones mecanicas y bioquimicas del alimento ingerido (Rica). Rrut

fue evaluada en animales con 24 h de ayuno (Rrut).



Una vez medida la Rrut se procedidé a alimentar a los pulpos en las camaras
experimentales con una racion equivalente a la suministrada durante el periodo
de crecimiento. Posteriormente el consumo de oxigeno de los animales fue
monitoreado cada hora durante 12 horas. La Rica fue calculada a partir de la
diferencia entre el consumo de oxigeno de los animales en ayuno y el maximo

registrado después de haber alimentado a los animales.

Fig. 3. Camaras respirométricas utilizadas para O. maya

Asi mismo, durante estos experimentos se evaluoé la tasa de excrecion de
amonio analizando muestras de agua antes y después de su paso por cada

camara tanto en animales en ayuno (Nrut) como alimentados (Nenpa).

El valor del amonio excretado se transformo a su equivalente energético
utilizando el factor de 20.5 joules/mg de amonio excretado, el cual se utilizo

para evaluar la energia perdida en los productos de excrecion nitrogenada (U).

El efecto del tipo de alimento sobre el balance energético de los juveniles de O.
maya sera integrado como I = R+ P + N + H, donde R y N seran producto de la

suma de Rrut + Rica y Nrut + Nenpa, respectivamente.



Eficiencias energéticas

Las eficiencias se utilizan con el objeto de realizar comparaciones entre
distintas condiciones experimentales, tipos de alimento etc., cuyas
caracteristicas aunque son diferentes, pueden afectar de amanera proporcional

a los organismos estudiados.

e. Metabolitos sanguineos.

Después de cada evaluacion del consumo de oxigeno y excrecion
nitrogenada los organismos se sacrificaron con el fin de conocer el efecto del
tipo de alimento en la condicion nutricional. Para hacer esto se utilizaron como
indicadores diversos componentes sanguineos tales como el lactato, colesterol
proteinas, acilgliceridos, glucosa y hemocianina. También se midi6 la presion
osmotica la cual es un indicador del equilibrio hidromineral de los organismos.
La sangre de los pulpos fue obtenida directamente de la aorta dorsal. Para
evitar que el estrés de manipulacion alterara los niveles de los componentes
sanguineos los pulpos fueron colocados por 30 minutos en agua de mar a 18°C.
En el primer experimento la sangre fue recuperada después de haber hecho un
corte directamente en la aorta. En el segundo experimento un catéter fue
colocado directamente en aorta con el fin de obtener la mayor cantidad de

sangre posible con el minimo de manipulacion (fig. 4).

Una vez obtenida la muestra de sangre fue colocada suavemente sobre
una pelicula plastica (Parafilm®) colocada sobre una placa fria. De la sangre asi
obtenida se tomaron submuestras las cuales fueron utilizadas para la
determinacion de los diferentes metabolitos sanguineos analizados. Para medir
la hemocianina (oxyHc) 10uL de hemolinfa fueron inmediatamente diluidos con
990 pL de agua destilada en una cubeta para UV de 10 mm (1.0 ml, 1 cm de
espesor) en donde se midio la absorbancia a 350 nm. La concentracion de
oxyHc se determino utilizando un coeficiente de extincion de E = 17.26

calculado en base a una sub unidad de 74000 Da. Chen y Cheng (1993).



Simultaneamente 20 pL de sangre fueron tomados para medir la presion
osmotica utilizando un micro osmoémetro (American Advanced Instruments).
Los metabolitos sanguineos se determinaron en plasma el cual fue obtenido de
sangre diluida con anticoagulante frio (8°C; 1:2 sangre:Anticoagulante). La
solucion salina fue preparada de acuerdo a Vargas-Albores et al (1993) (450
mM NaCL, 10 mM KCL, 10 mM EDTA- Naz,10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm
kg-1). La hemolinfa mas anticoagulante fue centrifugada a 800 g por 3 min y el
sobrenadante fue separado para la evaluacion de la concentracion de los
metabolitos. Se utilizaron kitts comerciales para la determinacion de la glucosa,
acilglicéridos, colesterol, lactato y proteinas. Estas determinaciones fueron
hechas en 20 uL de plasma la cual se mezclo con 200 uL del reactivo en los
pozos de una microplaca. La absorbancia fue registrada en un lector de micro
placas (BIO-RAD modelo 550) y la concentracién del metabolito fue calculada
usando una curva de calibracion. Las proteinas fueron determinadas en plasma
diluido (1:300) utilizando la técnica de Bradford (1976) y albumina bovina como

estandar.

La capacidad osmotica (CO) se calculd de la diferencia entre la presion osmotica

(PO) de la sangre y la PO del agua de mar.




Fig. 4. Evaluacion sanguinea de Octopus maya

Asi mismo se obtuvieron las gonadas, glandulas digestivas y una muestra
de musculo (brazo) para el analisis calorico. Estas muestras se secaron en una
estufa a 60°C, para luego ser analizadas en una bomba calorimétrica (fig. 5)

(Parr@).
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Fig. 5. Bomba calorimétrica utilizada para el analisis de las muestras de tejido, heces y

alimento ofrecido a O. maya



f. Lipidos totales

Para la medicion de lipidos totales en musculo y glandula digestiva se
peso una muestra del tejido en una balanza sartorius y posteriormente se
homogenizo en wun tubo anadiendo cloroformo-metanol. El tejido ya
homogenizado se coloco en un matraz de 50ml y se puso en un agitador
durante 15 min. Después de los 15 min. Se procedio a filtrar con ayuda de una
bomba de vacio y papel filtro Watman No 42. Una vez filtrado se coloco la
muestra en un embudo de separacion y se le agrego agua-metanol, se agita y
se deja reposar. Al observar la separacion se vierte en frascos previamente
pesados. Estos frascos se colocan en una campana de extraccion y se retiran

hasta que se evapore la muestra, posteriormente se pesan los frascos.

g. Enzimas digestivas.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica, se extrajo durante el
muestreo una muestra de pancreas, glandulas salivales anteriores y
posteriores, ciego y glandula digestiva de cada organismo. Las muestras se
colocaron en tubos eppendorf, posteriormente estas muestras se asentaron en
nitréogeno liquido, después fueron retiradas las muestras para ser colocadas a -

402C en el REPCO hasta el momento de su evaluacion.

Se prepararon los extractos adicionando 500 pl de agua desionizada en el tubo
de vidrio del homogenizador en el cual previamente se coloco el tejido,
posteriormente se homogenizé la muestra en hielo por un minuto a velocidad
maxima, después se vacio el contenido en un tubo eppendorf limpio.
Posteriormente se centrifugo la muestra por espacio de 20 minutos a 13,200
rpm a 4°C. Se separo el sobrenadante y se hicieron diluciones: 1/10 (100 pL
del extracto homogenizado en 900uL de agua estéril) y 1/100 (10uL del extracto
homogenizado en 990uL de agua estéril), seguidamente se agitaron en el vortex
las diluciones. Dichas diluciones fueron usadas inmediatamente para

determinar el analisis de las enzimas.



Determinacion de proteasas totales

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se colocaron 125 ul de AZOCOLL
(Sigma A4341), (diluido en buffer sodio fosfato 10mM, ph 7) como sustrato, 75
ul de agua libre de pirogenos, y 25 pl de extracto (dilucion 1:100) se agito en el
vortex, incubando la reaccion a 37 °C por 30 minutos, posteriormente se
adiciona 1 mL de TCA al 5% (acido tricloroacético) para parar la reaccion
haciendo que las proteinas se precipiten. Después se centrifugan las muestras
a 10,000 rpm durante 10 min. Se lee el sobrenadante a 520 nm en
espectrofotometro (Spectronic modelo 21D), en la funcién de absorbancia de luz

visible en sensibilidad media (Todd, 1949).

Determinacion de tripsina

Las determinaciones de Tripsina se realizaron de manera directa en las
celdas del espectrofotometro debido a que son reacciones rapidas, de acuerdo
al siguiente procedimiento: se dispensaron 800ul de buffer TRIS, 0.1M NaCl
.OSM ph 8, 30uL de sustrato (BAPNA .025M), se adicionaron 170 ul de extracto
diluido (1:100), se mezcl6 y registr6 la absorbancia a 405 nm en el

espectrofotometro. (Geiger R. y Fritz, 1988).

Leucin aminopeptidasa

Las determinaciones de Leucin aminopeptidasa se realizaron de manera
directa en la celda del espectrofotometro de acuerdo al siguiente
procedimiento: se dispensaron 790ul de buffer TRIS, 0.1M ph 8, 10ul de
sustrato (LPNA 100 mM), se mezclo y adicioné 200 pl de extracto diluido
(1:100), y posteriormente se registr6 la absorbancia a 410 nm en el

espectrofotometro. (Tuppy et al., 1962)



Carboxipeptidasa A

Las determinaciones de la Carboxipeptidasa A, se realizaron de manera
directa en la celda de cuarzo en el espectrofotometro, de acuerdo al siguiente
procedimiento: se dispensaron 900 ul de buffer TRIS .1M con NaCl 0.5 M ph
7.5, 50ul de sustrato HPLA (Hippuryl-DL-Phenyllactic acid), se mezclo y
adiciono 50 ul de extracto diluido (1:10), se registro la absorbancia a 262 nm a

luz UV en el espectrofotometro. (McClure, W.O. et al 1964)



RESULTADOS

En el presente estudio las condiciones experimentales utilizadas
permitieron la evaluacion de los efectos de distintos tipos de alimentos en el
crecimiento, sobrevivencia y estado fisiologico y nutricional de O. maya. En
general la sobrevivencia fue del 100% lo cual indica que los dispositivos
individuales y la calidad del agua utilizados en el estudio fueron apropiados

para esta especie (Fig. 5).

Como se puede apreciar la temperatura fluctuo entre 24° C y 25°C, el pH entre
8 y 8.2, la salinidad entre 36°/oo y 36.4°/0o, la concentracion de oxigeno

disuelto fluctuo entre 4.8 y 5.2 mg/1.
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Figura 5. Parametros fisicoquimicos del agua de los dispositivos experimentales

Exp. 1.

Efecto del nivel de proteinas de la dieta.

a. Crecimiento y sobrevivencia

Tal y como se menciono, la sobrevivencia de los organismos fue del 100%
indicando que el tipo de alimento wutilizado resultéo favorable para el
mantenimiento de los organismos experimentales. Sin embargo un efecto

significativo sobre el crecimiento fue observado (Fig. 6). Los pulpos alimentados



con cangrejo fresco congelado mostraron un crecimiento 5.3 veces mayor que el
obtenido en los animales alimentados con 60% de proteina cruda (PC) (P <
0.05). Una tasa de crecimiento negativa fue observada en los organismos

alimentados con 40% PC (P < 0.05).
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Figura 6. Efecto del tipo de alimento en la tasa de crecimiento de juveniles de O. maya.

Valores dados como promedio + E.E

b. Actividad especifica de las enzimas digestivas.

Los ensayos realizados para la evaluacion de las enzimas digestivas
mostraron que con los métodos utilizados no fue posible detectar actividad de
las carbohidrasas. En cambio la actividad de las proteasas generales, tripsina,
leucin-amino-peptidasa y carboxipeptidasa-A fueron detectadas en los

diferentes tejidos estudiados.

b.1. Proteasas generales

El tipo de alimento afect6 significativamente la actividad de estas enzimas
en las glandulas anteriores y posteriores, provocando una menor actividad en
los animales alimentados con cangrejos frescos en comparacion con el
registrado en los organismos alimentados con el alimento balanceado (P < 0.05;
Fig. 7a y b). En contraste la actividad de las proteasas generales en el pancreas

mostr6 una menor actividad en los pulpos alimentados con 40% PC en



comparacion con lo observado en los alimentados con 60% PC y cangrejos
frescos (P < 0.05; Fig. 7c). En el ciego, al igual que en las glandulas salivales la
actividad de las proteasas generales mostro un valor significativamente menor
en los organismos alimentados con cangrejos en comparacion con el observado
en los animales alimentados con alimento balanceado. Es interesante hacer
notar que la actividad de las proteasas generales en los organismos
alimentados con 40% PC fue mayor que el observado en los organismos

alimentados con 60%PC (P < 0.05; Fig. 7d).
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Figura 7. Efecto del tipo de alimento en la actividad de las Proteasas generales de los

juveniles de O. maya. Valores dados como promedio + E.E.

b.2. Tripsina.
La actividad de la tripsina en las glandulas anteriores y posteriores siguio

patrones similares, con los valores menores en los animales alimentados con



cangrejos frescos, intermedios en los alimentados con 40%PC y mayores en los
pulpos alimentados con 60% PC (P < 0.05; Fig. 8 a y b). Siguiendo un patréon
similar al observado con las proteasas generales, la tripsina en el pancreas
mostré una mayor actividad en los pulpos alimentados con cangrejo fresco y
con valores intermedios en los alimentados con 60%PC y menores en los
alimentados con 40%PC (P < 0.05; Fig. 8c). En el ciego la tripsina mostro sus
valores menores en los animales alimentados con cangrejo fresco y los mayores
en los alimentados con 40%PC. Un valor intermedio fue registrado en los

organismos alimentados con 60%PC (P < 0.05; Fig. 8d).
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Figura 8. Efecto del tipo de alimento en la actividad de la Tripsina de juveniles de O.

maya. Valores dados como promedio + E.E.

b.3. Leucin amino-peptidasa.
En las glandulas salivales anteriores no se observaron diferencias

significativas entre la actividad de esta enzima y los animales alimentados con



los distintos tipos de alimentos (P > 0.05; Fig. 9 a). En las glandulas salivales
posteriores una actividad significativamente menor fue registrada en los pulpos
alimentados con cangrejos frescos en contraste con el observado en los
organismos mantenidos con los alimentos balanceados (P < 0.05; Fig. 9b). En el
pancreas se observo mayor actividad en los organismos alimentados con 60%
PC que con 40% PC y cangrejos frescos (P < 0.05; Fig. 9¢c). En el ciego al igual
que en glandulas salivales anteriores no se encontraron diferencias
significativas entre los organismos alimentados con los distintos tratamientos

(P > 0.05; Fig. 9d).
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Figura 9. Efecto del tipo de alimento en la actividad de la Leucin amino-peptidasa de

juveniles de O. maya. Valores dados como promedio + E.E.

c. Proteinas



Los niveles de proteina en sangre no presentaron diferencias
significativas entre tratamiento y un valor promedio de 89.5 + 11 mg/ml puede
ser considerado como representativo de este grupo experimental de O. maya

(p>0.05) (Fig. 10 a).

d. Hemocianina

El nivel de proteina de la dieta y el tipo de alimento afectaron los niveles
de hemocianina (Hc) en los organismos experimentales. Los niveles de Hc
obtenidos en los pulpos alimentados con 60% PC (2.6 mmol/L) resulto ser
mayor que los observados en los animales alimentados con 40% PC (2.3

mmol/l) y con cangrejos (2.1 mmol/L) (P< 0.05) (Fig. 10 b).
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Figura 10. Concentraciones de proteinas y hemocianina en sangre de juveniles de O.
maya alimentados con diferentes niveles de Proteina. Valores dados como promedio +

E.E.

e. Glucogeno

En la figura 11a se presentan las variaciones de glucogeno en glandula
digestiva. Como se puede apreciar las concentraciones de glucogeno en los
pulpos alimentados con 60% PC fueron significativamente menores que los

observados en el grupo alimentado con 40% PC y cangrejos (p<0.05) (Fig. 11 a)

Los valores de glucogeno en musculo fueron afectados tanto por el nivel de

proteina del alimento como por el tipo de alimento, con los valores mayores



registrados en los animales alimentados con cangrejos (P < 0.05). Un valor de
glucogeno del musculo significativamente mayor fue observado en los animales
alimentados con 60% PC en comparacion con los registrados en organismos

alimentados con 40% PC (p<0.05) (Fig. 11 b)
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Figura 11 Concentraciones de Glucogeno en glandula digestiva y musculo de juveniles
de O. maya alimentados con diferentes niveles de Proteina. Valores dados como

promedio + E.E.

f. Lipidos totales

Los niveles de lipidos totales en glandula digestiva mostraron diferencias
significativas con los valores mas altos en los organismos alimentados con jaiba
(p< 0.05) que los alimentados con 40% y 60% PC (figura 12a). En musculo los
niveles de lipidos totales no muestran diferencias significativas entre

tratamientos (p> 0.05) (figura 12b).
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Figura 12 Nivel de lipidos totales en glandula digestiva y musculo de juveniles de O.
maya alimentados con diferentes niveles de Proteina. Valores dados como promedio +

E.E.

g. Condicion Fisiologica
g.1l. Capacidad osmética

La capacidad osmotica de los animales alimentados con 40% PC fue
significativamente menor a la obtenida de los animales alimentados con 60%

PC y con cangrejos (P< 0.05; Fig. 13)
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Figura 13. Variaciones de la capacidad osmoética de O. maya alimentados con

diferentes tipos de alimento. Valores dados como promedio + E.E.

h. Balance energético.
h.1. Valor calodrico

La cantidad de energia por g de peso contenida en el musculo del brazo
de O. maya fue afectada por el tipo y nivel de proteina de la dieta, con los
valores mas bajos en los organismos alimentados con 40 y 60 % PC y los mas

altos en los pulpos alimentados con cangrejo (P < 0.05) (Fig. 14)
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Figura 14. Efecto del nivel de proteina y tipo de alimento en el contenido calérico del

musculo del brazo de O. maya. Valores dados como promedio + E.E.

h.2. Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno de los animales medido en ayuno mostré un incremento
en relacion con el nivel de proteinas de la dieta y el tipo de alimento, con los
valores mas altos en los pulpos alimentados con cangrejos y los mas bajos en
los alimentados con 40% PC (P < 0.05)(Fig. 15 a). Asi mismo el consumo de
oxigeno medido después de alimentar a los organismos aumento de forma
especifica en los alimentados con 40% PC y con cangrejos, y solo un ligero

aumento encontramos en los alimentados con 60% PC (Fig. 15 b).
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Figura 15. Efecto del tipo de alimento en el consumo de oxigeno de O. maya. Valores

dados como promedio + E.E.



h.3. Excrecion nitrogenada

Una reduccion de la excrecion nitrogenada fue observada durante el
ayuno en relacion con las proteinas de la dieta y el tipo de alimento con los
niveles mas altos en los pulpos alimentados con 40% PC y los mas bajos en los
organismos alimentados con cangrejos (Fig. 16 a) (P < 0.05). Después de
alimentar a los organismos observamos un mayor aumento en los valores de la
excrecion nitrogenada en los organismos alimentados con 60% PC y cangrejos y

ligeramente en los pulpos alimentados con 40% PC. (Fig. 16b)
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Figura 16. Efecto del tipo de alimento en la excrecion nitrogenada de O. maya. Valores

dados como promedio + E.E.

h.4 Balance energético

El estudio del balance energético de O. maya muestra diferencias
significativas tanto en la cantidad de energia absorbida como en la proporcion
de ésta que fue canalizada hacia el crecimiento. Los pulpos alimentados con
cangrejo canalizaron una alta proporcion de la energia absorbida hacia el
crecimiento (72.4%). Asi mismo se observo que Unicamente un 20.4% de la
energia absorbida fue utilizada en el metabolismo y s6lo el 1.6% fue perdida en
los productos de excrecion nitrogenada (Tabla 3). En contraste los organismos
alimentados con 60% PC canalizaron una alta proporcion de la energia
absorbida al metabolismo (54.0%) dejando tunicamente 5.3% para el
crecimiento. Es interesante hacer notar que estos animales perdieron 5.1% de

la energia absorbida como productos del metabolismo nitrogenado.



Tabla 3 Efecto del nivel de proteina en el balance energético de juveniles de O.

maya. Valores dados como promedio + E.E.

40% 60% Jaiba
I 1381.8 1 35.0 10654 * 56.0 1300.6 +  385.0
H 539.7 t+ 2030 520.7 t 91.0 2345 + 2310
Ab 842.1 + 62.2 5447  * 1242 10661 +  303.2
U 50.9 s 7.3 21.7 s 2.8 16.6 s 1.3
As 7952 t 119.7 5000 + 34.4 11523 + 43138
Rica 560.5 *t 57.5 179.2  t 7.4 100.1 s 27.4
Rrut 3593 t 35.0 2942 28.0 2178 70.0
Rtot 9198 + 1311 4734  t 904 3179 1 124.3
P -1246 +  637.0 26.6 2870 8344 + 4410
Ab/l 60.9 51.1 82.0
AS/,% 57.6 46.9 88.6
AS/Ab,% 94.4 91.8 108.1
HIL,% 39.1 48.9 18.0
Un,% 3.7 2.6 1.3
U/Ab,% 6.0 5.1 1.6
RN, % 26.0 27.6 16.7
R/Ab,% 42.7 54.0 20.4
R/As,% 45.2 58.8 18.9
P/1,% -9.0 2.5 64.2
P/Ab,% -14.8 4.9 78.3
P/As,% -15.7 5.3 72.4

Exp. 2
Efecto de diferentes niveles de inclusion 6ptima de hidrolizado de
pescado.

De la misma forma que en el primer experimento, los dispositivos
individuales y la calidad del agua utilizados en el estudio fueron apropiados
para esta especie (Hanlon y Forsythe, 1985) (Fig. 16). Se observa que la
temperatura fluctuo entre 25° C y 26°C, el pH entre 8 y 8.2, la salinidad se



mantuvo en 36°/oo y la concentracion de oxigeno disuelto fluctud entre 4.8 y

5.2 mg/l.

——TC —=—S8°00 pH —=—OD mgl/l
401
357l =S g s 8 g s ® g ] = =
30 -
N O AR ¢ 000 0% o o 0
20 -
15
10 -
5 m | ] ] ]
O+ T T T T
N A D 0 PR o A

Dias

Figura 17. Parametros fisicoquimicos del agua de los dispositivos experimentales

a. Crecimiento y sobrevivencia

La sobrevivencia no fue afectada por el tipo de alimento ya que se registro
un 100% durante el experimento en todos los tratamientos. La tasa de
crecimiento especifico (% por dia) mostré diferencias significativas, con los
valores mas altos en los animales alimentados con cangrejos y los menores en
los animales alimentados con alimento sin hidrolizado de pescado (0%) (P <
0.05) (Fig. 18). No se encontraron diferencias significativas entre los organismos
alimentados con dietas artificiales con diferentes porcentajes de inclusion de
hidrolizado de pescado entre 5% y 20% de inclusion. Como se puede apreciar
los organismos alimentados con 0% presentaron pérdida de peso durante el

experimento.
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Figura 18. Efecto del nivel de hidrolizado de pescado en la tasa de crecimiento de

juveniles de O. maya. Valores dados como promedio + E.E.

b. Enzimas digestivas.
b. 1. Proteasas generales

La actividad de las proteasas en las glandulas salivales anteriores fue
significativamente menor en organismos alimentados con 15% de hidrolizado
de pescado y con cangrejos en comparacion con los pulpos alimentados con los
demas tratamientos (P < 0.05; Fig. 19 a). Los valores de las proteasas en las
glandulas salivales posteriores no presentan diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0.05 Fig. 19 b). Al igual que en las glandulas salivales
posteriores, la actividad de las proteasas en la glandula digestiva no presento
diferencias significativas entre los distintos tratamientos (p>0.05; Fig. 19 ¢). La
actividad de las proteasas en pancreas si presento diferencias significativas
entre tratamientos, (P < 0.05) con los valores mas altos en los pulpos
alimentados con 0% de hidrolizado de pescado y el menor valor con los
alimentados con cangrejos (Fig. 19 d). En el ciego no se encontraron
diferencias significativas de la actividad de las proteasas, encontrando valores
ligeramente mayores en organismos alimentados con 10% y 20% (p>0.05; Fig.

19 e).
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Figura 19. Efecto del tipo de alimento en la actividad de las proteasas de juveniles de

O. maya. Valores dados como promedio + E.E.

b. 2. Tripsina

La actividad de la tripsina en las glandulas salivales anteriores y posteriores no
mostro diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes niveles de
hidrolizado de pescado y cangrejo, encontrando los valores mas bajos en pulpos

alimentados con cangrejo (p>0.05; Fig. 20 a y b). De la misma forma que en las



glandulas salivales, en la glandula digestiva no se encontraron diferencias
significativas entre pulpos alimentados con las dietas y los alimentados con
cangrejos (p>0.05; Fig. 20 «¢). En pancreas se observan diferencias
significativas (p<0.05) de la actividad de la tripsina, encontrando los valores
mas altos en pulpos alimentados con 0% de hidrolizado de pescado y los mas
bajos en los alimentados con 15% y con cangrejos (Fig. 20 d). La actividad de
la tripsina en el ciego mostré diferencias significativas entre los tratamientos,
con los mayores valores encontrados en pulpos alimentados con 10 % y 20% y
los menores en los alimentados con 15% de hidrolizado de pescado (p<0.05;
Fig. 20 e).
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b.3. Leucin amino-peptidasa.

En glandulas salivales anteriores se encontraron diferencias significativas
entre los valores de la actividad de la enzima Leucin amino-peptidasa tanto en
los animales alimentados con las dietas artificiales como en los alimentados
con cangrejos (p<0.05; Fig. 21 a) En glandulas salivales posteriores también se
detectaron diferencias significativas, con un valor mayor encontrado en los
organismos alimentados con 20% de hidrolizado de pescado (p<0.05; Fig 21 b).
Opuesto a lo observado en glandulas salivales, la actividad de la leucin amino-
peptidasa en la glandula digestiva no mostré diferencias significativas entre los
distintos tratamientos (P > 0.05; Fig. 21 c). Asi mismo no hubo diferencias
entre tratamientos de la actividad de esta enzima en pancreas (P > 0.05; Fig.
21 d). Los valores de la actividad enzimatica de la leucin amino-peptidasa en el
ciego, muestran diferencias significativas, encontrando valores elevados en
organismos alimentados con 20% y cangrejos, y con los valores mas bajos en

los alimentados con 15% de hidrolizado de pescado (p<0.05; Fig. 21 e).
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b.4. Carboxipeptidasa A.
La carboxipeptidasa A mostro actividad unicamente en el pancreas, sin
embargo no se observan diferencias significativas entre los pulpos alimentados

con los diferentes tratamientos (P > 0.05; Fig. 22).
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Figura 22. Efecto del tipo de alimento en la actividad de la carboxipeptidasa A de

juveniles de O. maya. Valores dados como promedio + E.E

c. Metabolitos en sangre.
c.1 Glucosa
Los valores de glucosa sanguinea no mostraron diferencias significativas

(p>0.05) entre los tratamientos. (Fig. 23a).

c.2.Lactato

Las concentraciones de lactato presentes en los organismos alimentados con
0% de hidrolizado de pescado mostraron valores significativamente mayores a
los observados en los pulpos alimentados con el resto de los tratamientos (P<
0.05) (Fig. 23b). Un valor significativamente menor fue observado en los

organismos alimentados con cangrejos frescos congelados (P < 0.05).

c.3. Colesterol
Los niveles de colesterol obtenidos en los organismos alimentados con la
dieta de 0% resultaron ser significativamente mayores que los observados en

los pulpos alimentados con los demas tratamientos (P< 0.05) (Fig. 23c).



c.4. Acilgliceridos
La concentracion de acilgliceridos en sangre mostré diferencias
significativas entre tratamientos (p<0.05), con las concentraciones mas altas en

organismos alimentados con la dieta con 5% de inclusion de hidrolizado de

pescado (Fig. 23d)
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Figura 23. Efecto del tipo de alimento en las concentraciones de metabolitos

sanguineos de juveniles de O. maya Valores dados como promedio + E.E

c.5. Proteinas

Los niveles de

proteina

sangre

no presentaron diferencias

significativas entre tratamientos (p>0.05) (Fig. 24a).

c.6. Hemocianina

Los diferentes niveles de inclusion de aminoacidos en la dieta no

afectaron los niveles de hemocianina (Hc) donde se observa que no hay



diferencias significativas en los organismos experimentales. (P> 0.05) (Fig.

24b).
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Figura 24 Concentraciones de proteinas y hemocianina en sangre de juveniles de O.
maya alimentados con diferentes niveles de hidrolizado de pescado. Valores dados

como promedio + E.E

d. Glucoégeno

Las variaciones de glucéogeno tanto en glandula digestiva, como en
musculo, (Fig. 25 a y b) no se vieron afectadas por el tipo de tratamiento, donde
se puede apreciar que las concentraciones de glucégeno no presentan

diferencias significativas entre los tratamientos. (p>0.05)
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Figura 25 Concentraciones de Glucogeno en glandula digestiva y musculo de juveniles
de O. maya alimentados con diferentes niveles de Hidrolizado de pescado. Valores

dados como promedio + E.E.



e. Lipidos totales

Los niveles de lipidos en la glandula digestiva se vieron afectados por el
tipo de tratamiento, encontrando los valores maximos en los organismos
alimentados con cangrejos y los menores en organismos con 0% de hidrolizado
de pescado (p< 0.05) (fig. 26a). En el musculo los niveles de lipidos mostraron
deferencias significativas entre los tratamientos, encontrando los valores mas
bajos en organismos alimentados con 0% y 20% de hidrolizado de pescado (p<
0.095) (fig. 26D)
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Figura 26 Nivel de lipidos en glandula digestiva y musculo de juveniles de O. maya
alimentados con diferentes niveles de Hidrolizado de pescado. Valores dados como

promedio + E.E.

f. Condicion Fisiologica
f.1. Capacidad osmética

La capacidad osmotica no mostro diferencias significativas entre los
tratamientos, tanto en animales alimentados con diferentes niveles de inclusion
de hidrolizado de pescado como los alimentados con cangrejos frescos

congelados (P> 0.05; Fig. 27)
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Figura 27. Variaciones de la capacidad osmoética de O. maya alimentados con

diferentes niveles de hidrolizado de pescado. Valores promedio + E.E.

g. Balance energético.
g.1. Valor caldrico

La cantidad de energia por g de peso contenida en el musculo del brazo
de O. maya fue afectada por el tipo alimento, mostrando diferencias
significativas con el valor mas alto en los organismos alimentados con cangrejo,
(P < 0.05) mientras que no se presentaron diferencias entre los organismos

alimentados con hidrolizado de pescado. (Fig. 28)
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Figura 28 Efecto del nivel de Hidrolizado de pescado en el contenido calérico del

musculo del brazo de O. maya. Valores promedio + E.E.



g.2. Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno de los animales medido en ayuno no mostro
diferencias significativas en relacion con el nivel de inclusion hidrolizado de
pescado de la dieta y el tipo de alimento. (P > 0.05)(Fig. 29 a). Asi mismo el
consumo de oxigeno medido después de alimentar a los organismos aumento
de forma especifica en los alimentados con 0% y 10% de hidrolizado de

pescado y en menor proporcion con los demas tratamientos (Fig. 29 b).
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Figura 29. Efecto del tipo de alimento en el consumo de oxigeno de O. maya. Valores

dados como promedio + E.E.

g.3. Excrecion nitrogenada

Una reduccion de la excrecion nitrogenada fue observada en relacion con
el tipo de alimento con los niveles mas altos en los pulpos alimentados con 10,
20% y cangrejo, y los mas bajos en los organismos alimentados con 0, Sy 15%
(Fig. 30 a) (P < 0.05). En la excrecion de amonio después de alimentar a los
organismos se observo un mayor aumento en los valores de los organismos
alimentados con 20% y cangrejos, y ligeramente en los pulpos alimentados

con los demas niveles de inclusion de hidrolizado de pescado. (Fig. 30 b)
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g.4. Balance energético

El estudio del balance energético de O. maya hasta ahora muestra
diferencias significativas. Los pulpos alimentados con cangrejo obtuvieron las
mayores proporciones de energia la cual al canalizarla al crecimiento,
obtuvieron los mayores valores, (70.8%) en comparacion con los pulpos
alimentados con hidrolizado de pescado. Asi mismo se observo que organismos
alimentados con jaibas unicamente un 15.9% de la energia absorbida fue
utilizada en el metabolismo y solo el 3.4% fue perdida en los productos de
excrecion nitrogenada (Tabla 4). En contraste los organismos que crecieron
mejor con los alimentos experimentales (15% de inclusion de hidrolizado de
pescado) canalizaron una alta proporcion de la energia absorbida al
metabolismo (21.6%) y la energia perdida en productos de excrecion
nitrogenada fue de 4.7% dejando 12.7% para el crecimiento. Los valores mas
bajos de produccion de energia los encontramos en pulpos alimentados con 0%
de hidrolizado de pescado coincidiendo con su mala alimentacion y

consecuente pérdida de peso.

El balance energético indica que pulpos alimentados con cangrejo canalizaron

un mayor porcentaje de energia al crecimiento, mientras que los organismos



alimentados con dietas artificiales utilizaron mas energia en el metabolismo y

productos de excrecion.



Tabla 4 Efecto del nivel de proteina en el balance energético de juveniles de O. maya. Valores + ES

0 5 10 15 20 jaiba
| 40740 + 630 37240 + 630 3717.0 770 38080 + 840 38990 + 1050 30009 + 3500
H 25761 + 617 19408 + 432 23504 + 542 2180 + 345 2428 + 215 5564  +  56.0
Ab 14979 + 420 17833+ 420 13666 + 560 15000 + 910 17562 + 350 /U5t 280
U 721 + 56 55 + 35 679 + 49 749 + 56 79 + 56 84 t+ 56
As 8189 + 126 5603  + 252 049+ W7 7635 + 294 7820 + 385 20686 + 2030
Rica 3189 + 247 1000 + 356 3059 + 351 32 0+ %4 u0 + N8 2008 + 25
Rt 5401 + 210 1281 + 280 550+ 420 M1+ 280 4635 + 280 041+ 210
Rtot 8681 + 210 580 + 350 8810 + 350 6663 + 350 046+ 210 6049 + 210
p 492 + 464 23+ 430 59 672 972 + 3150 775 4+ 384 14637 + 3405
Abll% 368 479 36.8 4138 45.0 82.0
Asll% 201 15,0 25.2 200 20.1 66.9
AsiAb% 547 314 68.4 180 445 816
HL% 632 52.1 63.2 56.2 55.0 18.0
un% 18 16 18 20 19 28
UAb% 48 33 5.0 47 43 34
RIL% 135 15 155 9.0 119 13.1
RIAD% 367 24,0 £2.1 216 24 159
RiAs% 671 764 615 45.1 50.3 195
P% 1.2 09 15 26 20 474
PIAb% 33 18 3.9 6.1 44 57.8
PiAs% 6.0 58 58 127 99 708




DISCUSION

En el presente estudio se realizaron dos experimentos con el fin de conocer
la forma en que el alimento modula la fisiologia digestiva, el balance energético y
el crecimiento de los juveniles de O. maya. Los resultados obtenidos mostraron
que en los dos experimentos la dieta consistente de cangrejo fresco-congelado fue
la que produjo las mejores tasas de crecimiento, en comparacion con las

obtenidas con los alimentos balanceados.

El crecimiento es una respuesta integradora del estado fisiologico de los
organismos pues en ésta es posible observar como se canalizan los excedentes de
energia una vez que han sido satisfechas las necesidades que le permiten al
animal mantener la homeostasis. (Prosser, 1950) La cantidad de energia
contenida en los alimentos experimentales oscilo entre 15 y 16 mil joules/g
siendo practicamente iso-energéticas para los animales alimentados con los
diferentes niveles de proteina (Experimento 1). Este hecho permite asumir que las
diferencias observadas ahora no estuvieron asociadas con la cantidad de energia
presente sino con otros factores que estan mas relacionados con la digestibilidad

o la composicion de los nutrientes de estas dietas.

Cuando los animales fueron alimentados con diferentes niveles de proteina
se observo que las proteasas generales (en todos los tejidos analizados), la
tripsina (glandulas salivales y ciego) y leucin amino peptidasa (glandulas salivales
posteriores y pancreas) mostraron una actividad inversamente proporcional al
crecimiento; es decir una menor actividad fue observada en aquellos organismos
que fueron alimentados con cangrejo fresco-congelado en comparacion con los
alimentados con alimento balanceado. Estudios realizados en otros invertebrados
han demostrado que este tipo de respuesta es comun y es reflejo de los
mecanismos de compensacion bioquimica que los animales despliegan cuando
son alimentados con alimentos de baja digestibilidad. (Brito, 2000; Rodriguez et
al. 1998). Aunque no existen referencias que indiquen una respuesta similar en
cefalépodos, los resultados obtenidos ahora podrian indicar que los adultos de O.
maya tienen la capacidad de aumentar la sintesis de las enzimas digestivas en un

esfuerzo por aumentar la capacidad digestiva, sobre todo cuando el alimento es



deficiente. Es interesante hacer notar que la tripsina del pancreas presenté una
mayor actividad en los animales alimentados con cangrejo fresco-congelado en
comparacion con la registrada en los animales alimentados con alimento
balanceado. Estudios realizados en el hepatopancreas de camarones peneidos
han demostrado que la sintesis de tripsina es regulada transcripcionalmente y es
modulada por la condicion nutricional de los organismos. (Sanchez-Paza, 2003)
Asi mismo observaron que la sintesis de tripsina disminuye en animales con 72h
de ayuno indicando que en condiciones nutricionalmente adversas la reduccion
en la sintesis pudiera significar un ahorro de proteinas al mismo tiempo que evita
la autolisis potencialmente producida por un exceso de la enzima cuando el
alimento esta ausente. Aunque los pulpos ingirieron el alimento balanceado, la
baja secrecion de tripsina en el pancreas pudiera indicar que, a través de alguna
senal hormonal (Sanchez-Paza, 2003) la sintesis de tripsina fue inhibida
provocando una secrecion limitada de esta enzima. Es interesante hacer notar
que en el ciego la actividad registrada de la mayoria de las enzimas (excepto la
leucin amino peptidasa) fue menor en los animales alimentados con cangrejo

fresco-congelado que en los alimentados con los alimentos balanceados.

Una vez que los nutrientes son absorbidos son rapidamente distribuidos a
los tejidos en donde son utilizados como fuente de energia metabdlica o para la
sintesis de moléculas. El glucogeno contenido en la glandula digestiva y en el
musculo se utilizé6 como indicador de este proceso. Los resultados obtenidos en el
estudio mostraron que el glucogeno de ambos tejidos fue registrado en los pulpos
que presentaron el mayor crecimiento indicando una mayor acumulacion de
nutrientes en estos organismos. En un trabajo realizado en paralarvas de O.
vulgaris (Villanueva et al 2004) reportaron que los amino acidos juegan un papel
importante como reserva de energia y son la base para la formacion de glucéogeno
lo cual indica que las vias gluconeogénicas son altamente eficientes en
cefalopodos. Este mecanismo de la formacion de glucégeno a partir de proteinas
ha sido observado en otros invertebrados. Cuzon et al (2001) y Rosas et al (2002),
senalaron que el glucogeno del hepatopancreas de camarones peneidos es
sintetizado a partir de las proteinas de la dieta y que es utilizado en la sintesis de

N-acetil-glucosamina, molécula base para la sintesis de quitina. La baja sintesis



de glucogeno en los juveniles de O. maya alimentados con alimentos balanceados
indica que una menor cantidad de proteinas fue absorbida y por tanto poco
glucogeno fue sintetizado. En contraste los niveles de glucogeno registrados en
los animales alimentados con jaiba fresca-congelada indican una mayor
absorcion de proteinas la cual se vio reflejada en los niveles encontrados de
glucogeno en los tejidos analizados. Estudios realizados en diferentes especies de
cefaléopodos han demostrado que los tentaculos son el sitio de mayor crecimiento
lo que implica una alta demanda de energia a nivel celular (Rocha 2003). Por su
parte (Koueta 2002) reportaron que en Sepia officinalis la energia para el
crecimiento es derivada del glucogeno sintetizado a partir de proteinas por vias

gluconeogénicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en referencia al balance energético
una limitacion importante en la digestibilidad fue observada en los animales
alimentados con ambos alimentos balanceados. Una proporcion elevada de la
energia perdida en las heces (entre el 40 y 50%) fue registrada en los pulpos
alimentados con alimentos balanceados en comparacion con lo observados en los
alimentados con cangrejos frescos-congelados (18%). La energia perdida en heces
indico que una cantidad de energia limitada fue digerida, limitando la cantidad de
energia y moléculas disponibles para ser utilizadas como fuente de energia

metabodlica y para el crecimiento.

Asi, al igual que en otras especies de cefalopodos en O. maya los nutrientes
del alimento y en particular las proteinas juegan un papel fundamental en el
abasto de energia metabdlica a través de la sintesis de glucégeno como a través
de la sintesis de moléculas para el crecimiento. La cantidad de energia
acumulada en el musculo, el balance energético y los niveles de glucogeno
encontrados en los animales alimentados con cangrejos frescos-congelados
mostraron que con esta dieta hubo una mayor acumulacion de nutrientes que
favorecio en crecimiento de los pulpos. Como resultado de las observaciones
realizadas durante el primer experimento se pudo concluir que las diferencias en
el crecimiento observadas entre los organismos alimentados con alimentos

balanceados y cangrejos podrian estar asociadas con la composicion propia del



alimento ofrecido o con las caracteristicas asociadas con la digestibilidad de los
nutrientes utilizados. Asi mismo se pudo observar que, a diferencia de lo
reportado en estudios previos, un crecimiento positivo fue observado en los
pulpos alimentados con 60% PC lo cual también permitid observar que esa
formulacion podria estar en el camino para encontrar un alimento balanceado

para O. maya.

Se ha demostrado que la composicion del alimento interfiere de manera
importante en el uso y aprovechamiento de los nutrientes del alimento. Estudios
recientes llevados a cabo en O. vulgaris alimentados con sardina mostraron
eficiencias de produccion de biomasa de 23% indicando que este tipo de alimento
limit6é el crecimiento de esta especie. Esta limitacion proviene de la composicion
proximal de la sardina la cual, al contener elevadas concentraciones de lipidos
(mas del 40%), limita la absorcion de las proteinas en el ciego de los pulpos
(Garcia y Jiménez 2002, O’Dor, et al 1983, Petza et al 2006) Asi mismo Lee et al
(1998) encontraron que juveniles de O. bimaculoides alimentados con pasta de
pescado tipo surimi y otras fuentes proteicas presentaron baja asimilacion de las
proteinas y muy bajo crecimiento. Estos autores concluyeron que posiblemente la
composicion aminoacidica o la textura del alimento ofrecido pudieron haber

intervenido en el crecimiento de esta especie.

Con base en los resultados obtenidos en el primer experimento se
disenaron dietas con diferentes niveles de inclusion de hidrolizado de pescado en
un intento por ofrecer a los juveniles de O. maya un alimento con una proteina

hidrolizada que podria ser de mejor digestion para los pulpos.

Un efecto positivo sobre el crecimiento de los juveniles de O. maya del nivel
de inclusion de hidrolizado de pescado en el alimento fue observado. Los
animales alimentados con 15% de inclusion de hidrolizado mostraron una tasa
de crecimiento mayor que la observada en los pulpos alimentados con el alimento
sin hidrolizado. La tasa de crecimiento de estos pulpos aunque positiva y mayor
que la previamente registrada en el experimento 1, fue menor que la obtenida en

los animales alimentados con cangrejo fresco-congelado. Estos resultados



indican que si bien la disponibilidad de proteina hidrolizada mejora la
disponibilidad de nutrientes para el crecimiento no alcanza a ser lo
suficientemente eficiente para producir resultados similares a los obtenidos

cuando los pulpos son alimentados con cangrejos.

Al hacer un analisis de los diferentes indicadores analizados se encontro
que la actividad de las enzimas digestivas mostré patrones similares a los
observados en el primer experimento: los animales que mostraron las mayores
tasas de crecimiento (alimentados con 15% de inclusion de hidrolizado y
cangrejos frescos-congelados) mostraron bajas actividades en las proteasas
generales (glandulas salivales, glandula digestiva y ciego), tripsina (glandulas
salivales, pancreas, y ciego) peptidasas (glandulas salivales, glandula digestiva y
ciego) y carboxi-peptidasa (pancreas). Esto, al igual que lo observado podria ser
interpretado como una reaccion de los animales a un alimento que favorece (baja

actividad de las enzimas) o limita (alta actividad) la absorcion de nutrientes.

Los resultados del balance energético indican que los juveniles de O. maya
alimentados con hidrolizado de pescado tuvieron una limitada absorcion de
nutrientes hecho que fue observado a partir de los valores de la relacion energia
absorbida/energia ingerida (Ab/1,%): valores de entre 37 y 48% fueron obtenidos
en los animales alimentados con alimento balanceado en comparacion con el 82%
mostrado por los pulpos alimentados con cangrejos frescos-congelados. Asi
mismo una alta proporcion de energia fue perdida en las heces (entre 52 y 63%)
lo cual se reflejo en una produccion de biomasa que oscilo entre 0.9 y 2.6%. Es
interesante hacer notar que la proporcion de energia ingerida que fue utilizada en
la respiracion no fue muy distinta entre todos los tratamientos (entre 9 y 15%)
indicando que ni los alimentos balanceados ni el cangrejo fresco congelado
produjeron un mayor esfuerzo metabdlico que pudiera afectar de manera
importante la energia canalizada a la produccion de biomasa. Esto es
particularmente importante si se considera que en los estudios llevados a cabo
con otras especies de cefalopodos se ha demostrado que el alimento puede llegar
a incrementar la tasa respiratoria significativamente reduciendo la energia

disponible para la sintesis de tejido nuevo (Garcia y Jiménez 2002, O’Dor, et al



1983, Petza et al 2006). Es decir, los resultados obtenidos ahora demuestran que
la formulacion utilizada para fabricar el alimento balanceado con 15% de
hidrolizado de pescado podria ser la apropiada para el crecimiento de O. maya ya
que este alimento favorece una mayor acumulacion de biomasa sin alterar la tasa

metabdlica.

Una forma de conocer los efectos nutricionales del alimento es a través de
los metabolitos sanguineos. Diversos estudios realizados en camarones peneidos
han demostrado que algunos componentes de la sangre son utiles para
estableces la condicion nutricional de estos organismos (Pascual et al 2003). En
el presente estudio se observé que los niveles sanguineos de la glucosa en los
juveniles de O. maya no presentaron ninguna relacion con los tipos de alimentos
ensayados. Aunque no hay referencias de evaluaciones de este tipo en
cefalépodos los estudios realizados en camarones peneidos han demostrado que
en general la glucosa es un indicador limitado del estado nutricional debido a que
estos organismos concentran la mayor actividad metabdlica en las proteinas. Asi
el uso de los carbohidratos derivados de la dieta esta limitado a su uso como
fuente de energia inmediata, muchas de las veces en el mismo hepatopancreas

(Pascual et al 2003).

Una situacion muy diferente es la que enmarca a los niveles encontrados de
lactato, los cuales mostraron valores mucho mayores en los animales
alimentados con alimento sin hidrolizado (0%) que el registrado en pulpos
alimentados con los otros alimentos. De acuerdo con Akagi y Ohmori (2004) en
O. vulgaris el lactato puede ser sintetizado a partir de aminoacidos o de gliceroles
provenientes de la degradacion de proteinas o de carbohidratos resultando ser un

sub producto del ciclo de los acidos tri-carboxilicos.

En condiciones normales, es evidente que la produccion de lactato deberia
ser baja pues los pulpos aprovecharian mejor los aminos acidos para la
formacion de biomasa muscular o para satisfacer las demandas de energia en la
formacion de glucogeno. Esto fue observado en los organismos alimentados con

hidrolizado y cangrejos. En contraste los pulpos alimentados sin hidrolizado



mostraron altos niveles de lactato los cuales podrian ser interpretados como una
evidencia de que estos animales al estar en una condicion nutricional deficiente
se vieron obligados a utilizar sus propias proteinas siguiendo un proceso de
autodigestion el cual tendria como producto final el lactato observado en la
sangre. Otra evidencia que apoya esta hipotesis son los bajos niveles de proteina

sanguinea registrados en los animales alimentados sin hidrolizado.

Aunque no hay referencias sobre el uso del colesterol como sub producto
del metabolismo en cefalopodos, las evidencias observadas en otros invertebrados
han demostrado que cuando hay una degradacion de proteinas musculares en
situaciones de estrés nutricional, aparecen elevadas concentraciones de colesterol
como consecuencia de la liberacion de esta molécula ya sea como sustituto de
membranas o como sub producto de la degradacion de éstas (Pascual et al 20006.)
El patron irregular observado en los niveles de acil glicéridos en sangre podrian
indicar que, tal y como ha sido reportado para otras especies de pulpos, el
metabolismo de lipidos es limitado en estos organismos (Romjin 1935,; Takahashi
1963). Es evidente de los resultados obtenidos ahora que el alimento hidrolizado
y los cangrejos frescos-congelados utilizados como alimento afectaron de manera
similar a los metabolitos sanguineos, la hemocianina, al glucogeno y al contenido
energético de la glandula digestiva y del musculo de O. maya. Esto permite
establecer que, aunque el alimento balanceado con hidrolizado no fue
apropiadamente digerido, su composicion fue lo suficientemente adecuada para
satisfacer las demandas de energia y moléculas que requiere esta especie para
mantener la homeostasis. Asi, los resultados obtenidos ahora permiten concluir
que de las dos posibilidades propuestas como determinantes del efecto de los
alimentos balanceados sobre el crecimiento de los pulpos (digestibilidad o
composicion de nutrientes) pudieran ser los problemas asociados a la
digestibilidad de la fuente proteica los que resultaron ser limitantes para el
crecimiento O. maya. Mejorar la digestibilidad del alimento facilitando la
absorcion de nutrientes debera de ser el siguiente paso para lograr que la
formulacion que favoreci6 el crecimiento de los pulpos de como resultado tasas de
crecimiento cercanas a las observadas cuando los animales son alimentados con

cangrejos.



CONCLUSIONES

CRECIMIENTO

1. Los adultos silvestres de O. maya utilizados en el presente estudio se
aclimataron bien a las condiciones de laboratorio.

2. Los organismos alimentados con jaibas del género Callinectes,
sobrevivieron y crecieron a tasas similares a las reportadas en otros
estudios que se llevaron a cabo con pulpos alimentados con otras especies
de cangrejos y mantenidos en condiciones de cautiverio.

3. La tasa de crecimiento de los pulpos alimentados con cangrejos fue
superior a la observada cuando se les alimento con alimento balanceado.

4. La dieta formulada con 60% PC y con 15% de SPCP mostraron un
crecimiento positivo, sin embargo ninguno de estos alimentos satisfizo los
requerimientos nutricionales de los pulpos.

5. Los niveles de glucégeno y de energia del musculo del brazo y de la
glandula digestiva mostraron diferencias significativas entre tratamientos
con valores mayores en los animales alimentados con cangrejos, indicando
que la proteina nativa ingerida favorece la gluconeogénesis y por tanto la
acumulacion de energia.

ENZIMAS DIGESTIVAS

6. Octopus maya puede regular la actividad de las enzimas digestivas en
funcion del tipo de alimento que ingieren. En general se observo que dietas
deficientes inducen una mayor actividad de las enzimas digestivas.

BALANCE ENERGETICO

7. Los resultados obtenidos del balance energético indican que, al igual que
otras especies de cefalopodos, O maya no digiere los alimentos balanceados
afectando de manera importante la energia disponible para el crecimiento.

8. La baja digestibilidad registrada y la alta actividad de las enzimas
digestivas observada en animales alimentados con alimento balanceado
indica que antes de formular nuevamente se debera de establecer la
capacidad digestiva de los pulpos y su relacion con los insumos que son
mejor digeridos. Un estudio relacionado con el comportamiento de las
enzimas digestivas durante las distintas fases del desarrollo de los
juveniles asi como un estudio de digestibilidad de insumos debera
realizarse con el fin de establecer los insumos que son mas apropiados
para la formulacion de dietas para O. maya.
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ANEXOS

Analisis proximal

Alimento semihimedo sin hidrolizado de pescado

Determinaciones
Humedad (pérdida al secado)

Cenizas

Grasa (extracto etereo)
Proteina (Nx6,25)

Fibra cruda

Extracto Libre de Nitrogeno

Alimento semihumedo 5% de hidrolizado de
Determinaciones
Humedad (pérdida al secado)

Cenizas

Grasa (extracto etereo)
Proteina (Nx6,25)

Fibra cruda

Extracto Libre de Nitrogeno

Resultados
39.80%
10.49%
3.72%
33.87%
1.54%
10.58%

pescado
Resultados
37.82%
10.90%
3.54%
38.09%
1.45%
8.20%

Alimento semihimedo 10% de hidrolizado de pescado

Determinaciones
Humedad (pérdida al secado)

Cenizas

Grasa (extracto etereo)
Proteina (Nx6,25)

Fibra cruda

Extracto Libre de Nitrogeno

Resultados
39.03%
11.12%
4.67%
35.30%
.73%
9.15%

Alimento semihimedo 15% de hidrolizado de pescado

Determinaciones
Humedad (pérdida al secado)

Cenizas

Grasa (extracto etereo)
Proteina (Nx6,25)

Fibra cruda

Extracto Libre de Nitrogeno

Resultados
38.34%
11.17%
4.89%
37.67%
1.32%
6.61%

Alimento semihumedo 20% de hidrolizado de pescado

Determinaciones
Humedad (pérdida al secado)

Cenizas

Resultados

37.37%

10.86%



Grasa (extracto etereo) 4.01%

Proteina (Nx6,25) 39.33%
Fibra cruda 1.48%
Extracto Libre de Nitrogeno 6.95%

Humedad (pérdida al secado) Método AOAC934.01 Cap 4 Alimento para
animales.

Cenizas Método Gravimeétrico. Método AOAC 942.05 Cap 4 Alimento para
animales.

Grasa (extracto etéreo) Método AOAC 920.39 Cap 4 Alimento para animales
Proteina (Nx6,25) Método Kjeldahl, Método AOAC 984.13 Cap 4 Alimento para
animales.

Fibra cruda Método Gravimeétrico. Método AOAC 962.09 Cap 4 Alimento para
animales.

Extracto Libre de Nitrogeno. Calculo por diferencia NMX-Y-097.1974
Determinacion del extracto libre de nitrogeno en alimentos para animales

Alimento semihimedo sin hidrolizado de pescado

Aminoacidos totales: perfil anexo (g.aa/100g prot.)
Acido aspartico 9,578
Treonina 4,180
Serina 4,546
Acido glutamico 15,636
Glicina 5,280
Alanina 6,059
Cisteina 0,604
Valina 5,008
Metionina 2,884
Isoleucina 3,987
Leucina 8,036
Tirosina 2,601
Fenilalanina 4,073
Histidina 2,177
Lisina 6,629
Triptofano 0,954
Amonio 1,386
Arginina 5,535
Prolina 4,982
Aminoacidos totales 94,155

Alimento semihimedo 5% de hidrolizado de pescado

Aminoacidos totales: perfil anexo (g.aa/100g prot.)
Acido aspartico 9,888



Treonina 4,450

Serina 4,468
Acido glutamico 15,390
Glicina 5,618
Alanina 6,363
Cisteina 0,492
Valina 5,296
Metionina 2,025
Isoleucina 4,480
Leucina 8,264
Tirosina 2,896
Fenilalanina 4,408
Histidina 2,455
Lisina 7.394
Triptofano 1.053
Amonio 1,428
Arginina 6,013
Prolina 5,054
Aminoacidos totales 97,445

Alimento semihimedo 10% de hidrolizado de pescado

Aminoacidos totales: perfil anexo (g.aa/100g prot.)
Acido aspartico 10,378
Treonina 4,627
Serina 4,644
Acido glutamico 14,770
Glicina 5,705
Alanina 7,048
Cisteina 0,598
Valina 5,372
Metionina 2,907
Isoleucina 4,221
Leucina 8,285
Tirosina 2,861
Fenilalanina 4,221
Histidina 2,922
Lisina 7,729
Triptofano 1,257
Amonio 1,286
Arginina 5,999
Prolina 4,606
Aminoacidos totales 99,471

Alimento semihimedo 15% de hidrolizado de pescado



Aminoacidos totales: perfil anexo
Acido aspartico
Treonina
Serina

Acido glutamico
Glicina

Alanina
Cisteina

Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina

Lisina
Triptofano
Amonio
Arginina
Prolina
Aminoacidos totales

(g.aa/100g prot.)
10,047
4,468
4,462
14,154
5,688
6,869
0,573
4,996
2,658
4,008
7,902
2,876
4,089
2,732
7,280
1,118
1,327
6,451
4,416
96,113

Alimento semihtimedo 20% de hidrolizado de pescado

Aminoacidos totales: perfil anexo
Acido aspartico
Treonina
Serina

Acido glutamico
Glicina

Alanina
Cisteina

Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina

Lisina
Triptofano
Amonio
Arginina
Prolina
Aminoacidos totales

(g.aa/100g prot.)
9,896
4,406
4,258
13,829
5,703
6,834
0,563
5,334
2,345
4,436
7,945
2,930
4,146
2,959
8,284
1,088
1,353
6,111
4,321
96,789



Aminoacidos totales.- Autoanalizador de aminoacidos Método AOAC 932.30
Edicion 2000. Preparacion con hidrolisis acida inciso E.

Triptofano.- Autoanalizador de aminoacidos Método AOAC 988.15 Edicion 2000.
Hidrolisis alcalina.
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